RAIOND WADONAL- B mryy

T U RN WO DG

Facultad de ica

EXAMENL® #2OFESIONALES
FAC. DE GUIMICA

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA SUPER-
VIVENCIA DE Rhizobium ki

EN COMPOSTAS Y TURBA

I B 3 | 3

QUE PARA OBIENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO  BIOLOGO
P R E § E T &

MARTHA RAMIREZ RAMIREZ

México D. F. 1982




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



TESIS CON FALLA DE ORIGEN



1.-

20-

3--

4=

CONTENIDO.

Introduccién.

Objetivo.

Generalidades.

3l Antecedentes.

3.2 Caracterfstioas dsl género Ehisobium.

3.3 Conservacifn y control de calidad de las oe-
Pas de Ehigobium pare la produccién de ino--
culantes.

3.4 Inooulantes.

3.5 Generalidades sodre 1a turba.

3.6 Gensrulidades sobre la composta.

3.7 Sustitutos de 1a turbta.

3.8 Trataxiento y preparacidn de loe soportes.

Nateriales y nétodos.

4.1

4.2

‘.2.1
4.2.2

G las propt des fisicas y qufai-
ocas de¢ los soportes.
Identifioncién y caracterfstioas de cultive
de Enigobium .

ento de los cultivos.,

Carwcterisacién de los organismos.



4,2.2.1 Tincién y morfologfa.

4.2.2.2 Caracter{sticaa de las colonias.

4.2.2.3 Caracteristicas del desarrollo.

4,2.2.4 Pruebas dioquimicas.

4.2,2.5 Utilizacién de oarbohidratos.

4.2.2.6 Propiedades de infectividad.

4.3 Produccidén de cultivos,

4.5.1 Preparacién del inéeulo.

4.3.2 Control de calidad del indculo.

4.3.2.1 Control cualitativo.

4.3.2.2 Control cuantitativo.

4.3.3 Preparacién de loa soportes.

4.3.4 Preparacién de los inoculantes.

4.3.5 Curves de supervivencia ds Rhisobium phaseolj
4.3.5.1 Recuento en oaja de loe rhisobis viadles.

4.3.6 Inoculacién de las semillas.
4.3.6.1 Preparacién de¢ las semillas.
4.3.6.2 Recubrimiento de¢ las semillas.
4.3.7 Sieudrs de las semillas recudiertas.

4.3.9 Determinacién del mitrdgeno contenido en las

plantas huésped.




Sa=
Be-
Te-
8.~
Se-

10.~

Resultados.
Diacusién.
Conclusiones.
Restfimen.
Apéndioce.

Bidliosratia.




e T ol

1.-

INTRODUCCION,



l.- Introduccidn.

El crecimiento de la podlacién y oambios en los hdbitos
alimentarios,aconpafiado del crecimiento econémico han oocs---
sionado que la demanda de cosechas agronfmicas sea mis del -
doble durants este cuarto de aiglo.

Ia recients ssomses de fertilisantes nitrogenados y los
altos requerizientos de energia para su manufactura,kan ooa-
sionado wn incremento en su precio de venta y causado un in-
terés creciente en la bdsqueda de alternativas en las tecno-
logfas que provean a las cosechas del nitrégeno que requie--
Ten payre obtener slevados readimientos.

Por lo tanto,ls capacidad de las legumincosas de fijar el
mitrégens ataceférico,omndo se encuentran en sisbiosis con
i saoe del género g0bi no pusde ser ignorada -
o 1a de solucicnes pare incrementar la producoeién
de slimentos & da jo coeto,con un ahorro considerable en fer-
tilisantes nitrogemados (Judeon,1975icontenido en cita 22),

n S8 proporvicma & las leguminceas em forma --
de inoculantes y pars su preparucifén ee necesario ntilizar -

soports que viable al ml sao. 1a turbte -

e ol vehfoulo wsado pars 1la producciln de inconlantes -




comerciales de este tipo,perc tiene la desventaja de que su
calidad es variadle dependiendo de la fuente de procedencia
y sus depSeitos no son abundantes en ol mundo (PFred,Baldwin
& MoCoy,1952;contanido en oita 9).

™ Néxioco existen yacimientos de turba que adn no ban sj
do estudiados y oarmoterisados con propiedad. Ia turba ouyo
comportamiento se estudil en eete experimento,se sxtiajo de
un depdeito descudierto recientemente en la Cuenos del Lerma,
por lo cual se desconocoen sus propledades como soporte pars -
1a elaboracién de inoculantes.

En base & este hecho se baoen estudios ¢ intentos de en-
contrar susiitutos loonles gqua tengan el poder de proteccida
que of 1a turbe,para la conservaciém <¢s la viabilidad de es--
tos miorcorganismos,

Los materiales que se ban estudiado camo poaibles susti--

tutos son muy wariados,y ¢l demominador oomfn que los rige e
su alta cantidad d¢ materia of y su capacidad de reten-
cifa do bumedad.

Siendo las compostas wn prodmcto resultante de la degra--
daciln inducids 4o 1a materis animal o vegetal de desecho,se

espera de esta wm oomportamiento similar al 3¢ 1la turde,dedi-
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do & que esta dltima es un produsto generado por la acumnla-
cifn de materia oa en deplsitos naturales.

1a elaboracién de las oompostas es sencilla y su costo -
suy bajo,si el proceso de slaboracién es adeouado,sl produc-
to que se obtiens 8 rico en materia orginioa y poses un al-
to fndice de retencilm de hum d. Por estas resones se con-
sidera su potenciali cOm0 soporte para la elabormoién de

inoculantes d¢ leguminosas en lugar de la turbta.
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2.~ Objetivo,

Estudiar el posible uso de las composatas como soportes -
en la producoidn de inoculantes de leguminosas,en sustitu---
oién de la turba. Se utilizaron para este estudio comparati-
v0 de 1a supervivencia de trea cepas de Rhiszobium phaseoli ;
dos ccmpostas y una turba,observando su comportaniento ¢ in-
teracciones con las cepas de estcs microorganismos.,

Comparar l1os beneficios que reporta la esterilizacién de
loe soportes con rayos gamma. BSste tipo de esterilizacifm es
ocon el objeto de eliminar a los microorganisaos existentes -
o eotos materiales y que pudieran alterar la viahilidad del
Rhigobinm durante el perfode de almacemmaiento,pars 1o cual-
se 1deé separar las muestrus dos lotes;mn lote irrediado -
oon Iayos gammh y otro lote sin recidir ningén trataniento de
eaterilisaciln previo a 1a inoculaciém de estos con Rhixzobimm
Phaseolj,

Fimlusnte de acuerdo a los resultados odbtenidos,se plan-
tearfa wn modelo de trabajo con las oondiciones Sptimas para
1s utilizacién d¢ 1las compostas como soporte en la elaborg---
cifn d¢ inooulantes y asf poder utilisarlas como un sustituto

local 4o 1a turba,eliminar los costos de importacifa qus esta
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ooasiona en los lugares donde no existen yacimientos y pro--
ploiar en parte el aprovechamiento de los desechos agrfcolas
y desperdiocios orginicos que se generan por el acumulamiento

de besuras en las metrépolis.
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3= Generalidades.

3.1 Antecedentes.

Los seres humanos requieren de aminodcidos esenciales pa-
™ sintetizar sts protefmas,estos aminodcidos som proporcio--
mados por los alimentos vegetales y animmles que consumen.

Ias plantas pars sintetizar sus aminodoidos necesitan mi-
trégeno,sl cual toman de los compuestos presentes en el suslo
que contienen nutrientes nitrogemados ocomo el anonfaco y los
nitratos. Kl origen del amonfaco se encuentra en la degrsda--
olén de la materia orginiocs de plantas y animales presentes -
en ol suelo y loe nitratos se odbtienen por oxidaciém del amo-
nfaco y el nitrégeno atmostérico durante las torsentas eléc--
tricas (Prill,1979).

Ia mayoria d¢ los suelos son deficientes en nutrientes ni
trogentdos debido a 1a deficiente teonclogia del uso del sus-
lo. Ia necesidad que tienen los cultivos por este elemento --
como faotor inductor em la produscién,hace necesaria la apli-
oacifa de fertilisantes,ya ses en forma de nitrate de amonio,
urea,sulfato de anonio,nitrato de potasio,ete. lo que elewa -
el rendimiento ag STRN0S ¢n ceredles,leguminosas y oleagino--

828,y en ¢l oanc de ocultivos forrajerce ta su repndinien~
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to y contenido de protefmas.

En la elaboracidn de los fertilisantes nitrogemados ia --
materia prima principal es el amonfaco,ls mayorfa de las ve-
ces y este se abtiene por el procesoc de Hader-Bosch que ocon-~
vierte ¢l nitrégeno atmoaférico en amonfaco bajo condiciones
de alta temperstura (1832°C) y alta presién (200 ata.) en ---
plantas industriales con ocapscidmdes de utilisacién de 1000 -
tons. de¢ nitrlgeno por 4fa equivalentes a 1285 tcome. de amo--
nfaco (Douglas,1975). la mayor parte del coato de su mapufac-
ture e¢ ls inversifn,que en 1975 fue de 100 willones de dfla-
res en uma planta oon oapacidad de 1000 tons./dfs,eso0s costos
po® ¢l hecho de que en los pafses menos desarrolla--
dos esas plantas cperan por 1o general a la mitad de su oa--
pacidad,y adends la transportacién,slsscenamiento y 1a apliocs
oifn no son los sdecundos (Fardy & Havelka,1975).
3¢ Ia caloulsdo que pars finales de¢ este siglo.se reque——
rirén salmente ceros de 200 X 10° toneladas métrices de for
tilisantes nitrogenndos,siendo qus en 1974 se usaron 40 X 10°
toneladas de fertilisantes mitrogemmdos con wn Walor aproxi--

wdo s 8 Mllomes de dilares contrm 1las 3.5 X 10° tomeladas

e fueron usedae hace 25 afios (Judson,l975;contenido en cli--
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ta 22).

las cosechas de leguminosas,para un alto rendimiento re--
quieren cuatro veces mds nitrégeno que las coseckas de cerea-
lea,Tazfn por la cual su necesidad por fertilisantes nitroge-
nados es mayor.

1a prodnooifn mundial de grence de leguninosas ee aproxi-
sadamente de 115 X 20° toneladas anuales,sienso el frijol so-
y* la nitad de ests oantidad,seguids por la de cacabmte,fri-
jol y chicharo. Un cultive d¢ gram importancia en América la-
tine es el de frijol ( L.) en donde,se pro-
duce alrededor del 23% del adastecimimmto mundial (F.A.0., --
1974;contenido en oita 21).

¥a Nfxico se producen 420000 tons. de soys y 915000 toms.
de frijol ammles (S5.A.6.,1974j00mtenido en cita 36).

Pare dar ejemplo sobre la importancia de las 1 o=
sas en la alimentacién,ee ba hecho oomparacifn del conte-
nido de protefmas de la soya y ol fr1jol con otros alimentos
de consumo bumano (Iands,1973;contenido em cits 13).

Som 3 - 428

Prijol 25%

Carne ds res 19%
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Huevo 12¢

Harina de trigo 10%

Arros 6.7%

Leohe 5.1%

las leguminosas en general son una fuente importante de -
protefnas en dos formast

1. Pars ¢l consumo directo Por humance en pafees pooo dg
sarrollados,

2.~ Para 1a alimentacién de animales (gamedo de engorda)
en los pafses mis desarrollados.

Petablecida la importancia de los cultivos de leguminosas
y dado el hecho ds que el costo de los fertilisantes nitroge-
pados es onda ves mis alto,la altermativa & ia prodnceﬂn de
fertilisantes nitrogenados os el desarrcllo de une tecnologis
que aprovechs 1a fijaoiéa biolégics del nitrégeno atmosféri--
eo,como e el usc de 1a relacién Ehixobigm-leguminosa. Eala
simdiosis cada s00io s inefectivo en la fijacifn de nitrge-
no cuando estd £0lo en su medic ambiente normal,peroc es ofec-
tivo en 1a relaciln simbiétioa (Brill,1979).

BEsta relacifn simbiétice leguainoss,se estims -
que contribtuye con 40 X 10° tamelades de mitrégeno amumlmente
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a la producciln de grunos de leguninosas {Judson,l975;conte--
nido en ocita 22),

In blenente que el desarrollo de la tecnologfa que im-
ocremente sota ocantidad de nitrégenc proporcionado a las cose-
chas,sexf wm llave qus adrird las perspectivas d¢ un wayor -
rendimiento y por lo tanto la poeibilidad de sumentar la pro-

duoecibn de¢ alinentos s menor costo ( & Havelka,1975).
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3.2 Caracterfsticas del género Rhizobium.

las bacterias del género Rhizobium pertenecen al orden --
de loa Endacteriales y se caracterizan por ser organismos ae-
robios estrictos que producen nédulos en las rafces de las le
geainosas,

Son bdastonoillos de 0.5~0.9 nm.por 1l.2-3.0 .,cominmen--
te pleomirficos bajo condiciomes de crecimiento adversas,a mg
mdo ocontienen grénulos de poli-(3- hidroxibutirato,los cua--
les son refractarios bta jo contraste de fase,se tifien con So--
4dn ¥egro B y son scludles en cloroformo.

Son méviles,se desplazan por dos a seis flagelos perftri-
608 0 por un flagelo polar o subpolar,no producen ¢sporss y -
son Gram negativos.

Crecen en medics con carbohidratos y ¢l crecimiento va -

4o por wma copiosa producciln de polisacdridos extra~
oslulares.

Sa metabolisno es respiratorio,sl oxfgeno moleocular es el
aoeptor flual dei electrén tarminml.

No produce 3-cetoglicéeidos (Bernaorts & De Ley,19635com-
tenido en cita 5).

No preduce licuefaocién ds la gelatim © la licla muy 1len

tamente despuls d¢ uma incubacién prolongads,ls casefms v
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agar no son hidroliszados.

Produccién escass o nula de H,S sobre el medio de agar --
sulfuro de bismuto.

las colonias son incoloras o de color blanco,con excepclio
nes de las colonias rosa & rojo producidas por oepas de rhizo
bdbia que infeota & Lotonoxnis bainesii.

Ttilizan un amplio rengo de oarbohidretos,sin forwacién -
de gas,pero no hidrolisan s la celuloea y el almidén.

Ias sales 4¢ amonio,nitratos y muchos aminodcidos pueden
servir como fuentes de nitrdgenoc. Algunas cepas crecen en un
medio simple de sales minerales,conteniendo sélo vitaminas de
wn hidrolizado libre ds oasefma,como dnica fuonte de oarbén y
nitrégenc. Algunas cepas requiersm vitaminms solubles en agua.

Aunque su metabolismo es aerébvico,a menudo son capaces de
producir un excelemte crecimiento bajo tensimes de¢ oxfgeno -
aenores de 0.0 ata. (¥ilson,194030ontenido en oitas 5).

Ia temperatura Sptims parm su crecimiento es de 25-30°C -

y o1 pE de 5,0-8.5.

Los miembros de este género caracter{sticaments son ocapa-
ces de invadir los capilares de las refces de las plantas le-
gauinosss (familia Legmainosae),e incitar 1a produccién de né

dulos ea la rafs,donde las baocterias penetran formando gim——-
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biontes intracelulares. Todas las baocterias auestran un rag--
go de afinidad por su huésped (especifioidad por huésped).
Ias bacterias se presentan en los nfdulos tajo formas ---
pleomérticas (bactercides),encerrs  solas o en pequefios gry
pos donde la planta produjo sacos membrancecs, Los bacteroi--
408 son los responsables de la fijaocién del nitrégenc molecu-

lar en formas comdbinadas utilisadbles por la planta huésped.
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3.3 Conservacién y control de calidad de las cepas
de Bhisobium para produccién de inoculantes.

Ias cepas de Rhizobium que se usan para la produccién de
inoculantes de leguminosas deben ser altamente "efectivas®; -
e3to es,oapaces de formar con el huésped unma asociacién que -
fije nitrégenc y 1o proporcione al huisped en forua asimila--
ble;debe ser también suficientemente "infectiva" y tener ca--
pacidad competitiva. Por infectiva se entiende que una cepa -
tiene la propiedad de nodnlar mn altc porcentaje de plantas a
las cuales o3 aplicada. Si estc ocurre en un suelo que contig
ne otras cepas ds rhiszobia capaces de nodular el misao hués--
ped,dependerd d¢ 1la capacidad competitiva de 1la cepa en la ~-
rizfefera de la leguninoss y esto es importante cuando uma ce
P& nueva &8 inocoulada en un suelo que slempre ha tenido una -
alta poblacién de cepas mativas de rhisodia,

Por 1o tanto ¢l criterio para selecciomar una cepa para -
1a produccién d¢ inoculantes se bass en la capacidad gque pre-
senta pars fijer el nitrégeno en prusbas de onapo tan bdien cp
20 en 1las condicicnes de invermadero. Supervivencia en el sug
1o en presencia o ausencia de plantas hufaped (Chatel,Green--
wood & Parker,1968jcontenido en cita 16),colonizacién de 1a -

rizésfers y capacidad para competir con las poblaciomes de —
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rhizodia que se encuentran en forma nativa por la formacién -
de nédulos en el huésped (Ireland & Vincent,1968;contentdo en
oita 10) y especificidad por sl mésped (Gibson & Brockwell,
19683contenido en ¢ita 10).

Sin embargo la capacidad del Khisobium pars fijar nitré--
geno en simbiosis con las leguminosas se ve afectads 8fi no ase
obeervan precawsiones en su conservacién y su manejo,

Les métodos de conservacién de los cultivos de Rhisobiwm
mis confrmente empleadocs son:

Cultivos en agar inclimado.

Caltivos en medios con agar,cubiertos con parafina.

Iiofilisaoilén (desecado en frio ¥y al wacfo).

Cultivos desecados (método de las perlas de porcelama y

suelo desecado).

1as capas de Ehigobjum pueden ser aplicmdss como una sus-
pencifn d¢ un cultivo puro desarrollado sobre LAY, RON08 freo-
cumtensnte en nedio 1fquido,0 bien puede ser smministrado —

Besclado fntimsmente con un portadoer sélido (suelo,turba,nes-

cla suelo-turba 0 suelo altuments co). Kl curl puede -~

mber $1d0,0 no, esterilisado previsments (Yincent,1975).
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3.4 Inoculantes.

Ia prdctica de inocular semillas con cultivos artificia.-
les de rhizobia data desde 1896 (Voeloker,1896;contenido en -
cita 38).

En este perfodo intoial,el método consistfa en suspender
en agua un oultivo de bacterias desarrcllado en medio sélido
& base d¢ agar,esta suspensién se usabe entonces pare impreg-
nar el suelo directamente o para inocular las semillas,

También es poeidle inocular sucesivamente las semillas --
de leguminosas usando cultivos en agar,liofilisados o culti--
vos en turba (Mo Leod & Roughley,1961jcontenido en cita 38),
1a Qltima forma proporciona algunas ventajas sobresalientes,
en las Mulomlmdmmambmﬂmyorm
teocciln para los rhisobia cuando estén en contacto con fertis
lizantes doidos (Vincent,19583contenido en cita 38),sumemta -
1a supervivencia 4¢l microorganismo sobre la semills (Rough--
ley,dato po pudblicsdo) y mejors 1la viabilidad por medio del -
ecalado de 1as semillas (Shipton & Parker,1967;contenido en
cita 38),éste dltino nétodo se aplica en los casos on que la
mhm.orhr&odpnm-ulomunw
ble.

Ja calidnd de los inoculantes depende 42l
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némero de rhizobia viadble que contenga y de su efectividad —-
pars fijar nitrégeno en asociacién con el huésped.

S§1 las leguminosas sa establecen en un suelo en buenss --
ocondiciones y 1ibre de otros rhigobia,se requieren 100 rhizo-
dia por semills para proveer de un nivel de indculo satisface
torio,pero donde bay un gran nfimero de rhisobia inefectivos -
y/o 1las condiciones son adversas para la supervivencia del --

se requieren nimercos que excedan el 108 nicroorga--
niemos por semilla (Roughley,1976).

Ia eleociln de clmo preparar el indculo depende de algu~-
nos factores tales como:

a) Magnitud del pedido: Los cultivos en agar presentan --
senoe dificultades cuando se los prepara en pequefias cantida-
des,pero son menos aptos para la produccién a gran essala.

b) Considsraciones de organizacién: S810 es posidle uti--
lisar veldmenss grandes Ae inoculantes 1fquidos en forsa inmg
diata y en un lugar cercano,los cultivos en turbe o similares
son especialaente adecusdos para su distribucién a largas dis
tanctas y para un almcemasiento prolongado.

o) Ia disponidilided de los materiales,que es 1o que de-—-

te el tipo de portador.

d) El fmfasis puesto en que ol producto final esté libre
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de contaminantes,por ejexplo,oultivos purosd sobre agar,turbas
esterilizadas comparadas con las no estériles.

o) l1a importancia de la supervivencia del microorganismo
sobre la semilla inoculada,por ejemplo,la superioridad de los
oultivos en turbe frente a los de agar o i1fquidos y la pobre

supervivencia ds los cultivos liofilizados (Vincent,1975).

3.5 Generalidades sobre la turda.

is tarta es ¢l soporte universal usado en los inoculantes
comercinles pars leguxinosas en los dltimos 50 afios,no se en
cuentre en cumlquier parte del mundo,y donde la hay,es de wn
valor que puede variar,en su uso,como ura base pars inoculan-
ten,

Ia turba se forma en climas himedos y resulta de la acu--
milacifn y descomposicién parcial de deplsitos vegetales que
8¢ han conseivado dbajo condiciones de escasa aeresacién en loe
Temansos de loe lagos,estanques y pantanos,

n ento de plantas del género Sphagmye,es proda-
btlemente su forma ads cowfn y estd compuesta por mis de 300 -
especies de plantas del orden de los Sphagnales,comprendiendo
1a familia Sphagnaceae.

Este tipo de plantas se forma en diversos tipos de panta-
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Aot 107112 24303 on 4o0e23 del Morte de Europa,Asia y Anérica,
tatbién existen d=pfsitos en las reglones Antdrticas.
Su comnosicién quimica revela que contiene alrededor el
1% de nitrégenojel fésforo y el potasio se hayan alrededor --
del 0.1%,es altamente dcida con un pH entre 3.0 y 4.5.
la turba incrementa la capacidad de almacespamiento d

agua de los suelos y proporciona una mejor estructura & los -

3uelos de textura arcillosa.

3.6 7Teneralidades aobre la composta.

Tna coaposta es bdsicamente una masa de materia orgdnica
hecra 8 bdase de desperdicios vegetales que a3 degradada por -
la sccidn de microorganismos,el reasultado de esta accidn es -
un material migajoso que cuando es agregado al suelo sirve co
mo acondiciomador del mismo,

Su elaboraciln se bace frecuentemente apilando ol mate---
rial orgfnico por capas altermnadas de desperdicios orgfnicoe
y estidrool ,formando pllas de 3 a 4 metros,comprimidas y ro--
ciadas con cal y algunma sal de potasio,tal como el suifato o
cloruro. Después de warias semamms,durante las cuales se ba -
conservaio la humedad por apliosciones de agum,se corta com -

un &23dfn 7 se voltea para formar unz nueva pila en la cpal -
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Tas distintas sustancias del contenido sor mezcladas 1o mds -
posible,pueden ser volteadas varias veces para acelerar la --
jescomposicién de los materiales que la oomponen.

1a diversificacifn del usc de las compostas contribuye al
aprovechaniento de los desechos sflidos orgfnicos generados -
en las metrépolis y an el campo. Actualmente en el Distrito -
Federal,la industrislizacién de los desperdicios orgfnicos se
realiza en la "Flanta Industrializadors de Desechos S&iidos"
del Departaszento del Distrito Pederal,pars obtener un produc-
to denominado "Rico Suelo™ que se recomienda como fertilizan-
te de plantas de ormato.

Los beneficios que reporta el uso de las compostas como -
acondicionador de suslos son; mejor agregaciln,enriquecimien-

to de mutrientes,aumento de la porosidad y retencién de 1la hy

nedad.

%.7 Sustitutos de la turda.

Ias compsraciones entre los inoculantes hechos con culti-
vos 1fquidos y los que tienen como base la turve,demusstran -
gue e8 muy superior ests dltima en cuanto a capacidad para --
wrtener viables a los rhizodbia (Pellers,1918;Vincent,Thomp—

an & Donovan,1962:Brockwell & Prillips,1965;Burton & Curley,
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1965; 7incent,1968; contanidos en cita 42).

Los cultivos 1fquidos muestran ausencia del poder de pro-
teccién que df la turba a los rhizodia sobre la semilla des--
pués de 1a inoculaciém.

las dificultades pars disponer de la turda en algunas par
tes del mundo,bhan propiciado que se realice la bdsgueds de --
sustitutos locales de la turds,

Dichos sustitutos son; suelo altamente orsdnico,suelo en-
riquecido con nutrientes,*ales como,harina de alfalfa,paja mo
lida,levadura y sacarosa (Jensen,1961;contenido en cita 42),
carbén vegetal (Hedlin » Newton,1948;contenido en cita §2),a)
gunas varisedades del carbén aineral comc la antracita y la --
lignita,suplementados con bentonita,vermiculita,harina de --«
mafz,sacarosa y extracto de levadura (Paczkowsid & Berryhill,
1979). Otros materiales que han recidido atencién como posi--
bles aoportes para rhizobia son:iel aserrin descompuesto,ver--
miculita,perlita (Pred et al.,1932;Vincent,1965;contenidos en
oita 42),comxposta de odscars de arroz (Bonnier,1960;contenido
en cita 42),roca fosférioa molids (Date,iato no publicado), -
composta de odscara de oafé (Subba Rao,dato no publicado),com
posta de mazorcas de mafs (Wood,1937;contenido en cita 9),bs-

#220 de oafla de ardoar (Leiderman,197l;contenido er cita 42).
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¥uchos de estos soportes requieren ser enriquecidos con -
nutrientes (barina de soya,harina de alfalfa,harina de mafe,-
bentonitsa,sacarosa,extracto de levadura,etc.),con resultados
gsatisfactorios 1la mayorfa de las veces y aunque no se ha en--
contrado un sustituto que iguale las ventajas que proporoions
la turba,se advierte también que existe uva gran variedad de
mteriales que podrfan soportar satisfactoriamente el oreci--
niento de loe rhisobia (Strijdom & Deschodt,1976),adends del
hecho de ser nter.l;tlu que se obtienen con mfs facilidmd que
1a_» turde,lo que los bace aceptadbles pars 1la elabdoracién de --

inoculantes d¢ leguminosas.

3.8 Tratamiento y preparacilm de los soportes.

la produccifn de inoculantes puede ser dividida em cuatro
partes; uma de ellas o3 la recoleccidm y preparacién de los -
soportes; la segunda el crecimiento del inéculo en un medio -
de cultive 1fquido; la tercere s 1z mezcla del cultivo 1fqui
do con el soporte y la ommrta parte es el empacado adecuado -
del cultivo.

ia raturalesa del soporte y su tratamiento previo afectan
la calidad del inoculante (Roughley & Vincent,1967).

la mavorfa de loes depfeitos de turbe son muy {cidos para




26

ser usados como base para inoculantes,lo jue bace necesaria -
una previac zeutraliszacién a un pH de 6.5 2 7.0,con CaCOy find
mente molido.

Si el soporte estd hmedo al ser recolectado,debe ser drg
nado y secado primeroc a temperatura ambiente y finalmente se
ajusta su humedad hasta un contenido de 5% usando airc calien
te seco y comprimido. Se debe tener cuidado de mantener la --
semperatura del soporte abajo de los 100°C,las altas tempera-
turas de secsdo restringen el desarrollo subsecuente de loa -
rhizobia por la deaxradacién téxica de la materia orgdnica y -
produce calentamiantos localisados cuando se humedece el 20--
porte con el cultivo lfquido (Roughley & Yincent,1967),el so-
rorte y2 2220 debe ser molido hasta aloanzar un tamafio de par
ticula que pase a través de un cedago de malla 200,sextin nor-
mas de la British Standard,las partfculas gruesss producen -
apelotomamientos cuando se impregna ¢l soporte con el oultive
de Ehjigobium y se adhiere muy poco & la superficie de la semj
11a (Roughley & Vincent,1967).

El crecimiento de los rhizobia ¢s mfs abundante en sopor-
tes estériles que en los no estériles (Roughley,1968),esta &

ferencis también depende del tiempo y temperstura de almace--

naniento.




Toe métodos de esterilizacién de los soportes wie
mente usados son; la esterilizaciém por wapor a presifn; la -
irredincién con rayos gamma y la esterilisacién con 4xido de
etileno,siendo esta fltima limitada o incomplets (Strijdom &
Deachodt,1976) y 1a mejor es 1la esterilisacién com rediacién,
reportindose uns excelente supervivencia de los rhisobia en -
1s turba irradiads con rayos (5.0x 108 rad).

Exte nétodo es ¢l que e usa para todos los inoculantes -
produocidos en Australia (Roughley,1968).

Por otra parte,sl material de empague debs permitir el in
tercaabio de oxfgeno,perc impedir el pasc del agus,la litera-
tura en este aspecto o8 confuss probabdblemente porque los rhi-
zobia tieman una pequefia,pero definitiva demanda de interocan-
vi0 gaseceo a través del material de empaque {Ronghley,1968).

los scportes varian en su capacidad para adsorbder la hume
dad,l0 cuml determima la @ cultivo 1lfquido que dede
ser sgregada al bhacer la inoculaciln. Kl cultivo se mezola -~
cla con ¢l soporte basta proveer ua contenido de 4 de -~
45 a 507 an el 0830 de los soportes no estériles y de 60%f pa-
Y& los soportes esterilimdos previamente. la supervivencia -
de los rhizobia se pusde ver seriamente afectada en forms ad-

versa por o debajo de estos 1fmites,sobre todo en el -
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caso de los soportes no eatériles (Roughley,1963).

Moando el cultivo 1{quido bha aido absordido e incorpaorade
al soporte,se permite la maduraocién del cultivo por dos sema-
mas,para rhisobia de orecimiento lento y de unma semana para
rhisobis de crecimiento répido,inondando s 28°C,la sadurscién
permite la disipacién del calor y reduce el crecimiento de --
hongos. Kl almacemamiento despuée de la maduracién debe efec-
tuarse hasta donde sea posidle & 4°C,se Da demostrado que las
altas teapemiuras afectan negativamente la supervivencia des

los rhisobia en los inoculantes (Vinoent,1958icontenido en -~

cita 39).
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4.~ Materiales y nétodos

El desarrollo de la parte sxperimental se realisd en el -
Iaboratorio des Microdiologfa Bxperimental de la Pacultad de -
Qufmios.,

Loe materiales utilisados como soportes,que se sacogieron
para este sstudio comparativo,el cual determiné su oapscidad
para perxitir y prowover el crecimiento de Ehigebigp,som dos
compostas de distinto origen y uma turba.

Uma do las compostas se denominé "CI* y estada forwada de
desechos sflidos orginicos (basuras) de la parte WNorte de la
Ciudnd de México,los cunles se procesarcon en la "Planta Indus
trislisadors de Desechos SSlidos" del D.D.P.,d¢ scusrdo & un
aétodo propio (Roladn,1979).

Ia segunda se denominé "CII® y es uma composta formada a
partir ds desechos vegetales agrfoolas y de jardin,fabrioads
por medioc de un procesc semsjante al anterior { a base d¢ map
tener la hmedad,forma de 108 banonles y volteocs),pero hecha
mmmluente sin utilizar equipo industrial y en pequefia sson-
ia (se procesaron 200 kg. d¢ material orginico).

Is turte recibtil el signo "1 oon ¢l oml se idmtifiod a
1o largo dal experimento. Los yaoimientos de turbs som esoa—

sos en México y 1o deplsitos existentes no se an estudiado




31

en detalle,la turba que se estudié en este experimento perte-
neca a un deplsito descubierto recienteasnte;su origen son --
los materialas resultantes de la descomposicidén parcial de al
das en 10s remansos de la Cuenca del Lerma,

1a esterilizacién de los soportes se llevé a cabo en el -
Centro de Rstudios Nucleares de¢ la UNAM,la fuente de irradia-
oién fue un eguipo Cammabeam,con radiacién gamma de Cobalto ~
60,6l tiempo de exposiocién durd 1.66 horas con una intensidad

de dosts de 3.0 Megarads/hors,ia dosis total fue de 5.0 Mega-
rads.
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4.1 Deteraminacién de las propiedades f{sicas
y quimicas de los soportes.

1.~ Deterninacidn del pH.

Pesar 50 gr. de muestra y agregar 125 ml. de agua desti--
lada,pars tener una relacién 1:2,5 muestra/agua,agitar duran-
te 5 minutos,dejar sedimentar y reposar 30 ainutos y leer an
el potencidmetro el p? (Echegaray & Ranfrez,1978).

2.~ Determinacién del 5 de huiedad.

Pesar 5 a 10 gr. de zuestra tamizada y colocarlos en un -

pesafiltro a neso constante,calcular sl porcenta je de humedad

por la férmuia A-3 X 100,4onde:
| )

A = peso del pesafiltro +su=lo himedo
B s peso del pesafiltro *suelo seco
C = peso del pesafiltro vacio

3= Determninacién 3el color.

Colocar en ofpsulas de porcelana dos porciones de¢ 5 gr. -
de musstra,hunedecer una 3¢ las poroicnes. Determinar el co--
lor en 1la muestrs seca y en la himeda por coaparaciém con —-
las tablas "lunsell”.

4.~ Determinacién de la materia orginioca.

Se utilizd el método de Yalkey & Black. Este nétodo se --
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basa en 1a oxidacién de la materia orzinica utilizando el ca-
lor liberado por una solucién de £cido sulfdrico. la muestra
se trata con un exceao de agente oxidante (4cide orémics),sl
excedente se determiné por titulacién con una soluoién valorz
da de sulfato ferroso (Jacksom,1960).

S.- Determinmcién del nitrégeno total,

Ia detormimncilén se hizo por el método de Kjeldah), Este
método se basa en la oxidacién de la materia orginica con --
dcido sulférico,el cuml se reduce a diéxido de agufre,segui--
dn ds una reduccién del nitrégenoc a ién amonio,provocads por
el nmismo d1éxido de agzufre. Después de alcalinizar la nuestra
digerida,el amonfaco se destila pars determinarlo cuantitati.
vanente por titulacidén con wna solucidn 2s doidc b4zico al --
4% walorado (Jackson,1960).

6.~ Cflculo de 1a relacidn C/N.

Se deteraind por 1la aplioacién de la férmunla:

c/‘ = ‘I.O. I 0058

21: { donde el walor de 0.58 o8 ¢l fac--

tor de Yan Bemmelen (Jackson,1960)
7.~ Determimacién de las cenizas.

Este anflisis se hizo por ignicién de las muestrss en --

una mufls Thermolire a 800°C durante dos horas.
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8.~ Determinacién de la capacidad de intercambio

catifnico total.

la capacidad de intercambio catidénico total se realizé --
por la valoracién del ién potasio por flamometria,

Para hacer la determinacién del ién potasio se lixiviaron
0.1 gr. de muestra con XOAc 1N y etanocl al 96%,las soluciones
resultantes se desechan,despuéds ss agrega una solucién de --
KH‘OAc IN y pH 7.0,e1 filtrado contiene el potasio que pasé -
por intercambio (Juckson,1960).

1a determipacién se realizé en un flaxémetro Perkin-Elmer
H.V. - Vis Spectrophotoaeter ; Coleman 139.

9.~ Determimmcién de los cationes intercambiables:

Lo + 4 L
Ca ’ ‘8 y K.
Fota determinacidén ses hiso por flamometr{a,utilizando sl

nismo equipo de la determinacién anterior.
Para preparar las soluciones patrén se realizaron una se-

rie de diluciones com un contenido de 1000 ppm de XK' ,Ca*'y Mg™*

Se prepara 1 hlanco me ecantansm todas las salesa ma es

encontraban en la deterxinacién analftioa con excepoién del -

elemento a dsternimar (Jackson,1960).

Fars eladorar las curvas standard se asigné &l siguients
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esquemas
Potasio Caleio Hagesio
Intervalos de trabajo 0-100 ppm 0-100 ppa 0-300 ppm
Longitud de onda 770 mn 554 nn 370 nm

1a ourva de cada elemento qufmico se hace graficando el
€ de ominidn contra las ppa de las curvas de las asoluciones -
patrin,

10.~ Deterninacién de féaforo,

Rl método para deterninar el fésforo de las muestras se -
oscogi§ de acuerdo al pH que tenfa cada muestra,de este modo
las muestras que tenfan pH alealino o neutro se determinaron
pPor el aftodo del dicardonato de s0dio de Olsen.

las muestras que presentaron pH £0ido se trataron por el
nétodo de extraccién deida de BSray y Xurtz (Marmmal de Opera--
ciones de Iadorstorio de la Flanta Industrializadora de Dese-
chos S6lidos del D.D.7.).

1i.- Determinacién de la textum.

Zl método que se eapled para la determimacifn de 1z tex--
tura del suslo fue ¢l de Bouyoucos,sl cuzl se tass en la de--
terainacién de 1la velocidad de sedimentaciln de las partfeu--

las que componen 1a muestra,una ves que ha sido eliminada la
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materia orginica y las sustancias cementantes (Bohigany &

Famfres,1978).

36
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4.2 Tdentificacién y caracteristicas de cultivo

de Rhizobium phaseoli.
Organismos:

Loa experimentos reportados fusron hechos con trea cepas

de Rhisobium phaseolj,provistas por FERTIMEX,S.A.

Origen:
Féimero de 1a | lugar de ais- Yuésped Referencia
coleceién laniento
136 M Turango,Mex. |Phaseolus vulgaris
137 ™ Durango,Mex. |Phaseoclus vulgaris ‘
139 ™ Australia Phaseclus valgaris CIAT # 57
|

4,2.1 Mantenimiento de los cultivos.
las cepas de rhizobia fueron mantenidas en medio de agar-

extracto de levadura manitol,cuya composioién es la sigunien.-

te: 123?04 0.5 gr.; ngso‘-'r nzo 0.2 gr.; NaCl 0.1 gr.; Yani--
tol 10 gr.; Extracto de levadura 0.4 gr.; Agua destilada 1000
2l. Coando es necesario un sgente neutmmlizante ss agregan -
3.0 gr. de 0:003 por litro de medio,
Todas las cepas fueron resembradas y su pureza checada —
. Uk Vves cada dos meses y se oonservaron en refrigeracifn 3 --

4%,




4.2.2 Carecterisacifn de los organismos.
4.2.2.1 Tinoidn y morfologfa. Todas las prushas se lle—
varon & 0ado con ocultivos que tenfan 7 dfas de crecimiento. -
Ia tinciln de los organismos se hiso powr ¢l método ds Gram, -
pars la tincién de os sudanéfilos se utilisé una solu--

oién ds Suddn Negro P y como colorante de cuntraste Safranina.

4.2,2,2 Caracterfstioas de las colonias. Se cbeervé la -
mnorfologia de las colonias en oultivos orecidos sobre agar ex
tracto de lewadure manitol ,durante 7 dfas. Ias caracteristi—
oss ctnsideredas fueron elewacifa transmrenois, tang--
fio d¢ 1a colonia y produccidn de .

4.2.2.3 Caracterfsticas del desarrollo.

i. Desarrallo e extracto de levadurs mamitel. Kl -
medio de parR el cultivo de o ol do

tracte 4 levadurs tol,para la diferenciseidn 4o las colg

nias de rixisobia de las de otras Lacterias oe 10 ml.
ds wa soluci acuoes 4s Rojo al 1/400, o»-
te medio fusrem ° s 28°C,4urante 3 afas

Y se ocbeervl su dsmarrollo.

ii. Desarrollo en medic de Brockwell y diferenciacién 3¢
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Kl medic de Brogkwell (Lozano,197s) tiens la miams cOoRpo~
sicién que el medio de agar extracto 4e levadure mnitol,sélo
la fuente de oarbono ha 8ido sustitufda por lactosa para de--
tectar 1a posidle presencia 4s 3-ocetoglicdeidos. Flacas con -
este medic fueron inoculadas o incubedas a 28°C durante 3 ..
dfas,al fina) ge los ounles g¢ 8gTegAn uras gotas de resotiveo
de Benediot y ss obsarva 1a reaccién después de s hora,
111, Tolerancia a) PH.
El pH de lom tubee 00D agar extraoto de levadura manito)
fue ajustado despuds de 15 esterilisacién por 1a &dicidn 4¢ -

mdﬂm&unmm.hmm-hpnmh -

iv, D-maoyeuuohpnn &lucosa pept

indiondor ge 10 .uﬁmubr-mnun-




tes de crecimiento rdpido y cambios en el pH.

4.2.2.4 Pruebas bioquimicas.

i. Crecimiento en leche tormasoclada, Tubos con medio de
leche tormasclada fueron inoculados e incubados a 28°C duran
te 4 semanas antes de ssr examinadoa.

1i. Produceién de foido sulfnfdrico (H,S). Placas con -
aedio de agar sulfuro de bismato fuercn inoculadas y se incuy
varon durante 7 dfas a 28°C,despube de ests perfodo se exazi
naron pars determinar la produccifn de st.

1i1. Actividad de la catalasa., Una gota ds cultivo bac-

teriano se mescl$ con uma gota de perdxzido de hidrégeno al -

104 para observar la produccifn de

iv, lLicusfaccifn de la gelatima. Se usaron placas y tu-
bos con nedio de gelatina al 12%,los tubos inoculados fueron
incubades a 28°C aurante 2 weses antes e ser examinedos y -
1a3 placas inoculadas se incubaron s 28°C,siendo examinadas
a los 14 &fas.

v. Tolerancia al NaCl. En las placas con medio de agar
extracto 4d¢ levaduras manitol se la concemtracifn
de FaCl al 2 y 3%,1as placas inoculsdas se incudarcn a 28°C

durante 7 dfas,despuds de 1los cunles se examind su crecimien
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4.2.2.5 Ttilizacién de carbohidratos.

Ias tres cepas ﬁeron probadas para determinar su oapaci
dad para crecer en un medic que contiene un ocarbdohidrato en
particular como dnica fuente de carbono. Se probaron siete -
carbohidratos diferentes; rafinosa,glucosa,celvloss,fractuc-
sa,inulina.xilosa v lactosa. 1las pruebas se llevaron a cabo
an un medio basal de agar extracto de levadura,pero sin fuen
te de carhono y con el extracto de levadure reducido a la --
cuarta parte,como indicador se agregaron S ml. de mna solu--
ci16n alcohélica de agul de dbromotimol al 0.5% por omda litro
de medio, Los carbohidratos se esterilizaron por filtracién
en filtro Seits,el medio se vacié en cajas Petri y se inocn-
16 con 1 ul. de una suspensifn bacteriana de 1 X 10° riigo--
bia/al. Cuando el agar solidificé se hicierom cuatre -
ciones distribufdas uniformemente con respecto a la orilla -
de la oaja. ¥n ~ada cavidad se pusieron umas gotas ds la so-
lncién de cada carbohidrato por separado;como fuente de carw
bono,las placas asf{ inoculadas se incubaron en posicién no -
invertida a 23°C qurante dos semanss,al final de las cuales
se observé el desarrollo.
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4.2.2.6 Propledades de infectividad., Cada cepa fue pro-

bads con distintos hméspedes para determinar su oppacidad e

ra producir nodulacién en su huésped espec{fico. Se probaron

cuatro tipoa. de leguminosas; Glicine max Merr.,M 8a--
§ive L.,Ehaseolus vulmaris L. y Irifolius repens L. las se--
milleas pequefins como Medicago sativa L. y Iepens L.

fueren sembradas en tubos y las semillas grandes como Glici-
B¢ max Merr. y Phaseolus vulsaris L. se sembraron en jarres
de Leonard,se utilisé como soporte vermiculits neutralisada,
saturada de sclucién mutritiva pars pldntulas de Jensen. la

determimacién se hizo por triplicedo com wn testigo nepati--
vo (Vincent,1975).
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4.3 Produccién de cultivoa,

4.3.1 Preparacién del inéecunlo.

Fl infculo se preparé a partir de una suspensién de wn -
cultivo puro de Rhizobium phaseocli en agar,que contenfa ---
1 X 10° rhizobia/ml.,para hacer la suspensién se utilizaron
10 ml. de una solucifn de sacarosa al 10%.

Tuands ge hubc obisnido und suspensidn uniforme,se trans
£irié 1.0 ml. a cada uno de nueve matraces bafleados que cox .
tenfan 100 ml. de medio 1fgquido pare rhizobia (Pred,Baldwin
* Hefoy,1932;contentdo en cita 38),cuym composicidn es la —
siraiente: x2m4 0.75 gr.} lgm4°7 HZO 0.4 pros 0300.5 0.4
gr.; Extracto de levadura 3.0 gr.; Sacarcea” 10.0 gr.; Agua
dastilada 1000 ml.; pH 6.8.

Los matraces ya inoculados ss colooarom en incubado-
ra 1 28°C y oon agitacién de 175 rpm durante 72 horms. Se hi
cieron ensayos de puresa dsl cultivo 1lfquido cada 24 horas -
para detectar uma posible contaminacién del cultivo.

4.3.2 Control de calidad (cumlitativo y cuantitativo).

Los pardmetros de control de calidad fusron los siguien-
tesn:

‘0502.1 Caontrol coalitativo.
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a) Determinacién del pH. Parsn determinar la presencia de

nicroorganismos contaminantes productores de acidez o aleali
nidad (pH menor de 6 0 mayor de 8 son sospechosoe).

b) Protis de Gram. Para la deteccién de miorcorganismos
contanimantes Gram positivos,esporulados u otros con morfo--
logfa diferente.

¢} Inoculasién en sgar peptomado. Para detectar algunoe
nicroorganismos contaminantes comunes que crecen sbundante--
mente al incubar de 24 a 48 horas a %0°C.

d) Desarrollo en agar extraoto de levadura menitol. Re--
triar an tubos con agar extracto de levadure manitol adicio-
rado con mna solucién de Rojo Cango 1/400,incudando a 28°C -
rera detectar smicroorganismos contamimantes de rdpido desa--

rrollo con camcterfisticas culturales distintas y/o absor---

eién del colorante.
‘-302;2 Conttrol coantitativo.
2) Recuento total de rhisobia. Bl recusnto total se hiso

siguiendo ¢l método de estimacifn de la turbidez de 1la esca-

b) Recmento de rhizobia viadles. Kl recusnto se realisé
en cajas Petri,para 1o oml se hicieron uma serie de dilucip

nes lel indculo de acuerdo a 1la proporciém 1:10 para contar




a las colonias de rhizobia.

Cuando han sido revisados los controles de calidad y el
resultado ha aido satisfactorio,se puede considerar apto un
oultivo para 1la inoculacién de los soportes.

4.3.3 Preparacién de los acportes.

las muestras se secaron primeramente a la temperatura -~
anbiental del cuvarto de trabajo. El material ya seco se 20--
1ié en un molino eléctrico y después se tamizé en tamices de
aalla 200,hasta obtener un polvo fino de textura fina y uni-
forne.

ILa turba por tener un pH ligeramente dcido tuvo que ser
neutralizada por adicién de c-cn, finamente molido. Las mmes
tras de compostas no requirierom ajuste de pH.

A continmmoin todas las muestias se colocaron en charo-
las de aluminio de 30 ca. de largo I 25 cm. de ancho X 5 ca.
de altura y se pusieron a secar en la estufa a 80°C durante
4 horas aproximadamsnte,hasta que cade mmestra en particular
retuvo solamente ol 5% de mmedad. Uma ves gue se ajusté la

d de soporte,se pesaron 20 gr. de cada uno ar dol
sitas de polistilenc de 0.038 mm. de espesor y se sellaron -

ouidadossmente pare evitar contaminacifn y desajuste de 13 -
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humedad.
Todo el conjunto de bolsitas conteniendo les tres tipos

de goportes se dividié a eu ves e A08 lotes. Un lote perma-

necil en las condiciones originales 3el envasado,es decir no
3¢ esterilizé,el segundo lote se esterilizé por radiaciédn --

Famma,la dosis total fue de 5.0 Megarads,con una intensidaa

de dosis de 3.0 Megarads/horm,el tiempo de exposicidn fue 1e
1.66 horas.

Hablendo recibido los soportes el tratamiento adecuado y
el cultivo 1fquido de rhizobia satisfecho los ensayos de ca-
lidad,se procedi§ a mezclarlos,

4.3.4 Preparacifén de los inoculantes.

Los soportes que fueron ssterilizados Previapente,se mez
claron con 11.0 ml, de up cultivo 1fquido puro com wm conte-
nido de 6-7 X 10% rmizobia/al. austando su bume e un 60%

Los soportes no estériles 82 mezclaron con 9.0 al,

de -~
cultivo obteniéndose up S04 de d.

Los soportes se mnturieron centinuo movimiento con -
apitacién
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rar durente una semana,incubando a 28°C,después de 1o cusl -
se almacenmaron en r;frlgemcih a 4%,

4.3.5 Curvas de supervivencia de Rhizobium phaseoll.

4.3.5.1 Recuento de rhizobia viables en cajas Petri. --

Los recuentos se hicieron,terminada la maduracién a los
0,15,30 y 45 dfas.

la preparacién de las diluciones se hizo de acuerdo al -

siguiente esquema:

Preparacién de las diluciones dilucién en el tubo
a) 1 rr.de inoculante en 100 ml.de agua 102
b) 1 ml. de (a) en 99 ml. de apua 1074
¢) 1 ml. de (b) en 9 nl. de agua 1072
d) 1 nl, de (c) en 9 nl. de aguma 106
e) 1 nl. de (d) en 9 ml. de agua 107
£) 1 ml. de (o) en 9 nl. de azua 10-8
£) 1 al. de (£) en 9 nl, de agm 1079

Inicialmente se¢ usaron las diluciones (g) y (£) de todos
los inoculantes para rscusntos en placas,perc a medida que
se llevaba a cabo 21 proceso de ptacifn y dieminucién de
los niveles de poblaciém de los rhisobia,se fueron requirien

40 dilucionss menores para los inocunlantes cuyos soportes no
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faeron esterilizados antes de la inoculacién,por 1o cual se

requirié utilizar las diluoiones (c),(d) y (e) hacia el fi-—
ml del perfodo de experimentacidn., Para los sopottes este—-
rilisados antes de la inoculacién se pudo oontinuar el uso -
de las diluciones (g) y (f),baata 1la conclusién del experi--
mento,

4.3.6 Inoculacién de las semillas. El mftodo que se eli
rié fue el recudrimiento de ias semillas con CaCOy (omlcita
finamente pulverisada)”” dade 1a maturalesa €oids del suelo
en que serian sembradas las plantas huésped.

4.3.6.1 Preparacién de las semillas. Como no se pudo --

contar con semillas certifs """ s utilisaron semillias -

de frijol camaric,de cosecha reciemte,intactas y limpias a -
las cuales se les deterxind la capaoi de germinacién,uti-

lisando 100 semillas que se pusi & gorminar en cajas Pe-

tri en oomdiciones de »dando ¢l resultado -

de 92% de sexillas germina . Se selecoiomaron 1as semillas
de acusrdo & su tamafio,cuidands que este fuera lo
ae posible y despuds se pesaren.

P elinivar e8,las

unifop

se humedecieron

on etancl al 95% y se eron en HgCl, al 0.2% acidifion
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do oon 5ml./1t. de HCl concontrado,durante 3 mimutos,lusgo se
lavaron vigorosamente oon agua destilmda estéril 10 vecee.

4.3.6.2 Recudbrimiento de las semillas, Se pesaron 10 &r.
de semillas de frijol ya tntmh‘a Y 8¢ leo adicioné une mes---
cla de 1 gr. de inoculante y 1.5 nl. de adhesivo,el adhesivo -
B¢ prepard con goma ardbiga al 45€ neutrali y eotéril, Se
impregnaron perfectamente las semxillas con el inooulante durep
te 10 minutoe,cuidando de no dafiar las semillas.

A parte se pesaron 3 gr. de c.co, palveri 4o y se distri-
buysron & 10 largo de un pliego deurtunnpcrfoemung
plaisobre el 0:00, se pusieron las semillas y durante 5 minu--
tos se mesclaron oon ol cueo,.p.mumo que rodaran en ¢l -
cartoncillo forma rdpida y suave hasta que quedarom total--
asnte recubiertas.

4.3.7 Siemdra de las semillas recubiertas.

Ias semillas recudiertas se sesdrarom en de plfs.-
tico que contenfan 2 Kg. de suslo libre de fertilizantes de --
mlmﬂmuo.hsmutuudmmnammmm
dero donde 1a temperstura mfxims era de 28.5°C durente el dfa
y1la de 5°C durante 1a noche,con perfodos de lus de 12
wm.mpmm“cuochrmnhs'jmh




ber sido sembredas,

“Nota : Kl asfioar morema proausve el orecimiento de loes rhi-

sobia mejor que la sacarosa Q.P.,la &iferencia es de

2.0 X 109 rhizsobia/ml,

-5

Nota : No dade utiliszarse &003 precipitado,porque produce
el resqusbrajamiento dsl recubrimiento 49 la semilla
(pellet) y adessls se adhiere pobremente a la super--
fioie 42 )la semilla,

*BH,

Nota : Se desoartS la semilla certifion que proporciond -

el SARH. porque presemtaba cierta comtamimmeifn re--
sidual fingion.,a pesar de haber recidido ¢l trath--—
miento de desinfecciln.
4.3.8 Determinmacilm del nitrégenc contemido ias
plantas mfeped.
A las plantas huésped cosechadas se lee separd 1a parte -
aéres de 1a rafs; a la rafs se le dstermind el ndmero de nédu-

los presentes y su udicasién. la parte aérea 2¢ secé & tempe--

raturs anbiente, ves que hojas y tallos estuvieram perfeo--

m.m.ummh-hohtmumwﬂmnm

-mw-mmhmbuu-nhtm&u
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compussto coloreado resultante de la reaccién de el sulfato --
de anonio (foraado por la digestién de los tejidos vegetales)
con femol en medio aloalino (resocifén de Berthelot) pars for--
mar asul de indofenol,cuys intensidasd de oclor es proporcionsl
6 1a oantidad de nitrégeno presente en los tejidos de las plan

tas y que es suceptihle de ser medido colorimétricsaente.
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FABLA 1.~

Anflisis P{sicos y Qufmicos de los moportes ¥y el sueleo.

PH
4 de humedad

Color
(base seca)

Solor
(base héneda)

‘ M.o.

¢ N,
Relacién C/N
% 3e cenizas

.I.C.T

meq/100 gr.
K

=eq/100 gr.
Ca
neq/ 100 gr.
Mg
2eq/100 gr.

Pisforo
rpa

1+ ¢
7.90
13.46

10 YR 3/2
cafté grisdceo
muy cscuro

10 YR 2/1
negro

25.53
0.509
24.31

70.17

5.1150
1.4066
0.8000

0.3300

138

CII
6.90
41.00

10 YR 3/1

gris muy
oscuro

10 YR 2/1
negro

41.40
1.075
22.17

42.45

11.2531
2.1099
1.1750

0.9166

142

Turba
6.10
63.03

5 TR 4/1

Suelo
6.1%
9.24

10 YR 4/2

gria oscuro café

5 YR 2.5/1

negro
23.46

1.086
12,52

40.41

21.4833

0.5115

0.7500

1.2400

162

grisfceo

10 YR 2/1
negro

10.005
0.256
22.66

83.10

7.1611
0.5115
0.5750

0.0833

66

Textura del suelo : Himm$én arencso (Arera 67.32%,11m0 18.629,
Arcilia 13.96£).

CI = Cesposta de basuras inénstrializadas.

CII = Composta de desechos agricolas.
C.1.C.T. » Capacidnd de intercaabio catiénico total,
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4.2 Resultados de la identificaocidén y carmcteris--

tioas de cultivo de Rhizobium phaseoli.
4,2.2.1 Tincidn y morfologfis. ’

Todos los orpanismos examinados fuseron bacilos Gram nega--
tivos,las células observadas presentarcn extremos redondeados,
no mostraron produccién de esporas o ofpsulas. las oflulas al
ser teflidas con Suddn Fegro B muestran pequefios grdmulos color
azul negro distribufdos en el interior de la cflula.

4.2.2,2 OCarecter{sticas de las colonias.

las tres cepas produjerom colonias con un didmetro prome--
dio de 4 . despuds de 7 dfas de incubacién. Estas colonias -
presentaron forms convexs con margen circular definido y wni--
forme,de color blanco,transparentes y bdrillantes,produjeron --
una gran oantidad de goma de aspecto acuoso.

3.2.2.,3 Caracterfstioas del desarrollo.

i. Ias tres cepas crecieron alwmdantemente en ¢l medio de
amar extracto de levadura manitol formando colomias carecterfs
ticas que no absorbfan el Rojo Comgo.

ii. Hay desarrollo abundante en el medio de Brockwell. Ia

diferenciacifn entre Agrotacteri y o850 basa en la

producecién de 3-cetoglicleidos por Agrodacterium,los organis-e
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nos del génerc Ehizobium no lo producen. la presencia de =---

3-oetoglicésidos se pons de manifiesto por la reacoién de Beng
dict,que produce una coloracién rojiza alrededor del desarro~-
1lo Ilc:terln.no. En eote ocasc ninguna de las tres cepas estu---
dadas produjo reacciln poeitiva de Bemedict.

113, Tolerancia al pH.

» las cepas mostraron crecimiento nulo a pR=4.0,eson--

80 a pHn5.0 y abundante a pHe6.0,7.0 ¥y 8.0.

iv. El desarrcllo fue poco en el medic de agar glucoss -—-
peptana y no se produjo ningén cambio en el pH del medio.

4.2.2.4 Prusbas bioquimioas.

i. Crecimiento en leche tormmsclads con resocidn ligers--
aente alealime y producoién de zopa de suero.

i1i. Produccifén de £cido sulfhfdrico. Yinguna cepa produjo

lleydhnrrono este medio fus muy pobre.

ii4. Ia acti d d¢ la catalase fue positive pare las --
tres .

iv. Licusfaccifn de la gela - Reaccién tivw en to-

las prusbas.

v. 7Tolerancia al NaCl. las concentraciones d¢ 2 y 3% re—

sultaren ser inbiditorias del crecimiento de 189 -~

tres ospas no fusron chpaces de desarrollarse & tales concen~-




traciones de NMaCl.

¢.2.2.5 Utilisacién de omrbohidratoe.

El desarrollo de las tres cepaa fus muy ad e on las -
oajas que contenfan; glucosa,fructuocsa,inulina,xilosa,refino--
sa y lactosa,sin produccién de €cido y gas. ™n las oajas que -
contenfan celulosa como fuente de carbono no hubo crecimiento
bacteriano.

4.2.2.6 Propiedades de infectividad.

El fnico huésped que produjo nédulos al ser infectado por
las cepas de fus el frijol (Phaseclys vgl--
mris). No se produjeron reacciones crusades con 108 otros --
hufepedes testigo. B1 testigo control megmtive no presentd -
nodulaciém.
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TABLA 2. ISULTADOS D% 1A IDENTIPICACION Y CARACTERISTICAS
DE CULTIVO LS Rhizobium phasseoli.
TINCION Y NOR#OIOGIA ARACTERISTICAS
S LAS COLONIAS
a) Tincidn de Gram |b) Tinoién con colonias son redondase,con-
Suddn Negro B ,transparentes y brillan-
Coepa 136 7X Baoilos cortos presencia de ss,producen goma ds sspecto @
Graa(-), no pre nulos sudanéfilo® . . s tienen un dismetro rome
sentan esporas en ¢l interior 4 medio de 4 mm.
1as oélulas.
ooxtos jresencia de grd- Ias colonias son redondas,con-
Sepa 137 Gram (~),n0 pre nulos sudandfil vexas, transparentes y brillan-
sentan esporas, en ¢l interios 4 tes,produocen goma de aspecto
1ne cflunlas, acuoso,tienen un didmetro pro-
medio de 4 mm.
Pmoiloe ocortos resencia de grd-| Ias colonias son redondas,con-
Cepa 139 MW Orem (-),n0 prej nulos sudanéfil vexas, transparentes y brillan-
sentan espores, en ¢l interior :J tes,producen goma de aspecto

las oélulas. acuoso,tienen vn didmetro pro-
medio de 4 mm.




T -

L

M,
B

TABLA 3.

CARACTERISTICAS DEL CRECINMIENTO,
2. Crecimiento en
medio de Brockwell.

1. Orecimiento en
agar extrecto ds
levadura manitol
oon Rojo Congo.

a) crecie
miento.

Cepa 136 ™t

Crecimiento de
colonias ocareo-
teristicas,sin
jabsorcidn del
colorants,

(+)

b) Reaccibn
de mmet .

(+)

). Tolerancia al H

i
a)4.0 Ih)S.O e)6.0 |ﬂ)7.0 F)&O

|

<

4. Crecimien-
to en agar glu
cosa peptana.

&) creci-
miento

b) cam
bic de pil

i

(=) )| ] (v

{+)

*)

Cora 137 W

Crecimiento de
oolonias oarac-
taristicas,sin
absorciln del
colcrante,

(+)

(=)

DI ! W

(+)

Cepatiiery

Crecimiento de
ecoloniay carac-
ter{stiocan,sin
absorcidn de)
colorante,

(4) = crecimiento positivo,

(+)

(=}

(4-! (+
i

Y ()

(2) (-

(=) = crecimiento negativo,
®. crecimiento esceso,

Ty L
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TANLA 4. PRUEMAS RTOQUIMICAS.
1. Crecixiento e 2, Prod. [3. Activi- [4. Licusfue- | 5. %olevancia al Bemd
leche tormasclads o3 |daddels |cilonde 1 a) 28 |v) 2
a) Rescciln ib) Frod.de sons oatalase. [gelatims.

_SOATo

Cepa 136 7 |aloalina (+) (=) (+) (=) (=} { (=)

Cepa 137 M |aloalina (+) (=) () {(-) (=) (~)

Copt 139 M |aloalima (+) {-) (+) (-} (-} {-)
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AN 5,

UZILIZACION DR CARBOHIDRATOS.

1. Gluocosa 2. Rafinosa 3+ Pructuosa 4. Inuline

a) ereci-| b) P.A Iu) P.0. [a) crec. [b) P.A.|¢) P.0. &) arec.|b) P.A. o)|F.G. a) arec.[D)P.a o}r.6

uiento
Cepa 136 M (+2e) {-) (=) {+44) (=) (=) (++4) (=) (=) (+24) (=)| (=)
Cepa 137 M ++4) (=) (=) (+++) (=) (=) (+44) (-) (-) (++4) )| (=)
Cepa 139 M (+44) )| = (+4+) (=) () (+44) (-) (<) (+44) -} (=

{(++4) = orecimiento my abundants,
= profuscién de doido.

r.al

P.G. = produccibn d- gas.




5. (comtimmciéa).

S« X1loss 6. lactoss 7. Oelulosa.

8) cree. |b) P.a.{c) 2.6, | ®) orec. b) P. ‘o) P.0. I:) erec.|b) P.i. o) P.0.
Gepa 136 Bt | (+++) B O] | 3] (= | @] @

—— —

Copa 137 (vee) (-) (=) (+2) | () -} (=) =) )

y =
Oopa 139 BN | (oes) (=) (=) ()l ), ) (=) =) (=)

e — ————————— ———————— ——— !

{++4) = erecinionto muy shundante,
2.4, = greluseifa de beide.
2.8, = groducciin e gus,




TABLL 6.

PROFIEDADES DE INFECTIVIDAD,

1. Glicine max Marr. | 2. Nedicego sativa L. | 3. Fheseclus yulgeris &-} 4. Trifolium repens I.
8) nodulaoién s) nodulaciéa a) nodulacién a) nodulacidan

Cora 136 MM (-) (=) (+) )

Cepa 137 M () (<) (+) (<)

Ceta 139 X

) (=} {+) ! (-)
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TABLA 7.
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4.3.2 Resultados de los ensayos de calidad de los inéculos

4.3.2.1 Control cumlitativo,
Cepa 136 P Ceps 137 MM

pH 7.30 7.20
Tincién de Gram Gran (-) Gram (=)
Agar peptonado
a) cambio de pH negativo negativo
b) creeimiento escaso escaso
Asar extr, de lev,
manitol.
a) Nesarrollo de
contaninantes de negativo negativo
crecimiento ndpido
t) absorcifm del
colorante tivo negativo

4.3.2.2 Control cuantitativo.
. sctent> total de
*nizobia (org/mi) 7.0 X 10° 6.0 X 107
Recuento de los
rhisobia viables 6.8 X107 5.9 X 10°

{ore/3l.)

Cepa 139 P
7.20

Gram (-)

negativo

escaso

negativo

negativo

7.0 X 10°

6.8 X 10°
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Curvas de supervivencia de Rhizobium phaseoli.
Resultados de la cusnta de mioroorganismos viables que -
sobrevivieron en los tres materizles utilizados como soportes.
Se utilizaron tres ospas proporciomadss por FERTIMEX,S.A.
Significado de las claves:

C 136 Pl - Cepa 136 AN

Clasificacién en el oatdlogo
C 137 ™ - Cepa 137 FU

de cepas de FERTIMEX,S.a.
C 139 N - Cepa 139 P pas '

El tieapo de experimentacién fus de O & 45 dfas,con inter
valos de 15 afas,durante los cuales se hicieron cuantifiomeig
nes de la poblacién microbiana,

Los soportes utilizados fueron:

Composta cuyo origen fusron desechos de Ciudad (CI)

Composta cuyo origen fueron desechos agrfsclas (CII)

Tarbte (7)

las 40s compostas y la turbe,fusron utilisadas de 1a si--
suiente marera:

Soportes esterilizados con reyos antes de ser ino--

culados oom Ehjsobium phasecli (Serie J).
Soportes sin esterilisar (Serie SB).
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Los tratamientos se realisaron por iriplioado pare cada -

soporte (a,b,c repeticiones),de acuerdo a las variables del -

planteaniento estadfstico.

Ia determinmcifén del nfmero de microorganisacs viables se
realisé per duplicado.



TARLA Sa,

CUENTA DIRZCTA DE MICROORGANISKOS VIABLES I ].0a

Copn 136 W

Serie § bIA o DIA 15 DIA 30 DIA 4%

o1¥ a 1.0 1}4.0 | 238.0 37.0 1.4 12.0 6.2 6.5
o1 v 134.0 124.0 43,0 42,0 16.1 15.6 6.0 5.9

1 ¢ Y 132,0  132.0 | 18.0 41.0 13.4 4.6 6.8 6.3
CIIfa 167.0  136.0 | 294.0  290.0 | 292.0 298.0 |290,0 284.0
13071 WU7.0 169.0 | 294.0 280.0 | 276.0 280.0 |270.0 270.0
Ol o 165.0  168.0 | 296.0 264.0 | 282.0 280.0

2 a 168,0  185.0 | 310.0 280.0 | 3200 0.6 3206 3100
- 3 28 138.0 13,0 | 280.0  310.0 300.0 300.0 }290.0 290,0
™o 177.0  196.0 300.0  290.0 310.0 310.0 | 300.0 300.0 %
Cepa 136 ™

Serie SB

CI St 124.0  114.0 2.6 1.8 1.68 1.82 1.15 1.17
CI Sy 119.0  108.0 1.8 1.9 1.62 1.72 1.19 1,18
C1 Sko 120.0 115.0 2.5 2.5 1.74 1.69 1,20 1.19
Il SBa 138.0  153.0 8,0 8.0 6.0 1.2 7.0 6.2
oIl S| 132.0 120.0 9.4 9.8 9.0 8.9 7.8 8.0
CII SBe 140.0 146.0 7.7 9,0 7.9 B.7 7.9 8.3
T S . U47.0  137.0 | 282.0 264.0 | 213.0 209,0 |138.0 150,0
T SB® 204.0 179.0 | 288.0 294.0 | 204.0 211.0 |140.0 144.0
T SBe 190.0  185.0 | 291.0 302.0 } 207.0 202.0 !46.0 151.0
CI = composta de basurgs industrializadag,

oI = o0mposta de desechos egricolas,

? = turba,
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TANLL 8b

| PROMEDIC DS LAS LECTURAS Y LOGARIT:OS D LA CUENTA DIRSCTA IIE MICROORGANISMOS VIABLES .

Cops 136 7
Seriel
bIA © DIA 15 DIA )0 DIA
0 100 PROMEDTO 106 ~0 100 FROMEDIO
ci 131,05 160 15,9173 sz omse | o0x10® 91430 6.28 X 10°
CIX 159,0 x 108 10,2014 286.0 X 10" 10.45A4 |285.0 X 10° 10.4548 |260.0 x 108
) 166.0 x 10® 10,200  |200.0x16°  10.4683 {306.0x 10° 10.4857 [301.0 x 10°
Copa 136 MM
Sarie 3B
c1 17.0x 1¢® 10,0682 2,188 10°  8.3384 1.72x 10°  8,2355 1.18 1 10°
o1z 138.0x 10® 101399 8.8 10°  8.9454 7.951 10°  8.9003 7.53 X 10°
) 1m.0x 90 102006 287.0x10® 10,4579 208.0x 16° 10.3181 | 145.00 x 10°

SR

45

pecH

8.7979
10,4477
10.4786

8.0718
8.8767

10,1614
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- 'DIRECTA DE MICROORGANISMOS VIABLES X 10°
Cora 137 M
Serte } BIA O DIA IS DA 30 pIA 1S
oIla 110.0 99.0 5.6 4.4 2.9 34 2.4 2.46
ave 97.0  108.0 4.8 5.4 3.5 3.5 2,52 2,%
01y e 88.0 95.0 5.8 5.3 2.4 2.6 2,5 2,7
oItla 264,0  234.0 | 282,0 276.0 | 296.0 270.0 | 228.0 276.0
CIIFL 252,0  260.0 | 293.0 208.0 | 283.0 294.0 | 279.0 276.0
I1¥o 232.0  252,0 | 286.0 280.0 | 270.0 271.0 | 260.0  262.0
s 198.0  203.0 | 246.0  265.0 | 267.0 266.0 | 262.0  260.0
(IR 210.0  207.0 | 237.0  233.0 | 233.0 235.0 | 235.0 234.0
o 209.0  221.0 | 226.0 2230 | 225.0 229.0 | 224.0 227.0
Copn 137 M.
Serie B
oI 21.0 22.0 2.2 2.4 0,21 019] 0.18  0.1%
oI SE» 21.0 19.0 1.4 2.9 0,8 0.20! 017 0.7
1 Sto 18.0 23.0 2.3 1.7 0.20 0,23 | 0.169 0,172
oIl sm u2.0 185.0 | 27.0 0.0 | 26.4 234 | 19.0 19.8
CII 30 17.0 190.0 | 33.0 3.0 | 25.7 25,9 | 16.4  16.8
CII SBe 192,0 187.0 | 3.0 350 | 271 26.7 | 19.8  16.7
r S8R 198.0 201.0 | 216.0  219.0 | 140.0 142.0 |138.0 135.0
T8 222.0 1.0 , 215.0 209.0 | 137.6 133.0 |132.0 137.0
? 8k 196.0 203.0  213.0 217.0 | M46.0  1i3.¢ |148.0  145.0
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PANIA 0. 10 D2 1AS LZCTURAS Y LOGARITMOS 14 CUENTA DIRECPA  NICROORGANISMOS VIAELES.
OCope 1I7T M DIA © DIA 15 DIA Y0 DIA 45
Sexried L

103 0 100 PROMEDIO 200 200
o1 9.5 x10° 99918 | s.22x1® emre| 305310  8.es43 | 2:1x20° 83906
orx 249.0 x20®  10.3962 | 284.0 T20° 20.4533 | 202.0 120 20.4502 [267.0 x20° 120.4265
* 206.0 x10°  10.:139 | 239.0 20®  20.3784 | 243.0 x20® 20,385 |200.0 T 20® 120.3802

Copa 13T M
Serte =2

o no x10® 922 | 2257120  e332e | 0202120 73053 | 0274 x20°  7.2405

o 1.0 x20° 102504 | 32.2x2° 95018 | 259 x20® g3y | 281 x2® 9257

? 2070 x20° 10360 | 25.0x2° 103324 {30 x10® 102553 [18.0 x26® 10,43
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TARLA 10m,
Oom 139 W

CUERTA DIRECTA DB MICROORGANISMOS VIABLIS X 10°

DA © DrA 15 DtA 30 PIALS
Serie . . i
o1l o 27.0 39.0 20.5 19.2 6.1 6.0 1.00 0.1
oIy 36.0 28.0 16.5 19.3 5.3 6.3 0.95 1.01
CI¥ o .0 43.0 15.1 15.4 8.2 7.0 0.97 0,99
0118 a 1600  150.0 264.0 252.0 |203.0 213.0 | 192.0  189.0
oXI¥ » 160.0  165.0 240.0 258.0 1207.0  205.0 | 180.0 179.0
CII% ¢ 150.0  167.0 260.0 259.0 1223.0 220.0 | 187.0  190.0
) a 1050 M0 | 277.0  309.0 [340.0 340.0  330.0  340.0
Y » 113.0  150.0 .0 313.0 | 360.0 350.0 340.0  340.0
% e 160.0  165.0 3o7.0 .o 350.0 360.0 350.0 350.0
Ceps 139 M
Serie 53
CI SEa 32.0 38.0 2.2 2.0 0. 46 0.40 0.138  0.135
¢l S 33.0 32.0 2,7 2.0 0.37 0.41 0,144 0,144
oI SBe 39.0 37.0 2.6 2.4 0.39 0.37 0.150  0.145
CII Sm 36.0 37.0 15.0 16.0 7.2 6.8 4.5 63 |
CII SB» 39.0 38.0 17.0 16.6 7.4 6.6 4.0 4.5
__CI1 SBe 34.0 39.0 18.0 19.0 6.8 6.6 5.1 4.6
? Sk 9.0  109,0 264.0 270.0 {187.0 193.0 | 125.0 128.0
T S 133.0 127.0 267.0 263.0 1190.0 197.0 | 8.0 145.0
? SEe 129.0 113.0 268.0 263.0 1195.0 192.¢ | 144.0 140.0 |

—— e . )

——
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TABIA 10D, PROKEDIOS DB LaS LECPORAS Y LOG,.RITHO3 DE LA CUZRTA DIRCTA DE MICROORGANISMOS VIABLES,

Cepa 139 M

Serie ¥ DIA O DIA 15 DIA 30O IIA 45

: 100 PROMEDIO e 100 0 106

o1 6.2 x10°  9.5587 | 177 x20®  g.ume| 6.48x20®  sams | 0.93x20° 79722
o 159.0 2 10° 20.2004 | 286.0x 120  20.4082 | 222.0 T 10 10.3263 | 286.0 I 20 20.2695
] u2.0 x20° 1201523 | 305.0 x20® 204843 | 304.0 T20® 20.5042 | 300.0 x20% 20.5336
Oepa 139

Saris B
o1 3.2 £ 208 9. 5465 2321108 8.3654 | o0.0x20®  7.6020 | 0.243 X 20° 7.2553
a1z 37.2 x 20 9.5705 16.8 1208  9.2253| 6.9 x10® 8.8388 | 4.5 X108 8.6532
g n.0x20° 10.0m9 | 267.0 x20° 10,4265 | 2%2.0 110® 120.2833 |238.0 10® 10.1399
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Aesultados del Anflisis Eatadfsties,

ma vez planteado el modelo de parcelas divididas con -~
tres factores orinecipales y el tiempo como factor que divide
8 la parcela,se procedié a realizar el andlisis correspondien
te obteniéndose las tablas de Anflisis de Varianza,cuyos re--
sultados son los siguientes:

Se procedi$ a prodar la hipStesis de no interaccién entre
los 4 factores (cepa,soporte,esterilizacién y tiempo),encon=-
trdndose que no me rechasd Lotz (P2 5,35555,dande P es ol ni-
vel de significancia descriptivo).

Hecha esta prueba se procedi a contrastar la hipStesis <
de no interaccién entre 3 factores,encontrdndose que en las -
4 posibles pruebas (es decir las pruebas de no intereccién ey
tre om--opme-utenuncién.cops-soporte-t:lupo.cop-e-tg
rilisacién-tiempo y soporte-esterilizacifn-tienpo),se recha--
Saron estas con un nivel de significancia Meriptivo BABOY -
que 0.0005. Por 1o que este hecho marca la necesidad de pare-
t1r el experimento en subexperimentos,considerando que uno de
los factores pasard & ser considerado condicién experimental
y se contard sélo con tres factores de interds.

Como 1a hipétesis de no interaoccidn entre tres y dos fac-
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tores y sus posibles pruebas,se rechazd con un nivel de sig--
nificancia descriptivo menor de 0.0005,8e¢ procedid a fijar --
los factores de menor interés como condiciones experiments---
les,los factores que se fijaron fueron; tiempo,esterilisacién
Yy cop-l. Lo que proporcioné 24 modelos con sélo 1 criterio de
clasificacifén (soportes).

™ cada uno de los anflisis de los soportes,la hipdtesis
a prchar es la igusldad de soportes, ¥n caso ls rechatarae -«
ests hipétesis se muestra la relacidn sugeriia por los datos
que guardan los 3 soportes en orden decreciente empleando la
técnica de come:ionu afltiples de Schef?§.

El estudio estadfstico completo viene an las tablas 2 a 7
del Apéndice.




TABLA 11. TResuitados del Andlisie Estadfstico.

(TMempo O dfas).

Fuente de variacién Soportes P
Cepa 136 P4 - ST 3l « CII = T 0.05-0.10
Cepa 136 M - SE CILCII 0.00006
CIl<? 0.00001
CILT 0.0005
Cepa 137 W - 3% CI<KCII 0.0000%
T <CII 0.008
CI«<T 0.000%
Cepa 137 ™ - SE CI<? C.0005
Cl«<CII 0.00002
cii€r* 5.027
Cepa 139 M - S§ CI<CII 0.0001
CII =7 0.278
CILT 0.200%
Cepa 139 ™ - SE cign 0.6005
CI » CII 0.942
CIIC? 0.0001

S& = Seried ( soportes esterilisados con rayos gamma),

SE s« Serie SE (soportes ein esterilizar).

P = Nivel de significancia descriptivo.

“Fsta decisién no es estadfsticamente contundente,se requiere

de experimentacién adiciomal.




TABLA 12. Resultados del Anflisis Bstadfstice.

(Tempo 15 dfas).

Foente de variscién Soportes P
Cepas 1%6 ™ - S¥ CI<.? 0.000002
OII L T 0019
CI<CII 0.000002%
Copa 1% ™ - &2 CIC? 0.0005.
CI = CIIX 0.49
CII<C? 0.00000%
Cepa 157 M - 89 CI<«CII 0.000%
T<CIX 0.003%
Cl<? 0.0005
Cepa 137 P - 8B Ci<?T 0.0005
CI«<CII 0.00009
clI<r?T 0.000001
Cepa 139 M - 8¢ ci<t 0.0005
cI<cll 0.000004
CII<? 0.0006
Cepa 139 - 3B CIc?T 0.0005
CI<CII 0.0001
CII<? 0.0000006

S¥ = Serie) (scportes esterilisados com rayos samma).
SE = Serie SE (soportes sin esterilisar).

P = Rivel d¢ significancia descriptivo.



LA 13, Resultados del Anflisis Rstadfstico.

(Tiempo 30 dfas).

*uente de variacién Soportes

P
CI«<CII 0.000003
cIIct” 0.17
Cera 136 P - SE CI<?t 0.0005
clI<? 0.000001
cigc1r® 0.025
Ceps 137 ™ - S¥ CI<CII 0.,00001
Cl<? 0.0005
?<enn” 0.0349
Cepa 137 ™ - SB CI<? 0,000%
cI<CcII 0.0002
CII<? 0.000003
Cepa 139 ™ - S§ ci<? 0.000%
CI<CIX 0.00000%
cII<? 0.00001
Cepa 139 P - SB Cl<? 0.0005
CI<CII 0.001
CIIc? 0.0000007
S¥ = Serief (soportes esterilisados com rayocs e

SE = Serie 5B (soportes sin esterilisar).

P = Fivel d¢ significancia descriptivo.

“Eata decisién no e estadfsticamente contundente,se requiere

de experimentacién adiciomal.




(ABLA 14. Resultados del Anflisis Estadfstico.

(Tiempo 45 dfas).

Fuente de variacién Soportes P
Cepa 136 M - SY CI<T 0.0005%
CI<CII 0.000005
GII L T 0.06
Cepa 136 M - SB CI<?T 0.0005
CIlIc? 0.000001
cigcir’ 0.0223
Cepa 137 M - S CI<CII 0.00001
ClIsT 0.113
CI<?T 0.0005
Cepm 137 M . SB Clc? 0.0005
CI<CII 0.004
CII<? 0.000004
Cepa 139 W - 32 CI<? 0.0005
CI<CII 0.000004
Cli<? 0.000006
Cepa 139 i - 3B Cl<? 0.000%
CI = CII 0.697T1
CIi<? 0.00001

SY = 3erted (soportes esterilisados con rayocs samms).

SE o Serie SBE (soportes sin esterilisar).

P = Fvel & signifioancia descriptivo.

“Esta decisiln no es estadfstionmente contundemte,se Trequiers
de experinentscifn adiciomml.
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TABLA/S = RESUMEN DE RESULTADOS DEZ ANALISIS E£STADISTIRRO.

- SERIB v (con radiacifn) SERIE SE (sin radiacién)
CEPA 136/7] CEPA 13754 CEPA 139Fv CEPA 136 CEPA 137F21| CEPA 139 F &
TIEMPO O CI=C{l=T cI<r<qy CI <=7 cI<clF<rt cr<cﬂ2'r CI=Cg< T
TIEMPO 15 =T
cr< cr<r<c’ X <cl< T CI=CZ< © c1<cZ<t C1<c<T
TIENO 30 | cp<caés ca<e 2 cx| crecl<rt cxich<T CL<CaXT or<Ch<T
TIEw) 'S | oz <copr CL<T=CZ c1<ca<?t c1<ch<?T cr<cz<t CI=Cl<T

CI. cfl Y T renresantan el nfmero da organismos viables por gramo de Composta I, CompostaZl y Turba
respectivanente.

* Zata decisifa 20 oo estadfsticemente contundente, se requicre de experimentacifn adiciceal.
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Para poder hacer uma estimacién mds aproximada de 1a po--
blacién microbdiana que sobrevivil en los soportes,se corri---
gieron las diferencias del nimero de microorganisscs presen--
tes en las distintas cantidades de inSculo que se agregd a -
los soportes estérilea y a 1os no estériles,dando ¢l valor --
de microorganismos viables en porciento; de esta forma se --
asigné el valor de 100% al nfémerc de rhisobia presentes en el

inicio del perfodo d¢ experimnentacién (tiempo 0),pare todos

los soportes.



TABLA 16,

Curvas del 4 de rhizobia viable.

Soportes esterilizados Soportes sin
CON TAYOS SAKRDA asterilizar
Cepa 136 PM SZ& CI Cepa 136 MM SE CI
dfa No.de rhizobia % dfa Xo.de rhisodbia §
x 108 X 10°

0 131.00 100.00 0 117.0C 100.00
15 36.50 27.86 15 2.18 1.86
30 13.90 10.61 .0 1.72 1.47
45 6.28 4.79 45 1.18 1.00

Cepa 136 FM S CII

Cepa 136 M SE CII

dfa Fo.de rhigodia 3 d{a No.de rhizobia 3
x 108 x 165

o 159,00 100.00 0 133,00 100.00

15 286.00 179.87 15 8.82 6.39

30 285.00 179.24 30 7.95 5.76

s 280,00 176.10 45 7.53 5.45

Cepa 136 FX SI T Cepa 136 MM SE 7

dfa Yo.de rhisobia ¢ afa No.de rhisobia £
x 108 x 108

0 166.00 100.00 0 174.00 100.00

15 294.00 177.10 15 287.00 164.94

0 306.00 184.33 30 208.00 119.54

45 301.00 141,32 45 145.00 83.33

SY¥ e« Seriel! (soporte esterilizados con IRYoS gamma).

SB « Serie 3B (soportes sin saterilizar).
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PAFLA 17, Curvae del % de rhizobia viabls.
Joportes esterilizados Soportes sin
20N YAYOS gAMMR esterilizar
Tera 137 ¥ Sf CI Cepa 137 M SB CI
ifa Yo.de rhizobizs ¢ afa No.de rhisobia ¢
x 108 X 108
0 99.50 100.00 0 21.00 100.00
15 5.22 5.24 15 2.15 10.23
30 3.05 3.06 30 0.202 0.96
45 2.5 2.52 45 0.174 0.82
Cepa 137 P¥ Sy CIT Cepa 137 F¥ SB CII
dfa ¥o.de rhizobia 4 dfa TFo.de rhizobia ¢
X 108 x 168
c 245.00 100.00 0 178.00 100.00
15 284.00 114.05 15 %2.20 18.08
30 282.00 113.25 30 25.90 14.55
45 267.00 107.22 45 18.10 10.16

Ceps 1%7 MM SY T
dfa ¥Yo.2e rhigobia <

Cepa 137 PX SE T

dfa No. de rhizodia %

X 108 1 108
c 206,00 100.00 0 207.00 100,00
15 239.00 116.01 15 215.00 103.86
30 223,00 117.96 30 143.00 69.08
35 246,00 116.50 45 139.00 67.14
SY = Sertel (soportes esterilizados con rayos gazma).

SZ = Serie SE (soportes sin esterilizar).



CURVA DEL */e DE RHIZOBIA VIABLE.
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TABLA 18,

Curvas del £ de rhisobis viadle.

Soportea esterilissdos
con TeYos SammA

Soportes sin
esterilisar

Cepa 139 MM 87 CI

Cepa 139 FX SB OI

dfa No.de rhiszobia ¢ dfa Ko.de rhisobia ¢
x 108 x 108
0 36.20 100.00 0 35.20 100.00
15 17.70 48.89 15 2,32 €.59
30 6.48 17.90 30 0.40 1.13
45 0.938 2.59 45 0.143 0.40
Cepa 139 MM SJ CII Cepa 139 M SE CII

dfa FNo.de rhisobia £ dfa No.de rhizodia  $

x 10° x 108
0 159.00 100.00 0 37.20 100.00
15 256.00 161.00 15 16.80 45.16
30 212.00 133,33 %0 6.90 18.54
45 186.00 116.98 45 4.50 12.09

Copa 139 M 32 T Cepa 139 M SB T

afa No.ds riisobia ¢ é¢fa TWo.de rhisobia §

x 108 x 10°
o 142,00 100,00 0 118,00 100,00
15 305.00 214.78 15 267.00 226.27
30 344.00 242.25 30 192,00 162.71
45 341.00 240.14 45 138,00 116.94

ST = 3Jerie? (Sopirtes esterilisados con rayos sRama).

SE = Serie X2 (Soportes sin estsrilisar).
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TAELA 19. Resultados de la inoculacién de plantas de frijol

(Phaseclus yulgaris ) con Rhirobium phaseoli.
Altura Peso seco Ko.de nédulos Fitrfgeno

{oms.) {gre.) (ng/gr.de planta)
‘!utigo'
(a) 10.5 0.45 0 0.96
(v) 10.¢0 0.46 0 0.88
X 10.25 0.455% 0 0.92
Cepa 136 MM en soportes esterilizados
43 §
sia 16.00 1.67 “ 1.20
sy 17.00 .21 47 1.08
82 ¢ 15.00 0.76 36 1.26
b 4 16.00 1.2133 42.33 1.18
cIl
Sl e 16.00 0.95 42 1.18
S; b 14.00 0.79 37 l.18
SY¥e 18,00 1.62 50 1.22
b 4 16.00 1.12 435 1.1933
T
sfa 18.00 1.56 60 1.28
SYbv 16.50 1.45 57 1.2%
8f ¢ 16.00 0.88 40 1.12
X 16.6% 1.29 52.33 1.2133

Testigo o Plantas testigo sin inocular.
b ¢ s Promedic.

s = Seried (soportes esterilisados com rayos de
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“ABLA 20. Hesultados de la inoculacién de plantas de f£rijol

(Phas ol yulgaris) con Rhizobium phaseold.
Altura Peso seco lc.de néduios Nitrégeno
(oms.) (ere.) {ng/gr.de planta)

Cepa 136 M en soportes sin esterilisar

c1
% 16,00 0.63 35 1.10
orx S 17.00 0.85 37 1.00
SBe 15.00 1.00 40 1.02
Y 16.00 0.8266 37.33 1.04
o211
S" 17.50 0.684 50 1.18
SBp 17.00 0.74 40 1.20
SE. 13.00 0.72 37 1,00
X i5.83 0.7666 42,33 1.1266
14.00 0.88 38 1.22
17.00 0.95 43 1.08
SBe 16.00 1.00 38 1.00
b 4 15.66 0.9433 39.66 1.10
I < Promedio

SB = Serie SB (Soportes sin estsrilizar).
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TRika M. Resultados d2 ia inoculacién de plantas de frijol
(Phaseoclus vulzaris) con Yhizobius phaseoli.

Altura Pes> seco No.de néduloe Nitrégeno
(cms.) {ars.) (ng/gr.de planta)

Cepa 137 ™ en sop~ortes estesrilizados

c1
S¥a 16.00 0.97 35 1.20
AN 16.50 0.95 45 1.04
st e 15.00 0.84 40 1.12
X 15.83 0.92 40 1.12
CII
Sra 17.00 1.14 51 1.26
sfo 17,00 0.83 39 1.34
3% e 16.50 9.90 42 1.28
X 16.83% 0.9566 4 1.2933
?
Sia 15.00 1.08 49 1.32
-} Y 15.00 0.81 39 1.34
s¥e 15.50 0.9 37 1.24
X 15.1666 0.90 41.66 1.3000
X = Promedio

87 = Serte S¥ (soportes esterilisados con rayos gamms).
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“A'LA 22. Resultados de la innculacién de plantas de frijol

(Fhaseolus vulgaris) con Rhisobiua phaseoli.

Altura

(cms.)

Peso seco

(mO)

Ko.de nédulos Fitrégeno

(ng/gr.de planta)

Cepa 137 ™ en soportes

sin esterilisar

SEa 15.00 0.77 Q 1.02
Sey 16.00 1.21 38 1.08
SZo 16.00 0.69 36 1.00
X 15.66 0.9 38.33 1.03
CIX
SSa 18.00 0.76 38 1.08
2 14.00 0.73 36 1.08
SBe 16.00 0.96 37 1.00
) 16.00 0.9166 37.00 1.0533
7
SEa 16.00 0.97 43 1.16
S®b 17.00 0.88 37 1.00
SBeo 16.00 0.96 39 1.14
b 4 16.33 0.9366 39.66 1.10

Y = Promedio

S8 = Serie SE {scportes sin esterilisar).




96

TABLA 25. Resultadoa de la inocuiacién de plantas ds frijol
(Phaseolus yulgeris) con Ehisobium phaseoli.
Ature Peso seco No.ds nédulos Nitrégeno
(cms.) (gre.) (ng/gr.ds planta)
Cepa 179 M en soportes ezterilisados
cI
s¥a 16.00 0.78 40 1.10
st v 16,00 1.00 46 1,02
S¥fe 16,00 1.27 70 1.18
X 16.0C 31.0166 52,00 1,10
CIX
sf 17.5%0 0.7 37 1.16
s¥v 16.50 1.99 90 1.36
Stc 17.50 0.78 39 1.18
) 4 17.1666 0.96 55.5333 1.2333%
4
sfa 18,00 0.79 4 1.14
sty 16,00 1.05 49 1.10
sfe 18,50 1.2 62 1.28
X 17.50 0.9866 50.66 1.1733
2 « Promedio

SY = SerieY (soportes esterilizados con raycs gamma).
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TABLA 24. Resultados de la inoculacién de plantas de frijol

(Praseolus yulgaris) ocon Rhizobium phaseoli.

Alturs

(oms.)

Peso seco

(grs.)

Ro.de néaulos

Kitrégeno
(ng/gr.de planta)

Cepa 139G ™l en soportes sin esterilizar

CcI
SEa 15.50 0.70 39 1.00
1o 17.00 0.97 35 1l.12
SBe 18.00 1.25 50 l.18
h 4 16.83 0.9733 41.33 1.10
CII
SEa 16.00 0.76 40 1.12
S& 17.50 0.70 36 1.02
S2e 17.50 0.97 41 1.18
X 17.00 0.8 %9.00 1.1066
T
Sh 16.00 0.81 44 1.08
SB 16.00 1.01 49 1.18
SEe 16.00 0.79 40 1.02
) 4 16,00 0.87 44.33 1.0933
Y = Promedio

SR = Serie SE (soportes sin esterilizar),
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Bl comportamiento de las capas de los microorganismos del
género Rhigobiua estudiados en la turda,se observé durante —
45 dfas,encontrdndose que sus poblaciones no eran menores a -
2.4 x 1010 microorganismos/gr.de turba,en los sopories previa
mente esterilisados con rayos gamma.

Ia compostas CI presenté una podlacién de 9.38 X 107 micro
organismos/gr. en las mismas condioicnes; en tanto que la com
posta CIT present$ una poblacién de 1.85 X 1010 microorgants-
nos/gr. como xfnimo,lo cual signifioa quo la esterilisacién
con rayos gamma e¢leva la onlidad de la composta CII como eo—
porte pare inooculantes,

En oaabioc en 108 soportes sin esterilizar la turba preseg
t61.38 X 3010 nicroorganismos/gr.,las dos compostas mostrg—-
Ton descenso en la viabilidad de los rhigobia,el coal fue afs
acentundo en la oomposta CT (1.43 X 107 xicroorganismos/gr. ),
que 1a composta CII (4.5 X 108 microorganissos /gr.).

Por 1o que se deduce que la esterilisacién de los sopor—
tes tiens un efecto favorsble pars la supervivencia de los -
rhizobia y de acuerdo a 1o observado,ls composta CII se pare-

ce & 1a turha en la capacidnd para mantener viables & esiss
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nicroorganissos cuando ha sido esterilizada; en forma no estd
ril mostrd mejor comportamiento que la compesta CI,que en to-
dos loas casos mostré poblaciones escasas de rhizobia.

Al final del perfdo de experimentacidn se garantisza que -
para 1a cepa 136 MM,la turba estéril conserva ads del 100% de
rhizobia viable y mfs del 80% en condiciones no satériles. Pp
ra la cepa 137 M,la turba estéril mantiene mifs del 100% y el
67% cuando no se esteriliza. En el ocaso de 1a ceps 139 FM el
nivel de rhizobia viable se mantuvo arride del 100% en la tur
ba estéril y en la no estéril.

En ¢l ocaso de la composts CII cuando es esterilizada man-
tiene un nivel de mds del 100€ de microorganismcs vivos para
las tres-cepas,la composta CII no estéril no proporciona un -
porcentaje de rhisobia viabdble digno de tomarse en cuenta.

1a composta CI en ninguno de los casos presentd un poroen
taje de podlacién de rhisobia satisfactorio.

las condiciones para que una composta pueda competir con
1a turba,y ser utilizada como soporte pars HEhizobium son las
sirmientes:

1.~ Ia elaboracién de la composta con material vegetal —-
que dederd estar libre de contaminecién por metalss pesados,

pesticidas,vidrio,derivadoa del polivinilo,cianurc,arsénmico,-
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otc. que son los contaminantes mds comunes en las basuras que
3Se usan pars la elaboracidn de la coaposta CI,la cual resulté
ser la menos apropiada oomo soporte para rhisobia,

2.~ las propledades ffsicas y qufmicas que afectan la oa-

lidad de 1a composta como soporte son; el pH que debe ser lo
nds cerocanc a la neutralidad,la capacidad de retencién de hu-
mednd (la composta CII y 1la turba retuvieron el 41.00 y —w—e
63.03% d¢ umedad después de ser secadas s la temperaturs as-
biente),el nitrégeno total que pars la composta CII y la tur-
ta T fue de 1.075 y 1.096% rsspectivazents,e) contenido de cg
nizas que e ¢l osso de 1la ocomposta CII y la turba T fus ¢l -
wis bajo de los tres sopartes y la oapacidad de intercamdio -
eatifnico total,donde la oomposta CII y la turbe T tuvierom -
11.25 ¥ 21.48 meq/100gr. que resultarocn ser los valores mis -
altos 4 los-soportes amlisados.

3.= Bl factor mis importante pars que una composta -
urmuuhmmumhhtumﬁmdebomu
bre d¢ atorrooganismos contamimantes,por 1o cual es necesaria
su previa esterilizaciln antes de ser impregoada com un ourlty
ve ds microorganisacs del género .

Por otma parte,al hacer uma comparacién de los resultados

Aemmummmhmmeuu-
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axperinento ocon los resultados de otros tradajos que tratan -
sobre temas sinilares,ss encontré que Paczkowski en 1979 al -
estudiar 1a supervivencia de Rhizodium phasesli en diferentes
fuentes de carbén zmineral,observd que las curvas de supervi--
vencia mostraron igual comportamiento sm todos los omsos ana-
lizados a las dos semanas de almmoenamients y & pariir ds ese

tiempo podrfan aumentar,disaimiir o msntenerse constantes du-
rante detearminade tismpo. Rate sommnwtamients 33 sicilar al -
obtenido en el presente trabajo realizado en compostas y tur-
a3 sin eabargo en ¢l experimento reportado por Paczkowski se
observa qus & partir ds las dos primeras semanas de almacena-
miente,las podlaciones 4s Rhizovjym phaseol] no permanecen --

constantes; en algunos soportes tiendsn & a tar,pero al
transcurrir 4 o sfs

se observa un notable descensc en

1a poblaciln de rhisobia. Mn oambio en la turba y la composta
C1I esterilizadas que se estudiaron en el presente experimen-
to,se obtuviercn valores contantes en la poblacién de ——-ee-
Phasecll a partir de las doe semamse de almacenanis

¥ no se cbeervaron descensos bruscos en la poblacién de

los rhizobia durante todo el perfodo ds experimentacién,moe--

trando uma tendencia muy marcada de la poblacidn microbiana a
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permanecer constante por ade tiempo.

Yu en 1969 al estudiar el comportaniento de las compostas
esterilizadas en autoclave como soportes para rhizobia,rspor-
t6 que el Rhigobiuym japonicum presentaba mayor supervivencia
en todos 10a casos en gque la composta fue esterilizada y ade-
ndas recomienda la adiocién de sacarosa y extracto de levadura
para aumentsr la ocalidad del soporte; en las curvas de super-
vivencia se vuslve a observar que a4 las doe semmmas de almace
naniento se obtiene ¢l nimero miximo de miocroorganisaos vivos
y postericorsente comiensa a diexinuir y de acuerdo a sus re--
sultados,comparados con los resultados del comportamiento de
l1a composta CIY utilisada en el presente estudio,encontramos
que en el trabajo de Wu,sclamente 4l afindir sacarosa y extrag
to de levadura se observaron valores constantes en el mimero
de Thizobia viadble Gnicamente durente 7 dfas. En la composta
CII estéril se observaron wvalores constantes en la poblacién
de rhizobia hasta por 30 dfas y sin necesidad de agremrle mu
trientes,lo coal signifiea que la calidad 4o la composta CII
cC\0 50porte pars microorganismos del género Rhizobium es su-
perior a 1s ocalidad ds la composta que utilizd Wu,tambdién se

advierte el hecho de que la esterilizacilm de los soportes --
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por rayos gamma es nds bendfica para la supervivencia de los
rhizobia que la eaterilizacién en autoclave,en cambio en la -
conposta CI no encontramos resultados que sean apropiados pa-
ra satisfacer los requerimientos de las normas de calidad pa-
la elabormeidén de inoculantes de leguminosas.

El anflisis estadfstico de los resultados de la cuenta de
microorganismos viables por gramo de iroculante,indica lo si-
guientes:

a) Existe interaccién entre cepas,soportes y nétodo de es
terilizacién,al fijar el factor tieapo comoc una comstante.

b) Existe interaccién entre cepas y soportes al tener --
tienmpo y método de esterilizacién como constantes.

¢) Al protar la hipStesis de no intersccién entrs sopor--
tes ¥y cepas,se encuentra que no hay suficiente evidencia para
declarar si existe o no intersocién entre soportes y cepas,
por 1o cual se rechaza y se procede a fijar los factores tiea
po,método de esterilizaciéa y cepas como factores constantes,

Al concluir el andlisis se observa que los soportes tie--

nen caractaristicas diferentes entre sf.

Los resultados obtenidos en el andlisis de los daatos de -

este estudio,estadlecen que la composta CI tiene la mfs baja
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efectividad, Por lo que respecta a la turvd T y ia composta -
CII,cuando el material no se esterilisza,la turba T aparece co
mo el soporte que preserva al mayor némero de rhisobia por --
KTARO.

Sin embargo,ouvando se esteriliza con raycs ganmma & en---
cusntre que cuando se utilizan las cepss 136 PN y 137 P, la -
composta CIT resulta mejor o igmal a la turba. Todos estos ¢
sultados podrian sugerir el empleo de las cepes 136 M y 137
M en la composta CII esterilizada como inoculantes que susti
tuyeran & los gque estdn hechos a base de turba.

Fimalmente se procedié a inocular semillas de frijol ----
(Phaseclus Yulgaris) pars determimar si el Rhisobjum phaseols
deapués de adaptarse a los soportes y sotrevivir durante ¢l -
perfodo de almaocemamiento,conserva adn sus propiedades de -
“infectividad" y “efectividaa®.

Ests fase del experimento no pudo ser ammliszada estadfz.-
ticanente,porque no pudieron hacerse suficientes repeticiones
dado que el materizl necesaric pars la sxperimentacién ere in
suficiente,asf{ como la falta de espacio para el desarrcllo de
las plantas,

Al tener presentes estas limitaciones,se decidid bacer -
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una sola determinacién en macetas de la afinidad de los rhi--
zobia que sobrevivieron en los soportes,con sua huéspedes es-
pec{ficos. Se encontré que todos los inoculantes fueron capa-
ces de inducir nodulaciém en el sistema Tadicular de las plan
tas huésped y tomando en cuenta que la semilla de frijol em~-
Pleada en el experimento fue de una variedad criclla,se puede
considerar que la nodulacién fue satisfactoria,lo cual demues
tra que estos microorganismos comservaron sus propiedades de

"infectividag®.

A las plantas cosechadas se les determind la cantidad de
nitrigeno contenido en sus tejidos,encontnindose que las ---
Plantas que preseataron nodulacién,tuviercn los valores mfs -
altos en contenido de nitrégeno (1.03 - 1.30 mg.de nitrégeno/
gr. de planta),en relacifn a las plantas testigo que no fue—-
ron inoculadas (0.92 mg.ds nitrégeno/gr.de planta).

Ente hecho noe llevé a 1a conclusién de que estos micro--
organisucs también conservaron sus propiedades de “efectivi--

dad™.

Estos resultados aunque no pudieron ser probados estadfs-
ticanente,como 1a camparssién de la capacidad de los soportes

PAIE CONSEYVAr y promover ¢l crecimiento de los Thizobia, cues
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Yo comportamiento s{ se sujeté a un andlisis estadfatico ade-
ousdo,demusstran que estos miqoroorganissos sobrevivieron sa--
tisfaotorianente en 1os soportes de o poata CII y turba T o
esterilim ein sufrir altsraciones su capaaidad pare -
fijar ¢l nitrégenc atmosférico,en simbioceis con 1la losuinh-
s hufsped,loc cual sirve pama corrodorar el concepto de oali-
4 de 1a composta CIT y de 1a turba T esterilisadas como so-

portes adecuados pare la eladoracién de inooulantes d¢ legu—-
uinosas.
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7.~ Conclusiones.

Loa nmltldo-,dbfon_:ldoo en este ssiudio establecen que -

ia OI e» el soporte menos adecusdo pars la eladors--

cién de inoculantes de leguminocess.

el oaso de 1a turba T y la coaposta CII,la primers aps
mcmdemduthMsobis
7igosi cuando no lan sido esteriliss  previaments a la inmo-

culacién de estas con pn2e0li.pero cuando la oom--

posta CII se utoru.in oon Myos sCORSEIVA UR de

Thisobia vivos yor o igmal que la turta,lo cual indion que

1a composta CII pusde ser utilisads soporte para rhiso-—

bia,en sustitnoidn-ds 1a turte,pars la slaboracifn de inocu--

lantes de legwminosas,siempre y ss enoventre estéril -

antes de ser con microorganisnos del ginero -

por el tiempo de on ¢l eo—
tudio (45 &fas).
K excelente

o qus Semostrd tener la compos-

ta CII camo soporte para rhisobda & 1o largo del

perfodo de experimentacifn;noe indica 1a necesi  de oonti~-
evtudiando su comportaxiento soporte par

Bmsedl] y mars otmas especies de xi Sel
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Ehizobium,adends de estudiar su supervivencia por perfodes de

almcemamionto adn nds largos.

Otro hecho que se obeerva o8 que la esterilizacién de los
soportes con rayos ganma o8 ¢l método que mejores resultados
aporta para la supervivencia de miorcorganismos del género --
Fhigobium,por 10 que & pesar de su alto costo,ss recomendable
Su usSOo,ya que las ventajas que reporta,superan 00D Creces es-
te inconveniente.

Todo 1o anterior indica que se dede continuar la bdsqueda
de teriales orginicos de desechos agrfcolas,frutales,da jar
dfn,eto. que sirvan como materia prime pare la eladoracién de

compoetas que rednan caracteristioas similares a las de la

¢ CII que redne cualidades suficientes pars ser consi-

derada uwn posible sustituto de la turbes pars la elabdoracién -

de inoculantes de 1 Y @ oneo de utilisar

e sustitutos 4s la turbe se esteriliser comn ra-

yoe grandes vol de spaze poder asf abatir
los costos dal procesc de esterilimscién y que ¢l producto f3
aoccesible y de eali
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8.~ Resdmen.

Se examiné la supervivencia de las cepas de Rhizobium
phaseoli 136 M,137 FX y 139 Mi,durante 45 dfas en dos sopor-
tea orgfnicos preparsdoe con dos compostas de distinto origen,
para conocer su potencialidad como posidbles nusvas fuentes de
sateria prims pars la elabdormcién de inoculantes para legumi-
nosas,conparadas oon la turba,que es ¢l material ques se bt --
usado coméinmente oi-o soporte. Una de las compostas fue pre--
pareda & partir 4¢ basuras induatrializadas en ia "Planta In-
dustrizlisadora de Desechos S&lidos ™ del D.D.P. (CI) ¥y la --
otra se elabord a partir de desechos agricolas y de jardin --
(CII); 1la turba se obtuvo de un deplsito localizado en la -
Cuoenoa del .

Ias musstras de compostas (CI y CII) y la turda se divi--
dieron en d0e lotes,el primer lote se esterilisf com rwyos --
oumt ¥ el segundo lote ee 2234 24n gsigrilizar,antes de la -
inoculacidn de estos con las cepas de Ehisobiuym phasgoli.

En 1la turbe y la composta CII estériles,se obtuvieron -
crecimientos excelentes de este microorsaniamo,no asf en la -

composta CI que mostrd un descenso notable en la poblacifn --

microviolégica.
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De todos los soportes sin esterilizar,sélo la turba man--
tuvo altos niveles de rhizobia durante los 45 dfas que com---

prendif el perfodo de experimentacién.
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PLANTEAMIENTO ESTADISTICO

El experimento que se ha presentado en la seccifn anterfor inve
lucra 4 factores de interés:

1) Soportes con 3 niveles.

11) Cepas con 3 niveles.

111) Esterilizacibdn con 2 niveles.
v} Tiempo con & niveles.

As{ pues, en principio un modelo que podrfa haberse empleado es
un modelo con 4 criterios de clasificactifn. Sin s=har—s tozonds oo
cuentz el ntmero de niveles de cada uno de estos factores se puede
observar que un modelo de este tipo requerirfa 72 unidades experi-
mentales por cada repeticifn y necesariamente tendrfan que efectuar
se al menos 2 repeticiones lo cual implica gue ningfin caso podrian
enplearse menos de 144 unidades experimentales (u.e.).

Habiendo discutfdo este aspecto, resultd claro que tal magnitud
en el ntmero de unidades experimentales era absolutamente prohibiti
va, debido en particular, a la disponibilidad del aparato de esteri
lizacién 2sf como el material y espacioc en el Laboratorio.

Como alternativa ante esta situacifn se decidif explear un mode-
1o en parcelas divididas con 3 criterios principales (Soporte, Ceza
Yy Esterilizacifn) que forman las parcelas y uno mfs (Tiempo) que las
divide en Subparcelas. Bajo este esquema, de una misma u.e. se ob-
tendria el material para los muestreos de 0,15,30 y 45 dfas reducien
do de este forma el nlmero de u.e. necesarias. De hecno, empleando
3 repeticiones, como fué el caso, el nfimero de unidades es N3INX3=54,
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con el cual sf{ fue posible trabajar. El precic que se tiene que
pagar por el ahiorzo en u.e. al pasar del modelo con 4 criterios de
clasificacibn al modelo en parcelas divididas es que ya no todos

los efectos podrén ser analizados con la misma precisibn.

En este

caso, los efectos del tiempo son sometidos a un ex&men mas preciso

que el resto de los factores.

Sin embargo y en virtud de la sospe

cha previa de que existe interacifn entre el tiempc y los demfs fac

tores, este efecto podrs ser evaluado con suficiente precisién para

decidir si se puede proseguir el anflisis de los demis factores a
lo largo de los 4 diferentes perfodos de almacenamiento de manera

conjunta o es preferible conducir un estudio por separado para cada

tieapo.

El modelo en parcelas divididas que se emplef se puede represen-

tar como sigue:

Y yxim

=l+pi+l

J-t 'x" 7.+ (n).ﬁﬂp ”n“ (M)n

+ (-B)n-r (rnnﬂﬂﬂni- (a By} +(p-ﬂ)iu+ (pay)

ijl
+ (pﬂﬂm+ “’"’"i;n‘ l‘+ ( pé Y igt (-na_+ ee),

m

+ (), ¢+ “’"’13-* Cré) .t (p78),, + (= BS)JH
+ (-vS)Jh+ w-mn_+ (‘"""anr.* u-st)“h

+ard) o+ BP8) 0t i

ea donde Y11k1 es el nlimero de organismos vivos por gramo en la

j~Ssima repetici€n, del m-€simo muestreo, en el régimen de esteri-
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1izacién 1 en la cepa k y el soporte j.

£ es una media genexal.

#; xeprasenta el efecto la i-&sima repeticifn; ie=1,2,s
«, el dal j-&simo soporte; j=1,2,3

‘I-. el de la k-ésima cepa; k=1,2,3

T el del l-#simo tratamtento de esterilizacifa;ls=i,2
5. el del m-&simo perfodo de almacenamiento; m= 1,2,3,4

Bi 3kl es un término de error aleatorio que describe la vartaciéa
entre las diferentes observaciones y los demfs términos se represen

tan los difsrentes efectos conjuntos ds todos los factorss bajo es-
tudio.

La tabla de Anflisis de Varianza que se emplea para analizar los
xesultados de este modelo es la que s presenta en el cuadro 1 del
apéndice. La forma de proceder fuf examinar los efectos conjuntos
pars dsterminsy =f =00 significatives en cuys casc se fiian los nd-
veles del factor de menor interfs, para proceder al anflisis de los
correspondfientes subexperimentos a través de modalos nsuales de tres
criterics de clasificacién en donde a su vez, lo primerc que se exa
mina son los efectos conjuntos para decidir si se continua la subdi
visifn a modelos de dos criterios y finalmente a modelos de un solo
critexio de clasificacién. En cualquier caso, las comparaciones -~
mltiples, cuando fué necesario realizarlas, se efectuaron con la
tcnica de Scheffé.
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TABLA 1, AMMALISIS DR VARTANZA,
PUESTE DE  GRADOS DE LIBERTAD SUMAS DE CUADRADOS
VARIACION 2
!i (1‘1) £Y§ *seons - T

ixis
”‘ (‘-1) —zt sses s - !

1xln
c‘ ("1) £!!:..°..2 - ,

1jlm

5 —

01 ‘1‘1) £ 5 sensaass -3

15km
(E™)1) (1-1) (3-1) "1"2”
(BC)ik (1-1) (x-1) ~P, =P, +? T
(RG)11 (1-1) (1-1) S;"’;"’;”
(7e) 3k (3-1) (x-1) q;rﬁ}ot
(we) (3-1) (1-1) 2,;:2-9‘02
(ca)xl (k-1) (1-1) Si-l':-rlﬂ
(Wes) yx1 (3-1) (x-1) (1-1) 'fql&f’i”:”i'
(RFC)4i3x (1-1) (§=1) (k-1) .?ﬁ :z-c !.r! orior:-r
{(93)131 (1-1) (3-1) (1<) .]ﬁﬁii"l"iql"
(RCG) i1 (1-1) (k1) (1) B,Q,Q,<QeoP, o2, o0 -2
(B908)iik1 (4~1) (3-1) (k-1) (1-1) ’1"2"3"1"4“'1“‘2’“3"'&

oqual-ti-rz-rl-r
2

% (=-1) ZY ceces’ -2

13x1
(RT)im (1<1) (@=1) q‘l"]";"
(2)in (3-1) (=-1) °a"g":”
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TARLA 1. (continuecidn) .......

(CT)im (k=l) (m~l) QQ-P: -P,a-t

(GT)1m (1-1) (m-1) Q]B"I"!'!
()i (1-1) (j-1) {a-l) lﬁ-ﬁ.’-ﬁeé! 0?: 0-?2-!
(RCT)ilm (1<1) (k-1) (m=1) ﬁ-ﬁ.,-%d! o!f!,-!
(RGT)i1a (1-1) (1-1) (m=1) .J'SIQI-Q! gor! *»? ‘¢P’-!

(7ce) jm {(3-1) (x-1) (@-1) '8444045”1”:":'!
(Pe2) §la (3-1) (1-1) {(m=1) ‘94!L°!fln'ri"l°’f'

(CeT)klm (k-1) {1-1) (m-1) :Jnfi'_qi"‘m”}"f_’:"
(Fcor) xia {3=1) (k=1) (1-1) (m=1) sz-l.1 "9"10“4“5’%"
ng«a] E-Pa-rz-r 4-31

(Rrte)ism  (4=1) (§-1) (k-1) (m-1) 83-R,-Re-B.-Ry 0Q, +Q, 04,

Q4«qaoqg-r!-ri-ra-p=.r _
(Wer)1jlm  (1-1) (3-1) (1-1) (m-1) 3‘4’-5-9.,-!99@1&3%7*
q.i‘_qif! E"I -ri-r I"i"
{RCGT)iklm (1-1) (k-1) (1-1) (m-1l) ss-l‘-ls-l.rlmoqzﬂsoq.lﬂso

0905 E.?] -P: -P ‘-Pﬁf

(RP0eT)ijklm (1-1) (3-1) (k=1) (1-1) L4 o o g .3
{(m=1) 10 12 ]3 ‘ 55
= .1. 2014- 2?1-!
EEE T

e ? -

T0TAL iikla-1
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0 dias

15 ¢ian

30 dias

45 dfes

ARALISIS DE Vall.lil. 03 ICS SOIGGT ..

CIA 16 A SSRIR Y

KEDIA G SA DZ CUADRADCS
15200 20725666.66
20594. 44 1293140555.6
20228, 33 1606222116, 7
19587.222 1624737605. 56

7 = freousmeia,

P = nivel de signifiosncia descriptivo.

CUALHADOS b WIOS
10363333.33
646570271.8
803111058, 35

812358802.79

GEiDOS D8 LIBARTAD P

2

4.0133
2445.0137
1661, 7332

1038.1268

0.075

0. 0005

o.m



TARLA ). ARATISIS D Vadlolas 2+ Lu. SO T .

cas 1 oA LI

MEDTA OENERAL SMA D. CUADRADOS CUADRADOS MLEDIOS GitaDOs Ur LIB-RTAD 4 P

0 dfas 14283. 33 49T15000.01 24857500, 005 2 8.5056 0.0175
15 das 9902, 78 1588009405. 56 794004 702. 78 2 1560.6961 0.0005
30 &ins T244.28 823431257, 721 411715628.86 2 10243.8551 0.0005
45 dine 5118, 22 395279350. 221 197639675.112 2 5047.4116 0.0005

»? = freocusnoia

P = xivel G¢ signifiocancia descriptivo.
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TANLA 4.

O dfne

15 afas

X dfas

45 dfas

MEDIA GENERAL JMA DR CUADRADOS

iB494.44
17600. 67
17568. 33

17050, 54

¥ = freommmoia

ANALISIS DE VARIARZA DE LOS SOFORT IS.

CEFA 137 ™ 38RIZ ¥

355840555. 6
1343822550.03
1363917050, 02

1281987270.25

¥ = nivel de 2ignifiosncis descriptivo.

CUAL 14 0S WEDIOS
119320277.8
671911275. 015
681958525, 01

640993635, 126

GILADOS

D3 LIB:ATAD

4

430.1632

T48.6407

371.1288

340.13965

0.0005

0.0005

0, 0005

0.0005




TARLA 3. ANALISIS DB VARIANZA D5 10S SOPORTES,

CEPA 137 M SERIE SE

TIENTO MEDIA GENERAL DB CUADRADOS CUADRADOS MEDIOS GRADOS DX LIBERTAD ) 4 P ]

0 afas  13488.89 599143888, 92 299571944, 46 2 349.355 0,0005 '
15 afas  8305.00 795021116, 66 397511558, 33 2 5498,2963 0,0005

30 dfas  5607.3) U3IBM43M.500  172632217.25 2 2094,9295 0.0005

5 afss  SUTH6 343009838.206 171504919.103 2 1137,8669 0.0005

7 = froemsmsis

P = nivel do signifieancia desariptive,



0 dfas

15 dias

30 &fas

4S5 dfas

1216.67

19261.11

20943.

17625. 72222

7 = frecusmsia

ANALISIS IE VARIANZA DE 10S SOPORTES.

CUADRADOS  CUAIRADOS NEDIOS  GRADOS DR LIBZRTAD

264255000, 02
2U13510555. 56
1792623305, 59

174585582.05

P = nivel da mignificancis deseriptivo,

CEPA 139 M SERIE)

132127500.01
706755277. 78
8963117521795

872927913. 025

2

2

97.2121  0.0005
1454.048  0.0005
1828.7826 0,000%

2825,8668 0.0005
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TANA 7.

0 afas
15 dfas
30 dise

43 4fas

ARALISIS DE VARIANZA DB 103 SOPORTES.

135037222, 226
1325798005. 56
T12661755.554

370270070188

P = nivel 4o significsnsia dsecriptive.

CERPA 139 M SERIE SB.

67543611, 113
6631399002, 78
356330877. 117

185135039.094

2

CUATRADOS MEDIOS @RADOS DE LIBERTAD |

110.5762
36467.1322
25984.0527

504.0849

0. 0005

-0.0005

0.0005

0. 0005
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