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1.- Introducción. 

El crecimiento de la población y osabioe en los bébitos 

alimentariomomapailado del crecialento económico han oca—

sionado que la demanda de ooseebas agronómicas sea mis del - 

doble durante este arto de siglo. 

Is reciente escasez de fertilizantes nitrogenados y los 

altos requerimientos de energía para su manufactura,ban ooa-

s'opado un incremento en su precio de venta y causado un in-

terés creciente en la bdaqueda de alternativas en las temo-

logras que ~sana las coeechas del nitrógeno que requie—

ren para obtener elevados rendimientos. 

Por lo tantea* capacidad de las leguminosa, de fijar el 

mitrégimmlatmoeféricoyouando se encuentran en simbiosis con 

microorganismos del género Ibizobluasno puede ser ignorada - 

ea la bdequeda de solanionee para incrementar la producción 

de alimentos a bajo ceetoweon as ahorro considerable en fer-

tilizante, nitrogenados Undeen41975;oentenido en cita 22). 

11 MI:Bobina se proporciona a las leguminosas en forma ---

de inoculaste@ ympara ea prepassedén es necesario utilizar - 

as sopearte qua ~mai viable al microorganismo. La turba - 

es el webfeulo nds asado para la producción de inoculantes 
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comerciales de este tipodiero tiene la desventaja de que su 

calidad es variable dependiendo de la fuente da procedencia 

y sus depósitos no son abundantes en el amado (Pred,Baldwin 

ItioCoy,1932;contenido en cita 9). 

En Mido* existen yacimientos de turba que adn no ban al 

do estudiados y caracterizados son propiedad. la turba cuyo 

comportamiento se estudió en este experimentme extrajo de 

un depósito descubierto recientemente en la Cuenca del Lerma, 

por lo cual se desconooen sus propiedades como soporte para - 

la elaborasión de inoculantes. 

Ea base a este bocho se basen estudios e intentos de en-

«edrar sustitutos looales que tengan el poder de protección 

que 	la turbajama la sonsereasión ds la viabilidad de se-- 

tos nioreersanimaos. 

Los natezdales que se ban estudiado como posibles susti—

tutos som muy variadosey el dominador osada que los rige es 

malta csatidad de materia ergdnisa y su capacidad de reten-

ed& de beisedad. 

Oteado las ~postas un »rodaste resultante de la dogma--

dadnilaindMmida de la gateada anal o vegetal de desecbeese 

espesa de esta m oemportesdente Mallar al de la turbaidebt- 
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do a que esta «atina es un producto generado por la acumula-

oién de materia orada:loa en de/Antas naturales. 

La elaboración de las oompostas es sencilla y su costo - 

muy bajo,sl el proceso di elaboración es adeouadosel produc-

to que se obtiene es rico en materia orgdnioa y posee un al-

to indios de retozad& de humedad. Por estas razones se con-

sidera su potencialidad como soporte para la elaboraoldn de 

inoculantes de leguminosas en lugar de la turba. 
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2.. Objetivo. 

Tatudiar el posible uso de las compostas como soportes - 

en la producción de inoculantee de leguminoeaseen suatitu---

di& de la turba. Se utilizaron para este estudio comparati-

vo de la supervivencia de tres cepas de Rhizobium Ihaseoli ; 

dos ~postas yema turta,observando su comportamiento e in-

temo:dones con las cepas de entes microorganismos. 

Comparar los beneficios que reporta la esterilización de 

loe soportes con rayos gamma. Este tipo de esterilización es 

con el objeto de eliminar a loe microorganisaos existentes - 

en estos materiales y que pudieran alterar la natalidad del 

Rbizobluz durante el periodo de almacenamientoppara lo cual-

se ideó separar las nuestras en dos lotes;un lote irradiado - 

oso rayos gamma y otro lote sin recibir :dugón tratamiento de 

esterilización previo a la inoculación de estos con ftbizóbium 

EhMegie 

Pimalsente de acuerdo a loe resultado. obtenidoe,se plan-

tear/a ua modelo de trabajo oda las condiciones óptimas para 

la utilizad& de las ~postas como soporte en la elabora—

ción de insoulentee yasf poder utilizarlas como un sustituto 

local de la turba,eliminar los costos de importación que esta 
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ocasiona en los lugares donde no existen yacimientos y pro—

piciar en parte el aproveohaniento de los desechos agricolas 

y desperdicios ordnicos que se generan por el mounulaniento 

de basuras en las metrópolis. 



3.. CI-ETERAIIDADES. 
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3.- Generalidades. 

3.1 Antecedente,. 

Ice seres humanos requieren de amincécidos esenciales pa-

ra sintetizar ene protelnas.estos aainoécidos son proporoio--

lados por los alimentos vegetales y animales que consumen. 

Zas plantas para sintetizar sus aminotoídos necesitan mi-

trégeno,e1 oral toman de los compuestos presentes en el suelo 

que contienen nutrientes nitrogenados como el azonfaco y loe 

nitratos. 11 origen del ~Afano se encuentra en la degrada—

olén de la materia orginioa de plantea y animales presentes - 

en el suelo y los nitratos se obtienen por oridaeién del ano-

nado y el nitrógeno atmoeférloo durante las tormentas eléc—

tricas (Bri11,1979). 

1m mayorta de los suelos san deficientes en nutrientes nit 
trogemadoe debido a la deficiente teonologfa del uso del ene-

lo. loa necesidad que tienen los cultivos por vete elemento — 

domo factor inductor en la prodmooldn,haoe necesaria la agi-

o:molida de fertilizantes," sea en forma de nitrato de amomio, 

eree.enlfate de amazimitrato de potasicheto. lo que eleva - 

el rendimiento de granos en oereales,leguminoeas y oleagine—

ass,y en el caca de °altivos forraleroe aumenta en rendiste». 
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to y contenido de proteínas. 

la la elaboración de los fertilizantes nitrogenados la --

materia prima principal es el ancniaco,la mayoría de las ve-

ces y este se obtiene por el proceso de Haber-Beoda que con--

vierte el nitrógeno atmosférico en aaonfa** bajo condiciones 

de alta temperatura (183200) y alta presión (200 ata.) en ---

plantas industriales con capacidades de utilización de 1000 - 

tens. de nitrógeno por día equivalentes a 1285 teas. de amo—

niaco (Deuglas.1975). la mayor parte del costo de su sanufac-

tura es la inversión,que en 1975 fue de 100 aillone: de dóla-

res enana planta con capacidad de 1000 tons./dia,esos oestes 

aumentan por el bembo de que en los paises menos desarrolla-- 

dos esas plantas operan por lo general a la mitad de su ca--

paoidadily aleada la transportaolón.almacenamiento y la aplica 

albino son los adecuados (Hardy & flayelka,1975). 

se ba calculado que para finales de este alelarse rimo:e--

rizón anualsode cerca de 200 X:106 toneladas métricas de fu 

~antes nitreganadomiendo que en 1974 se usaren 0 1:106  

toneladas de fertilizantes nitrogenados con un valor aproxi—

mado de 8 billame de alares centra lea 3.5 1 106  toneladas 

qm. ~roa "Me baca 25 anos (judsen,1979;contonido en el-- 
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ta 22). 

Las oosechas de leguminosas,para un alto rendimiento re--

quieren metro veces mis nitrógeno que las ~sobas de oerea-

les,razón por la cual su necesidad por fertilizante* nitroge-

nados es mayor. 

produoción mundial de gramos de leguminosas es aproxi-

madamente de 115 2:106 toneladas aumales,slemdo el frijol so-

ya la mitad de esta oantidadlseguida -por la de cacabuate,fri-

jol y chícharo. IIn cultivo de grua importancia en América La-

tina es el de frijol (Pbaseolus vulearis L.) en doade,se pro-

duce alrededor del 23% del abastecimimato mundial (P41.0., --

1974;couteuldo en alta 21). 

nh México se producen 420000 toma. de soya y 915000 tono. 

de frijol amueles (S.A.G.,1974iosetemido ea cita 36). 

Para dar un ejemplo sobre la importancia de las legamimo-

eme em la elimmmtaolém,se ba hecho mea comparación del conte-

nido de proteínas de la soya y el frijol con otros alimentos 

de consumo humano (Iamda,1973;oomtemido em cita 13). 

Soya 33 - 42% 

?rija 2$ 

Carne de res 19% 
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Huevo 12% 

Harina de trigo 10% 

Arroz 6.7% 

Leche 3.1% 

las leguminosas en general son una fuente importante de - 

protefnae en doe formas* 

1.- Para el consumo directo por humanos en paises poco dl 

*arrollada'. 

2.- Para la alimentación de animales (egnado de engorda) 

en loe paises oda desarrollados. 

Establecida la importancia de loe cultivos de leguminosas 

y dado el hecho de que el costo de los fertilizantes nitroso- 

magos es os& vez ada alto,la alternativa a la producción de 

fertilizantes nitrogenados ee el desarrollo de una tecnología 

~aproveche la !Pacida biológica del nardeeno atnoefdri--

*momo es el uno de la relación IhisChilmaiaoduminoma. la la 

simbiosis cada socio *e inefectivo en la fijación de 'lardee-

n* casado evitó colo en ea medio ambiente noraal,pero se efeo-

tivo ea la relamida simbiótica (Hr111,1979). 

Teta relacióa elmhiétioa abisoblarlegurincelbee estila - 

que contribuye esa 40 l: 106  toneladas de nitrógeno anualmente 
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a la producción de granos de letra:Linos:u (Judson,1975:conte--

nido en cita 22). 

Indudablemente que el desarrollo de la tecnologia que la-

crescate esta cantidad de mit:4mo proporcionado a las cone-

cbamemi una llave que abrird ise perspectivas de un layar - 

rendimiento y por lo tanto la posibilidad de aumentar la pro-

ducción de alimentos a menor costo (Hardy & Havelka.1973). 
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3.2 Características del género 'thizobtua. 

las bacterias del género Rhizoblua, pertenecen al orden --

de los Eubacteriales y se caracterizan por ser organismos ae-

robios estrictos que producen nódulo. en las raíces de las le 

guminosas. 

Son bastoncillos de 0.5-0.9 na.por 1.2-3.0 na.,ocadneen- 

te pleoaórficos bajo condiciones de crecimiento adversas,a aj 

nudo contienen grdnnlos de poli-11- hidroxibutirato.los cua—

les son refractarios bajo contraste de rieses. tiñen con Sa-

lía IregroHyson solubles en cloroforso. 

Son adviles,se desplazan por dos a seis flagelo. peritri- 

ces o por 'un flagelo polar o subpolar,no producen esporas y - 

sea Gasa negativos. 

Crecen malla:tos con oarbohldratos y él crecimiento va -- 

~palado por una copiosa producción de polisacdridos extra» 

celulares. 

ela metabolismo es respiratorlooel oxígeno aolecular es el 

aceptar final del electrda terminal. 

Do prshamall-estoglioóeldos (Bermaerts & De Ley,1565:com. 

temido en cita 5). 

Yo preste.. licuefacción de la gelatina o la liada mi lea 

~mete después de una incubación prolongada,la caseína y el 
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agar no son hidrolizados. 

Producción escasa o nula de 11.23 sobre el medio de agar --

sulfuro de bismuto. 

las colonias son incolora* o de color blancas= ezcepai2 

nes de las colonias rosa a rojo producidas por cepa* de rhizo 

bia que infecta a lootononie bainesii. 

Utilizan un anglo rango de carbobidratoasin formación - 

de gasepero no hidrolizan a la celulosa y el almidón. 

las sales de amonlanitratos y anchos aminacidos pueden 

servir como fuentes de nitrdgeno. Algunas cepas crecen en un 

medio simple de sales mineraleaccateniendo sdlo vitaminas de 

un hidrolizado libre de =estimo:amo ónice fuente de carbón y 

nitrógeno. Algunas =pes requieran vitaminas sollhles enagua. 

Aunque su metabolismo es aerdbleaa menudo son capaces de 

producir -un excelente crecimiento bajo tensiones de oxigeno - 

menores de 0.01 ata. (Tilson.1940:oontenido en cita 5). 

1* temperatura óptima para su crecimiento es de 25-30°C - 

Y él PE de 5.0-8.5. 

Los miembros de este género característicamente son capa-

ces de invadir loe capilares de las ralees de las plantas le-

guminosas (l'anilla liegexinosae),e incitar la produocida de nd 

dulce en la raiz,donde las bacterias penetran forzando 
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Montee intracelulares. Todas las bacterias auestran un remi—

so de afinidad por su huésped (especificidad por huésped). 

Las bacterias se presentan en los nódulos bajo formas ---

~méritos& (baeteroldes),encerradas solas o en pequeños grA 

pos donde la planta produjo tacos sembranosos. Los baoteroi» 

dee son los responsables de la fijaolén del nitrógeno soleen-

lar en formas combinadae utilizables por la planta huésped. 
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3.3 Conservación y control de calidad de las cepas 

de Shisobium para producción de inoculantes. 

las cepas de Rhizoblua que se usan para la producción de 

inoculantee de leguminosas deben ser altamente "efectivas"; -

esto emapaces de formar con el huésped una asociación que - 

fije nitrógeno y lo proporcione al huésped en forma asimila--

ble;debe ser también suficientemente winfectiva' y tener ca—

pacidad competitiva. Por infeotiva se entiende que una cepa - 

tiene la propiedad de nodular un alto porcentaje de plantas a 

las cuales es aplicada. Si esto courre en un suelo que contil 

ne otras cepas de rhisobla capaces de nodular el Will20 hués—

ped,dependerd de la capacidad competitiva de la cepa en la --

rbrósféra de la leguminosa y esto es importante cuando una 02 

pa nueva ea inoculada en un suelo que siempre ba tenido una - 

alta población de cepas nativas de rbisobia. 

Par lo tanto el criterio para seleccionar una cepa para - 

la producción de inoculaste* se basa en la capacidad que pre-

senta para fijar el nitrógeno ea pruebas de mapa tan bien 02 

mo en las condiciones de invernadero. Supervivencia en él mi 

lo en presencia o ausencia de plantas huésped (C)atelpGreen--

wood & Parker4968icomtenido en cita 10)4010~41én de la - 

rizósféra y capacidad para competir con las poblaciones de -- 
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rhisobia que se encuentran en forma nativa por la formación - 

de nédulos en el huésped (Ireland & Tineent,1968;contenido en 

cita 10) y especificidad por el huésped (Gibson & Brockwell, 

1968;contenido en cita 10). 

Sin embargo la capacidad del Rhisobiup para fijar nitré--

geno en simbiosis con las leguminosas se ve afectada si no se 

observan promisiones en su eonservacién y su manejo. 

bis métodos de conservacién de los cultivos de Rhisobium 

més coménmente empleado» son: 

Cultivos en altar inclinado. 

Cultivos en medios con agaroubiertos con parafina. 

Liofilisaolén (desecado en frío y al vado). 

Cultivos desecados (método de las perlas de porcelana y 

suelo desecado). 

lee pepas de Ihisébium pueden ser aplicadas como una sus-

penal& de un cultivo puro desarrollado sobre maromo. fre-

cuentemente en medio liquido, bien puede ser euministrado --

mezclado Latinea/ate can un portador gélido (suelopturbasamm, 

els suelo-turba o suelo altamente organizo). El anal puede --

haber sido,o no, esterilizado previamente (Tincent,1975). 
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3.4 Inooulantes. 

La práctica de inocular semillas con cultivos artificia--

les de rhisobia data desde 1896 (Toelcker,1896;contenido en -

cita 38). 

En este periodo inicial,e1 método conaistia en suspender 

en agua un cultivo de bacterias desarrollado en medio sdlido 

a base de agar,esta suspensidn se usaba entonces para impreg-

nar el suelo directamente o para inocular las semillas. 

También es posible inocular sucesivamente las semillas --

de leguminosas usando cultivos en agar,liofilisados o culti—

ves en turba (ko Ileod & Boughley,1961;oontenido en cita 36), 

la éltima terma proporciona algunas ventajas sobresalientes, 

en las cuales se incluye el hecho de que brinda una mayor prk 

t'acida para los rbisobia cuando estén en contacto con ferti.1 

11santss ~dm (Vimoent,1955;oomtemido en cita 38),aummmta - 

la supervivencia del microorganismo sobre la semilla (Reu4b—

leyedato no publicado) y mejora la viabilidad por »dio del -

escalado de las semillas (Shipten Parker,1967tocatimide ea 

cita 38),dete atisbo adtodo se aplica ea los casos ea que la 

germinaolea puede ser tardía o el pi del suelo no es favosa— 

ble. 

La calidad de los Inocula:atm de leguminosas depende del 
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ndmero de rhizobia viable que contenga y de su efectividad --

para fijar nitrógeno en asociación con el huésped. 

81 las leguminosas se establecen en un suelo en buenas --

condiciones y libre de otros rhisobia ose requieren 100 rhiao-

bia por semilla para proveer de un nivel de inóculo satisfac.: 

torlospero donde bay un gran rubiera de rhisobia inefectivos - 

y/o las condiciones son adversas para la supervivencia .del --

Rhisoblemose requieren ndmeros que excedan el 106  microorga--

mimes ~semilla (Roughley,1976)• 

la elección de cómo preparar el indculo depende de algur. 

nes factores tales como: 

a) Magnitud del pedido: Los cultivos en asar presentan 

memos dificultades cuando se los prepara en pequeñas cantidad-

¿muero san menos aptos para la producción a gran escala. 

b) Consideraciones de organización: 8410 es posible uti—

lizar veldzenes gro dee ele incculantes líquidos en forma inal 

dista y en un lugar ~camama cultives en turba o similares 

san especialmente adecuados pana su distribución a largas din 

tamehas y para =almacenamiento prolongado. 

o) la disponibilidad de los materiales.que es lo que de--

termina el tipo de portador. 

0 El 6nfimis pasito en que el producto final esté libre 
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de contaminanteeppor ejemplatoultivoe puma sobre agar,turbas 

esterilizadas comparadas con las no estériles. 

e) la importancia de la supervivencia del microorganismo 

sobre la semilla inoculada,por ejemploela superioridad de los 

cultivos en turba frente a los de agur o liquidas y la pobre 

supervivencia de los cultivos liofilizados (Vincent,1975). 

3.5 Generalidades sobre la turba. 

La turba es el soporte universal usado en loe inoculantee 

omaerciales para legueinome en los Mimos 50 ~no se ea 

*matra en cualquier parte del mundosy donde la hay.ee de un 

valor que- puede variar, en su uso, coso una base para inoculan- 

tes. 

la turba se forma en climas hdmedoe y resulta de la &en—

malecida y deeoompoeicidn parcial de depdeitoe vegetales que 

se ben conservado bajo condiciones de escasa aereaoidn en los 

remansos de loe lagmbeetanquee y pantanos. 

11 acumulamiento de plantas del género Spbaennmsee proba-

blemente su forma mds *amén y ~el compuesta por mote de 300 - 

especies de plantas del orden de loe Sphagnales,comprendiendo 

la familia labagmaceae. 

Rete tipo de plantas se forma en diversos tipos de pante- 
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:cuy{ in-2111:i -ioz en IreI del Norte de Europa,Asia y América, 

también existen dep6sitoa en las regiones Antárticas. 

Su composición química revela que contiene alrededor del 

11 de nitrógeno;el fósforo y el potasio se hayan alrededor --

del 0.1%pas altamente ácida con un pH entre 3.0 y 4.5. 

La turba incrementa la capacidad de almacenamiento de ---

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

suelos de textura arcillosa. 

3.6 Generalidades sobre la coaposta. 

Una composta es básicamente una masa de materia orgánica 

hecha a base de desperdicios vegetales que es degradada por - 

la accidn de microorganismos,e1 resultado de esta accidn es - 

un material aigajoso que cuando ea agregado al suelo sirve co 

no acondicionador del mismo. 

9u elaboración se hace frecuentemente apilando el mate—

rial orgánico por mapas alternadas de desperdicios orgánicos 

y estiérool,formando pilas de 3 a 4 metrompeogWatRidas Y m—

eladas con cal y alguna sal de potasio.tal como el *olfato o 

cloruro. %apode de martas semanae,dszente las cuales se ba - 

eomservalo la humedad por apilan/enes de agua,se corta con - 

un azadén y se voltea para formar una nueva pila en la cual - 
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lan distintas sustancias del contenido son mezcladas lo más - 

posible,pueden ser volteadas varias veoes para acelerar la --

ieecomposicién de los materiales que la ooaponen. 

La diversificación del uso de las coapostas contribuye al 

aprovechamiento de loe desechos sólidos orgánicos generados - 

en las metrópolis y en el campo. Actualmente en el Distrito - 

Pederal,la industrialización de los desperdicios orgánicos se 

realiza en la "Plante Industrializadora de Desechos Sólidos" 

del Departamento del Distrito Pederal,para obtener un produc-

to denominado "Rico Suelo" que se recomienda como fertilizan-

te de plantas de ornato. 

Loe beneficios que reporta el uso de las compostas como - 

acondicionador de suelos son; mejor agregacieutenriquecimien-

to de nutrientes,aumento de la porosidad y retención de la ha 

sedad. 

3.7 Sustitutos de la turba. 

Las comparaciones entre loe inoculantes hechos con culti-

vos lfquidos y los que tienen como base la turba,deuusetrau - 

que es any superior esta dltima en cuanto a capacidad para --

v&ntener viables a los rhisobia (Pellers,19180imeatetbeep-. 

au k Donovaa,1962:Broekvell & Phillips,1965;Burtan & Ourley, 
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1965;7incent,1968;contenidos en cita 42). 

Los cultivos líquidos muestran ausencia del poder de pro-

tección que dd la turba a loe rhiaobia sobre la semilla des—

pués de la inoculación. 

las dificultades para disponer de la turba en algunas par 

tes del aundo,han propiciado que se realice la bósquedm de --

sustitutos locales de la turba. 

Dichos sustitutos son; suelo altamente orndnicopsuelo en-

riquecido con nutrientes,tsles coao,harina de alfslft,paja ai 

lidaplevadura y sacarosa (Jensen,1961;contenido en cita 42), 

carbón vegetal (Redlin Weeton,1948;contenido en cita 42),a1 

gunas variedades del carbón mineral como la antracita y la --

lignita,suplementados con bentonita,vermiculita,harina de ---

maiz,sacarosa y extracto de levadura (Paczkowsici & Berryhill, 

1979). Otros materiales que han recibido atención como poai--

bles soportes para rhizobia son;e1 aserrín desoompuesto,ver—

mdeulita,perlita (Fred et al.,1932;9incent,1965;contenidos en 

elite 42),eoaposta de Mimara de arroz (Bonnier,1960;contenido 

en cita 42),roca fosfórica molida (Date,lato no publicado). - 

composta de *boira de oeté (3abbe Raohdato no publicado).~ 

poeta de mazorcas de mis (Wood,1937;contenido en cita 9),be-

gazo de vaga de avahar (ielderman,1971;contenido en cita 42). 
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Muchos de estos soportes requieren ser enriquecidos con - 

nutrientes (harina de soya g harina de alfalia,harina de mis,-

bentonita,sacarosat extracto de levadura,etc.).con resultado* 

satisfactorios la mayoría de las veces y aunque no se ha en—

contrado un sustituto que iguale las ventajas que proporciona 

la turba,se advierte también que existe una gran variedad de 

materiales que podrían soportar satisfactoriamente el oreci—

miento de los rhisobia (Strijdom & Deachodt,1976),ademds del 

hecho de ser materiales que se obtienen con ad* facilidad que 
• 

la tarbaolo que loe hace aceptables para la elaboración de --

inoculantes de leguminosas. 

3.3 ?ratas:Lento y preparación de los soportes. 

la producción de inocule:ates puede ser dividida en cuatro 

partes; una de ellas es la recolección y preparación de los - 

soportes; la segunda el crecimiento del inhoulo en un medio - 

de cultivo liquido; la tercera es la muela del cultivo liqui 

do con el soporte y la cuarta parte es el empacado adecuado - 

del cultivo. 

la naturaleza del soporte y su tratamiento previo afectan 

la calidad del inoculante (Roughley & Vincent.196?). 

La mayoría de loe ~hitos de turba son muy 'bitios para 
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ser usados como base para inoculantes,lo que hace necesaria - 

una previa neutralización a un pR de 6.5 a 7.0,con (CO3a 	tina 

mente molido. 

Si el soporte está binado al ser recolectado,debe ser dm 

naco y secado primero a temperatura ambiente y finalmente se 

ajusta su humedad hasta un contenido de 5% usando aire calien 

te seco y comprimido. Se debe tener cuidado de mantener la --

:eaperatura del soporte abajo de los 1000C,las altas tempera-

turas de secado restringen el desarrollo subsecuente de loa - 

rhizobla por la degradación tóxica de la materia orgánica y - 

produce calentamientos localizados cuando se humedece el so--

porte con el cultivo liquido (Roughley & 9ineent,1967),e1 so-

porte ya eeco debe ser molido hasta alcanzar un tamafio de par 

tioula que pase a través de un cedazo de malla 200,segón nor-

mas de la British Standard,las partículas gruesas producen 

apelotonamiento* cuando se impregna el soporte con el cultivo 

de IbizObiva  y se adhiere muy poco a la superficie de la *mit 

lla (Ronghley & Vincent,1967). 

B1 crecimiento de los rhisobia es ida abundante en sopor-

tes estériles que en los no estériles (Boughley,1968),esta di 

termal* también depende del tiempo y temperatura de almaee--

naaiento. 
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Ice métodos de esterilimacidn de los soportes mis eemdm-- 

mente usados son; la esterilización por vapor a presión; la . 

irradiacién can rayos gamma y la esterilleaoldn con éxido de 

stilenoesiendo esta dltima limitada e incompleta (Strijdom & 

Desobódt,1976) y la mejor es la esterilizacién can ~incida, 

reporténdose una excelente supervivencia de los rhisobla en - 

la turba irradiada can rayos gamma (5.0 I 106  rad). 

*ate método es el que se usa para todos los inoculantes - 

producidos en Australia (Roughley,1968). 

Por otra parte,e1 material de empaque debe permitir el in 

terosáblo de oxfgeno,pero impedir el paso del agua,la litera-

tura en este aspecto es confusa probablemente porque los rhi-

sóbia tienen una pequefla,pero definitiva demanda de intercam-

bio gaseoso a través del material de empaque (Roughley,1968). 

los soportes ~fan en su capacidad para absorber la Mol 

dad,lo cual determina la ~dad Ihe cultivo liquido que debe 

ser agregada al hacer la inoculacdén. El cultivo se mezcla --

ola con el soporte hasta proveer va contenido de humedad da - 

45 a 50 en el paso de los soportes no estériles y de 60 pa-

ra los soportes esterilizados previamente. za supervivencia - 

de los rblacibla se puede ver seriamente afectada sa forma ad-

veras por enzima o debajo de estos limitesesdbre todo ea el - 
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caso d' los soportes no estériles (Rou~y,1968). 

dando el cultivo líquido ba sido absorbido e incorporado 

al soporte,se permite la maduraoién del cultivo por dos se~ 

nas,para rhisobla de orecimiento lento y de una semana para 

rhisobia de crecimiento rhddo,incubando a 28°C,la saduracién 

permite la disipaoidn del calor y reduce el crecimiento de --

hongos. El almacenaalento después de la miau:mida debe efec-

tuarse hasta donde sea posible • 4°C,se ba demostrado qua las 

altas teaperaturas afectan negativamente la supervivencia de 

los rhisobla en los inosulantee (Vineent-,1958;contemido en --

cita 39). 



4.-XATERIAIES 

IIITODOES. 
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4.- Materiales y métodos 

El desarrollo de la parte experimental as malteé en el - 

laboratorio de Microbiología IXperimental de la resultad de - 

Wide«. 

Los materiales utilizados como soportes.gue se escogieron 

para este estudio somparativo.el cuál determiné su ~l'aldea 

para permitir y promover el oreolaiento de  'oblea" dos 

coup:ostia de distinto origen y una turba. 

Una de las completas se denominó "CP y estaba formada de 

desechos sélidos orgénioos (basurea) de la parte Norte de la 

Ciudad de Jdxioo,los cuales se procesaras en la Manta Indug 

trialisadora de Desechos Sólidos" del WD.P.,de acuerdo aun 

método propio (Roldia,1979). 

Ida segunda ee denominé uCIP y es una «aposta formada a 

partir de desechos vegetales agrícolas y de jardínakbrioada 

por medio de un proceso semejante al anterior ( a base de ma 

tener la humedad, tosa de los bancales y voltear), 0  hucha 

manualmente sin utilizar equipo industrial y en pegad" sem-

la (se procesaron 200 kg. de material orgánico). 

la turba recibió el signo 'Ti osa el cual se idemtlfloé a 

lo largo del experimento. Los yacimientos de turba sea asea--

san en ~Leo y los depésites existentes no se hese ~adiado 
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en detalle.la turba que se estudió en este experimento perte-

nece a un depósito descubierto recienteaente;su origen son --

los materiales resultantes de la descomposición parcial de al 

gas en loe remansos de la Cuenca del Merma. 

Ira esterilimacidn de los soportes se llevé a cabo en el - 

Centro de Estudios Nucleares de la UNAIGla fuente de irradia-

ción fue un equipo Gammabeem,con radiación gamma de Cobalto - 

&bel tiempo de exposición duré 1.66 horas con una intensidad 

de &fele de 3.0:, Megarads/hora,la dosis total fae de 5.0 Vega-

rads. 
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4.1 Determinación de las propiedades fisicas 

y qufmicas de loe soportes. 

1.- Determinación del pH. 

Pesar 50 gr. de muestra y agregar 125 ml. de agua desti--

lada,para tener una relación 1:2.5 muestrajáva,agitar duran-

te 5 minutos,dejar sedimentar y reposar 30 sinutos y leer en 

el potenciómetro el pI (Rchegaray & Ramfrez,1978). 

2.- Determinación del 5; de humedad. 

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

pesafiltro a peso constante.calcular el porcentaje de humedad 

por la fórmula 
AL-
-B  X 100, donde: 

lin peso del pesafiltro +muelo hdmedo 

B * peso del pesafiltro *suelo seco 

C * peso del peaafiltro vacío 

3.- Determinaolón del color. 

Colocar en cépoulas de porcelana dos porciones de 5 gr. - 

de auestra,humedecer una de las porciones. Determinar el co—

lor en la muestra seca y en la peda por comparación con --

las tablas "~sell*. 

4.- Determinación de la materia orgdniem. 

Se utilizó el método de Talkey & Black. Bate método se -- 
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basa en la oxidación de la materia orgánica utilizando el ca-

lor liberado por una solución de ácido sulfdrico. La muestra 

se trata con un exceso de efonte oxidante (ácido crér.loo).4. 

excedente se determinó por titulación con una solución valora 

da de eulflato ferroso (Jacksone1960). 

5.- Determinación del nitrógeno total. 

La determinación se hizo por el método de Xjeldahl. Bote 

método se basa en la oxidación de la materia orgánica con --

Laido sulfdrico,e1 cual se reduce a dióxido de azufre,segai--

da de una ~unción del nitrógeno a idn amonioeprovocada por 

el mimo dióxido de azufre. Después de alcalinizar la muestra 

digeridayel anoniaco se destila para determinarlo cuantitati. 

~ente por titulación con una ecluoión de ácido bórico al 

4% valorado (Jackson,1960). 

6.. Cálculo de la relación CAL 

Se determiné por la aplioación de la fórmulas 
" 	< l[.0 	Z 0.58 ; donde el valor de 0.58 es el tac-- 

2 ziar 

tor de Van Bemmelen (Jackson,1960) 

7.- Determinación de las cenizas. 

Este andlisia se hizo por ignición de las muestras en --

una mufla Thermoline a 800°C durante dos horas. 
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8.- Determinación de la capacidad de interovabio 

catiónico total. 

la capacidad de intercambio catiónico total se realizó .11 

por la valoración del ién potasio por flamonetrfa. 

Para hacer la determinación del lén potasio se lixiviaron 

0.1 gr. de muestra con NOM 1N y etanol al 96%,1as soluciones 

resultantes se desechan,despmés se agrega una solución de --

NH4OAc IX y pH 7.0..1 filtrado contiene el potasio que pasó - 

por intercambio (Jackson,1960). 

La determinación se realizó en un flanómetro Perkin-Elaer 

W.V. . Vis Spectrophotoaeter ; Colman 139. 

9.- Determinación de los cationes intercambiables: 

Ca ,Mg TE. 

Reta determinación se hizo por fleacmetría,utilizando el 

mismo equipo de la determinación anterior. 

Para prepararlas soluciones patrón se realizaron una se-

rie de diluciones con un contenido de 1000 ppa de le,Ci"y Me+  

Se mrepara 115 blanco en» /Azotan" todas lam mala" trim me 

encostraban en la determinación aztalitioa con excepción del - 

elemento a determinar (Jaokion,1960). 

Para elaborar las curvas standard se asignó el siguiente 
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esquema: 

Potasio Calcio Vagneeio 

Intervalos de trabajo 0-100 ppm 0-100 ppa 0-300 ppm 

Longitud de onda 	770 ni 	554 na 	370 ni 

la curva de cada elemento químico se hace graficando el 

% de emisién contra las ppm de las curvas de las soluciones e 

pitrén. 

10.- Determinación de fdeforo. 

11 método para determinar el fósforo de lar muestras se 

escogié de acuerdo al peí que tenla cada muestra w de este modo 

las muestras que tenían pH alcalino o neutro se determinaron 

por el método del bicarbonato de sodio de Oleen. 

Idas muestra' que presentaron pH etoido se trataron por el 

método de extracción ¿elda de Bray y Xnrtz (Manual de Opera—

ciones de laboratorio de la Planta Industrian:adora de Dese-

chos Sólidos del D.D.P.). 

11.- Determinación de la textura. 

111 método que se empleó para la determinación de la tex—

tura del suelo fue el de Bouyoucos,e1 cual se basa en la de-- 

terminaciónde la velocidad de sedimentación de las partícu—

la* que componen la muestra,una vez que ha sido elimlnada la 



materia orgánica y las sustancias eeaentantee (llehegaray & 

Aamfres.1978). 
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4.2 Identificación y características de cultivo 

de Rhizabiva phaseolk. 

Organismos: 

Loe experimentas reportados fueron hechos con tres cepas 

de Rhisoblulphaseolhprovistale por PERT/KRI,S.A. 

Origen: 

‘Bómero de la 

colección 

Lugar de Me- 

lamiento 

nuésped Referencia 

136 Pi 

137 1W 

1
139 PR 

Durango.Mex. 

Durengo,Mez. 

Australia 

Pbaseolus vulgaris 

Phaaeolus vulgeris 

~entes vulgaris CIAT 1 57 

4.2.1 Mantenimiento de los cultivos. 

las cepas de rhizobia fueron mantenidas en ;tedio de agar-

extracto de levadura manitol,cuya composición es la alguien,-

te: 1211PO4  0.5 gr.; Mg804.7 R20 0.2 gr.; MaC1 0.1 gr.; Maní--

tol 10 gr.; "(tracto de levadura 0.4 gr.; Agua destilada 1000 

al. Cuando es necesario un agente neutralizante se agregan --

3.0 gr. de CaCO3  por litro de ~dio. 

Todas las cepas fueron reseabradas y en pureza che-da --

una vez cada dos meses y se conservaran ea refrigeración a --

4°C. 
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4.2.2 Caracterissoldn de loe organismos. 

4.2.2.1 Tinoldn y morfología. Todas las pruebas se no--

varona cabo oon cultivos que tenían 7 días de crecimiento« - 

la Uncida de loe organisaos se hico por el método de tarea, - 

para la Uncida de gritados eudendfilos so utllisd una solu--

°ida de Sudán legro B y como odorante de tronzaste Barrada& 

4.2.2.2 Características de las bolonias. Se observó la -

morfología de las colonias en cultivos crecidos sobre agar 

tracto de levadura manitólodurante 7 días. Idas oaractertstl-- 

oas ounsideradas fueron 	 ,trsasparenoja.taaa-- 

Do 	la colonia y producoldn de gama. 

4.2.2.3 Característica* del desarrollo. 

1. Desarrollo *negar extracto de levadMaa ~ital. El - 

medio de retina para el °altivo de ~nada se el desear ea. 

traste de levadura manitol,pars la difereasiesida de les MI 

Mas de rbisobla de las de otras bacterias se agruma» al. 

de una soluolém serosa de Dolo Calva 1/400. Plagas oem eF 
te medio fueron 	e izo:abada. a 208,8mmarte 3 días 

y es observé su desarrolle. 

11. Desarrolle comedio de Ireekmdl y difiremoiacién de 
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111 medio de Brookeoll (Loxano,1975) tiene la misma °capo- 

eicidn que al medio de alar extracto de levadura nanital,sdlo 

la fuente de oarbono ha sido sustituida por lactosa para de-

testar la posible presencia de 
3cetogliodeldos. Flama con - 

este medio fueron inoculada* e incubadas a 28
°C durante 3 ---

«sepia rizal de loe anales ae agregan unas gotee de reaotivo 

de Benedict y se observa la reaocién después de una hora. 

iii. Tolerancia al PR. 
El pa de loe tubos omega? extracto de levadura nanitol 

fas ajustado después de la este:111~1én por la adicién de - 

Cl diluido estéril y de MOR 0.11 estéril. Loe tubos inocula 

dee borla lasetadm &mente 7 dime a 28°C y el desarrollo ob 
~Mal &nal de este períodos Loe valores de 

pa usados - 
fueren; pi • 4.0.5.0,6.0,7.0,84. 

iv. Pesarro.11o y amable de PR en taler &ama pepteas. 

la témela épties para este medio est Gluooea 5.0 
~coa 10 gr.; am 4' 15 gr.: agua ~tila" 1000 al.y amo - 
'andador pe egregia 10 al. de Plts»zu 

debraluarisol el 1% - 
ea eoluoléa aleoadliesoper litro de medio. Lee tebeo oca este 
uedio,spea 

	

	 este 
e incubadas a 30°0 durante 48 bereaepasa 

detestar la posible presa:ola itioroorgaatiaeo oentaairark. 
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tes de crecimiento rapido y cambios en el pH. 

4.2.2.4 Pruebas bioqufaimas. 

1. CrecimienIo en leche tornasolada. Tubos con medio de 

leche tornasolada fueron inoculados e incubados a 28°C duran 

te 4 semanas antes de ser examinados. 

ii. ?reducción da toldo guindan,» (H2S). llame con - 

medio de asar sulfuro de bismuto fueron inoculadas y se inca 

loaron durante 7 dfas a 28130.asepués de este período se exasi 

asaron para determinar la producción de H2S. 

iii. Actividad de la catalasa. Una gota de cultivo bac-

teriano se meció son una gota de paréala° de hidrógeno al - 

10% para observar la producción de mas. 

iv. licuefacción de la gelatina. Se usaron placas y tu-

bos con asdio de gelatina al 12%.los tubos inoculados fueron 

incubados a 28°C durante 2 meses ente* de ser examinados y - 

las plaoas inoculadas se incubaron a 28°C.sienao examinadas 

a los 14 dfas. 

v. Tolerancia al 1101. Ra las plaoas con medio de asar 

extracto de levadura manitol se incrementé la concentración 

de RaC1 al 2 y. 3%,3as placas inoculadas se incubaron a 2" 

durante 7 diasildespeds de los malos se exudad sok ersolielen 
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to. 

4.2.2.5 Utilización de carbohidratos. 

las tres cepas fueron probadas para determinar en oapack 

dad pera crecer en un medio que contiene un carbohidrato en 

particular como dnica fuente de carbono. Se probaron siete - 

carbohidratos diferentes; rafinosa eglucosmelulosa,fruetuo-

sa,inulina.xilosa y lactosa. las pruebas se llevaron a cabo 

en un medio banal de asar extracto de levadura.pero sin taza 

te de carbono y con el extracto de levadura reducido a la --

cuarta parte,como indicador se agregaron 5 ml. de ene soln—

el& alcohélioa de azul de bromotisol al O.« por cada litro 

de medio. Los carbohidratos se esterilizaran por filtración 

en filtro Seitseel medio se vacié en cejas Petri y se inocu-

ló con 1 ml. de una sumpensién bacteriano de 1 1:101 

bla/ml. Cuando el spirsolidificd se hicieron cuatro horada-

alones distribnIdas uniformemente con respecto a la orilla - 

de la caja. i cada cavidad se pusieron unas gotas de la **-

lucida de cada carbohidrato por separado;como fuente de *ere 

bonoelas planas aef inoculadas se incubaran en posicidn no - 

invertida ■ 2r3°C durante dos eemanaa,a1 final de las cual** 

se observé el desarrollo. 
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4.2.2.6 Propiedades de infectividad. Coida cepa fue pro-

bada con distintos huéspedes para determinar su capacidad pa. 

ra producir nodulaciern en su huésped específico. Se probaron 

cuatro tipos de leguidnosaal Glicina, 	líta.,Medicago sa--

Wall.,Pbaseolus, yolaaris L. y Trifolim reuma, I. las se--

ainse ~Puras como Hedicago sativa k. y Tritolium reme  

fueron sembradas en tubos y las semillas grandes como Glici-

312. 3113 LUZ. y Phessolus,  mullan  k. se sembraron en jarra* 

de Leonard,se utilizó cato soporte vermiculita neutralizada, 

saturada de solución nutritiva para plántalas de Jansen. la 

determinacién se hizo por triplicado con un testigo negati—

vo (Vincent.1975). 
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4.3 Producción de cultivos. 

4.3.1 Preparación del inéculo. 

FI inóculo se preparó a partir de una suspensión de un - 

cultivo puro de Rhizobiva pbaseoll en agaroque contenía ---

1 X 109 rhizobia/al..para hacer la suspensión se utilizaron 

10 ml. de una solución de sacarosa al 10%. 

rtla»Ar. 	hubo cbtenidc tula duspensión uniforme,se tuna 

firié 1.0 al. a cada uno de nueve aatraces bafleadme que aomL. 

tenían 100 al. de medio liquido para rhizobia (Pred,Baldwin 

McCoy,1932;oontenido en cita 38),cuy►a composición es la --

sipuiente: X2HPO4  0.75 gr.; Mg804.7 H20 0.4 mr.; co 0.4 

gr.; Extracto de levadura 3.0 gr.; Sacarosa' 10.0 gr.; Agua 

destilada 1000 al.; Id 6.8. 

Los matracas ya inoculados se colocaran en una incubado-

ra v 280C y con agitación de 175 rpa ~Late 72 horas. Se hi 

ciaron ensayos de parees del cultivo líquido cada 24 horas - 

para detectar una posible contaminación del cultivo. 

4.3.2 Control de calidad (cualitativo y cuantitativo). 

Los ~Metros de control de calidad fueran los alguien,-

tes: 

4.3.2.1 Control cualitativo. 
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a) Determinación del pH. Para determinar la presencia de 

microorganismo contaminantes productores de acidez o alcall 

nidad (pR menor de 6 o mayor de 8 son sospechosos). 

b) Frotis de Gran. Para la detección de microorganismos 

contaminantes Orem positivos,esporulados u otros con morfo—

logía diferente. 

o) Inoculación en asar peptonado. Para detectar algunos 

microorganismos contaminantes camunee que crecen abundante--

mente al incubar de 24 a 48 horas a 30°C. 

d) Desarrollo en amar extraoto de levadura manitol. Pa--

triar en tubos can agar extracto de levadura manitol adicio-

nado con, una solución de Rolo Congo 1/400,incubando a 280C - 

pana detectar microorganismos contaminantes de vivido desa--, 

mallo con oasaaterfatiaaa culturales distintas y/o absor—

ción del colorante. 

4.3.2.2 Control aaaatItativo. 

a) Recuento total de rhisobla. 11 recuento total se hizo 

siguiendo el método de estimación de la turbidez de la seca-

la de :1,cfarland (Kolmere1945). 

b) Recuento de rbizobla viables. 111 recuento se realizó 

ea cajas Petridara lo mal se hicieran una serie de diluake 

nos del indculo de acuerdo a la proporción 1:10 para contar 
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a las colonias de rhizobia. 

Cuando han sido revisados los controles de calidad y el 

resultado ha sido satisfaotorime puede considerar apto un 

cultivo para la inoculación de los soportes. 

4.3.3 Preparación de los soportes. 

Las muestras se secaron primeramente a la temperatura --

ambiental del cuarto de trabajo. El material ya seco se so--

lié en un molino eléctrico y después se taaizd en tasices de 

malla 200,hasta obtener un polvo fino de textura fina y uni-

forme. 

La turba por tener una pH ligeramente ácido tuvo que ser 

neutralizada por adición de CaCO3  finamente »caldo. Las unes 

tras de compactas no requirieran ajuste de pH. 

A continuación todas las muestras se colocaron en charo-

las de aluminio de 30 cm. de largo I 25 oa. de ancho 15 cm. 

de altura y se pusieron a secar en la estufa a 80°C durante 

4 horassammelaadamente,hasta que cada muestra en particular 

retuvo solaaeute el 5 de huaedad. Usa yes que se ajusté la 

humedad de calo soporte,se pesaron 20 gr. de cada uno ei b01 

sitas de polietileno de 0.038 ma. de espesor y se sellaron - 

auddadosasente pasa evitar coutaulnacién y desajuste de la - 
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humedad. 

Todo el conjunto de bolsitas conteniendo los tres tipos 

de soportes se dividi6 a en ves en dos lotes. On lote perita-

necia en las condiciones originales del envasado,es decir no 

30 esteriliz6,e1 segundo lote ser esterilizó por radiación --

gamerla dosis total fue de 5.0 Megarads,con una intensidad 

ás dosis de 3.0 Megarads/hora.el tiempo de ezposicidn fue te 

1.66 horas. 

Habiendo recibido los soportes el tratamiento adecuado y 

el cultivo liquido de rhizobia satisfecho los ensayos de ca-

lidadoe procedi6 a mezclarlos. 

4.3.4 Preparacidn de los inoculantes. 

Los soportes que fueron esterilizados previamente,se nem 

ciaron con 11.0 ml. de un cultivo líquido puro con un conte- 

nido de 6-7 2:109 	
ajustando su humedad a un 6011. 

Los soportes no estériles ee mezclaron con 9.0 al. de --

cultivo obtenlindoee un 50% de humedad. 

Loe soportes se mantuvieron ea oentinno movimiento con - 

arlUoiénismal mientras se agregaba el cultivo liquido. Al 

terminarse el proceso de meacladoelse bolsitas ~los sopor 

tes 'a húmedos e impregnados con él cultivo se dejaran lada• 
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rar durante una eemanalincubando a 28QC,despude de lo cual - 

ee almacenaron en refrigeración a 40C. 

4.3.5 Curvas de supervivencia de Rhizobium phaseoll. 

4.3.5.1 Recuento de rhizobia viables en cajas Petri. --

Loe recuentos se hicieron,terainada la aaduracidn a los 

0,15,30 y 45 días. 

La preparaoldn de las diluciones se hizo de acuerdo al - 

siguiente esquema: 

Preparacidn de las diluciones 	dilución en el tubo 

a) 1 pr.de inoculante en 100 ml. de agua 	10-2 

b) 1 ml. de (a) en 99 ml. de agua 	10-4  

c) 1 ml. de (b) en 9 al. de agua 	10-5  

d) 1 ml. de (e) en 9 ml. de agua 	10-6  

e) 1 ml. de (d) en 9 al. de agua 	10-7  

f) 1 ml. de (e) re 9 al. de agua 

g) 1 ml. de (f) en 9 al. de agua 	109  

Inicialmente se usaron las diluciones (g) y (f) de todos 

loe inoculantee para remonto. en plame,pero a medida que 

se llevaba a cabo el proceso de adaptación y diminución de 

los nivele. de población de los rhisobia,ae fueron requiriera 

do diluciones menores para los inoculantes cuyo. soportes no 



48 

fueron esterilizados antes de la inoculación,por lo cual se 

requirió utilizar las diluciones (0),(0 y (e) Sacia el 

nal del periodo de experimentación. Para loe soportes este--

x.111~cm antes de la inoculación se pudo continuar el uso - 

de las diluciones (g) y (f)pbasta la conclusión del experi—

mento. 

4.3.6 inoculación de las semillas. 11 método que se 

gió fae el recubrimiento de las semillas con 0403  (calcita 

finamente pulverizada)" dada la naturaleza ácida del suelo 

en que serían sembradas las plantas huésped. 

4.3.6.1 Preparación de las ~as. Como no se pudo --

contar con semillas certificada:" se utilisarea semillas - 

de frijol canario,de onseoba recienteeintactas y lindas a - 

las cuales ee les determinó la capioidad de gendaacidatutt-

limando 100 semillas que se pusieres a germinar en majas Pe-

tri era condiciones de humedad adecuadasedszsdo el resultado - 

de 92% de semillas germinadas. Se easeolauiran las semillas 

de acuerdo a su tamafloonidando que este Ibera lo mis ~foz 

ue posible y despide se pesaren. 

Para eliminar contamánantesplas semillas se bunedecieron 

en etanol al 95% y se sumergieron en HgCl al 0.2% aeldIfics 
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do oon 5:d./U. de HC1 ocneentrado.durante 3 elnutee,luese ser 

lavaron vigorosamente oon agua destilada estéril 10 veces. 

4.3.6.2 Recubrimiento de las semillas. Se pesaron 10 gr. 

de semillas de frijol ya tratadas yes les adicioné una mez—

cla de 1 gr. de inooulante y 1.5 al. de adhesivo, el adhesivo - 

se preparé con gama antbise al 45% neutralizada y estéril. Se 

impregnaron perfectamente las semillas oca el inoculante duma 

te 10 minutos.culdando de no dinar las semillas. 

A parte se pesaron 3 gr. de 0100, pulverizado y se distri-

buyeron a lo largo de un pliego de cartulina perfectamente lila 

plambre el CaCO3  se parlommilas semillas y durante 5 mima--

tos se mezclaron con el 0a005opernitiendo que rodaran en el --

cartees:Lilo en forma ripida y nave hasta que quedaron total--

mente recubiertas. 

4.3.7 Siembra de las semillas recublertaa. 

Idas semillas recubiertas se sembraran ea macetas de pide--

tico que contenían 2 Kg. de suelo libre de fertilizantes de --

cualquier índole. Las plantas se desarrollaron en un taverna. 

doro donde la temperatura ndzina era de 28.5490 durante el día 

y la minina de 5°C durante la noche,00n periodos de luz de 12 

besas diarias. Das plantas se cosecharon& las 5 semanas de ba 
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ber sido sembradas. 

*Nota : El asdoar morena promueve el oreolmiento de loe rhl-

sobla mejor que la sacarosa Q.P.,la diferencia es de 

2.0 le 109 stisobia/ml. 

"Nota : No debe utilizare. OaCO, precipitadoeporque produce 

el resqnntaajaniento del recubrimiento de la semilla 

(pellet) y además se adhiere pobremente ala super-- 

flotede la semilla. 

: Se descarté la semilla ~loada que proporoiond - 

el SUN. porque presentaba cierta contaminacién re--

sidual fdngica,a pesar de beber recibido ol trata-. 

miento de deeinfeocidn. 

4.3.8 Determinar:1én del nitró sao contenido ea las 

plantee huésped. 

A las plantas huésped cosechadas se lee separé la parte --

aérea de la raiz; a la rail se le determiné el Mauro de Mída-

los presentes y su ubloaelén. la parte airee se aseda tempe—

ratura emblenteouna ves que hojee y tallos estuvieres partid--

temente emes,se molieron basta Obtomer mn polvo fine al smal 

se le determiné en contenido de nitrasen° totsl'(Eitobelle1972). 

.En este método la ~belén se basa en la formacién de la 
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compuesto coloreado resultante de la reacción de el eulfato --

de *aculo (formado por la digestión de los tejidos vegetales) 

con fenol en medí* alcalino (reacción de Berthelot) para for-• 

mar azul de indofenolpouya intensidad de color es proporcional 

a la castidad de nitrógeno presente en loe tejidos de las gala 

tau y que es suneptible de ser medido coloriadtricamente. 
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Mínele !laicos y %flacos de loe soportes y el suelo. 

CI 	CII 	Turba 	Suelo 
pH 

< de humedad 

7.90 

13.46 

6.80 

41.00 

6.10 

63.03 

6.15 

9.24 
Color 10 YR 3/2 10 YR 3/1 5 YR 4/1 10 YR 4/2 
(base seca) gris oscuro café café griséceo gris muy 

.uy oscuro oscuro grietee° 
dolor 10 YR 2/1  10 YR 2/1 5 YR 2.5/1 10 IR 2/1 
(base hóneda) negro negro negro negro 

%M.0. 

2 

Relación C/N 

< de cenizas 

1.I.C.? 
meg/100 gr. 
A 
meg/100 gr. 
Ca 
meg/ 100 Kr. 
Mg 
aeq/100 gr. 

Fósforo 
ppa 

25.53 

0.609 

24.31 

70.17 

5.1150 

1.4066 

0.8000 

0.3300 

138 

41.40 

1.075 

22.17 

42.45 

11.2531 

2.1099 

1.1750 

0.9166 

142 

23.46 

1.086 

12.52 

40.41 

21.4833 

0.5115 

0.7500 

1.2400 

162 

10.005 

0.256 

22.66 

83.10 

7.1611 

0.5115 

0.5750 

0.0833 

66 

Textura del suelo : Miga,dn arenoso (Arena 67.32%.11so 18.621 , 
Arcilla 13.96%). 

Ci %aposta de basuras industrializadas. 
CII = Computa de desechos agrícolas. 
c.I.c.r. r Opacidad de intercambio catidnieo total. 
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4.2 Resultados de la identificaolén y oaracterfs—

tioas de cultivo de Rbizobium »molí, 

4.2.2.1 ?incida y morfologfa. 

Todos loe organismos examinados fueros bacilos Grum asga—

tivoellas células observadas presentaron extremes redondeados, 

no mostraran produccién de esporas o cápsulas. las células al 

ser tetadas con Sudén Negro II muestran peque!~ pégalos *olor 

azul negro distribufdos en el interior de la célula. 

4.2.2.2 Caracterfstioas de las colonias. 

las tres cepas produjeron colonias con un diámetro prome—

dio de 4 ma. después de 7 días de incubaolén. Estas colonias - 

presentaron forma convexa con margen circular definido y uní-. 

forme,de colar blanco,transparentes y brillantes,produjeron — 

una gran *entidad de goma de aspecto acuoso. 

4.2.2.3 Caraoterfetioas del desarrollo. 

i. la. tres cepas crecieron abundantemente en el medio de 

asar extracto de levadura marital formando colonias' aaracterfs 

ticas que no absorbfan el Rojo Congo. 

May desarrollo abundante en el medio de Brockwell. la  

diferenclacidn entre Agrobacterium y Rhisoblum  ese basa en la 

produccién de 3-cetoglicésidos por Aerobacterini,las °reanimo-- 
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ene del aduar* Ttizobiusk  no lo producen. la presencia de ---

5-oetoglicésidoe ee pone de manifiesto por la reacción de Peal 

dictsque produce una coloración rojiza alrededor del ~arre. 

llo bacteriano. In este ceso ninguna de las tres cepas estu—

diadas produjo ~Loción positiva de Benedict. 

111. Tolerancia al pH. 

'odas las aspas mostraran crecimiento nulo a pHm4.0.esca.... 

so a 0.5.0 y abundante a pHió.0.7.0 y 8.0. 

tv. El desarrollo fue poco en el medio de alar glucosa --

peptaaa y no se produjo 'linda cambio en el pH del medio. 

4.2.2.4 Pruebas bioquimioes. 

i. Orecialeato ea leche tornasolada con remoción ligera--

mente alcalina y producción de mona de suero. 

11. Producción de Anido sulfhídrico. 'laguna cepa produjo 

y el desarrollo en este medio fue any pobre. 

111. la actividad de la catalana fue positiva para las --

tres upas. 

licuefacción de la ~tiza. Reacción negativa en to-

das las penabas. 

v. Tolerancia al »el. las conoentraciones de 2 y 3% re--

soltaron sor inhibitorias del crecimiento de IhIsoblva.  Las --

tres sepas no fueron capaces de dasarrollarse a tales comen-- 
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traciones de MCI. 

4.2.2.5 Utilizará& de carbohidrato,. 

Si desarrollo de lea tres cepas fte any abundante en las -

cajas que contemilni glucosa,fructuosa,inulina,zilosaerafino--

sa y laotosa,sin producido de <cielo y gas. En las cajas que - 

conteniln celulosa como fuente de carbono no hubo crecimiento 

bacteriano. 

4.2.2.6 Propiedades de infectividad. 

El énico huésped que produjo nódulos al ser infectado por 

las cepas de Weebila pbegoeókk fue el frijol (pbaseolus.D1=7 

garle). No se produjeron reacciones cruzadas con los otros --

huéspedes testigo. TI testigo control negativo no presenté --

nodulacién. 



TABLA 2. RESULTADOS DS LA IDENTIPICACION Y CARACTERISTICAS 

Cepa 3.36 Al 

DE CULTIVO 
TINCION Y NORPOIOGIA 

a) !incida de Urea 

Raolloe cortos 
Gran(-), no pre 
dienten esporas  

DE Rhisoblum shaseoli. 
WIRACT&RISTIGAS 
»3 LAS colones 

Uncida con 	Las colonias son redondae,con- 

nulos sudanéfiloi 

Sudán Negro 13 
presencia de gri-t  
en el interior de weras,transpérentee y brillan- 

medio de 4 am. 
acuoso, tienen un &diestro prome 
es,producen goma de aspecto 

las célula». 

b) 

asía 137 a 
. r11413~ °ortos 

firme Heno Pre 
mentan esporas. 

premio:mis de ud. 
nulos ~andinos 
en el interiom de 
las células. 

Las colonias son redamdaspoon-
vezas,transparentes y brillan-
tes,producen goma de aspecto 
acuosottienen un diámetro pro-
medio de 4 mm. 

%Pa 139 ra 
Ilaellow cortos 
Grazi (-) ,no 
menten esporas. 

presencia de mré-
nulos sudenéfilos 
en el interior de 
las oélulas. 

Las colonias son redondasoon-
vezas,tranaparentee y brillen-
teepprodueen goma de aspecto 
acuoso,tienen un diámetro pro-
'odio de 4 mm. 



( -)  ( - ) (2)  (4)  (+)  ( 4) 

(2)  (+)  (+)  (+)  (2) (-) 

 

Crecimiento de 
oolonlas oarao-
terietiaselsin 
absorción del 
colorante. 

 

Cepa. 1.39 Fisf (♦) 

(4) = crecimiento positivo. 
(-) mi crecimiento negativo. 
(11) :a crecimiento escaso. 

(-) 

TABLA, 3. 

Cepa 136 TM 

CARÁCTERISTICAS DEL CRECIMIENTO. 
1. arecimiento ea 2. Crecimiento en 	3. Tolerancia al pR 
ager extracto de 	medio de Brockwell. 
levadura aeult01 	a) 0'001- b) Reacción a)4.0 )5.0 06.014117.0 13)84 b 
oca Bojo Congo. 	miento. 	de Benedict. 

Crecimiento de 
colonias oerso- 
terístioes,sin 	( + ) 
absorolén del 
colorante. 

4. Crecimien- 
to en segar glu 
cosa peptana. 
a) crecí- b) cara 
miento 	bio de 

Cepa 137 

Crecimiento de 
ooloniss careo-
teristioes,sin 
absorción del 
colorante. 

(+) 

(41 (4) 
	

(2) 
	

(-) 



1 
m'YA 4. 

L eximíais:ato 
leche toreaeolarla 
a) Isagoge 

kniliZin 
ea 

) ProLde usa 

310Q1101111113. 
2. Prod. 13. 
4e E8 

Aotivi- 
liad de la 
catalana. 

4. Isioseite- 
oiga de la 
gelatina. 

$: Toluneacda 
a) 2$ 

al I. 
b) Id 

Cepa 136 Ill alcalina (+) (-) (•)  (-) (.4 (.4 

Cepa 137 III alcalina (*) (-) (a) (-) (-) (.-) 

Cepa 139 II alcalina (.1) (-) (*) (-) (-) (-) 



IIILL $4 	VITILIZACIOR Mi CARBORIBRAT08. 

14 Olmo" 
a) areel- 
miente 

b) P.A 

(-) 

e) P.O. 
2. afinaba 
a) eree. b) P.A. o) P.O. 

3. huata" 
a) oreo. b) P.A. o) P. 

4. Indina 
a) oree. b)15.1 e)P.O 

Cepa 136 MI (-) +++ ( - ) (-) (+4+) (-) (-) (+4+) (-) (-) 

Cepa 137 PM +++) (-) ( - ) ( + + + ( 	) (-) ( + + + ) ( - ) 
1 

(-) (+++) ( 	) ( - ) 

cepa 139 PM ( + + + ) (-) ( - ) ( + + + ( - ) (-) (+++) ( -) ( 	) (+++) (-) (-) 

(+++) * areelalento gay abundante. 
P.A. * produeed& de toldo. 
P.O. = producción de gas. 



UNA S. (eaatibiasedia). 
5. Mu* 
a) crea 'b) P.A. o) LO. 

6. Lotees 
a) asa 

, 
b) P.A. ) Lo. 

5. O.d dom. 
a) oreal o) Lo. 

. 
b) P.L.  

onda 1$ a (4.4.) (-) 

_ 

(-) 

, 

(4++) (-) (-) (-) 

, 

(-) 

I 

(-) 

011a 137 111 (14+) (-) (-) (444) (-) (-) (-) (-) (-) 

. 
Ona 139 IN (*..) ' (-) (4') 

. 

(+I+) 

. 

(-) 

1 

. 
(-) (-) (-) (-) 

-h.») si Arbebbleabo ay aboadaate. 
LA. a jr4álleeilli O. égigike 
Poll• 	yesibealiza-45 



TUL& 6. 	 PROrIEDAIMI., DF. INFECTIVIDAD. 

1. Molas Raz »yr. 2. pioslicago  sativa L. 
a) nodulaoién 	a) nodulacién  

3. Illeasolus ~aria  1.• 4. 3r/rolliza rapen  L. 
a) nodulacién 	a) sodulaaién 

V 

1 	 apa 137 

(-) 

(-) 

Capa 136 PIE (-) 

(-) 

(-) 

(-) 

Cara 139 Ti (-) (4) (-) 

(4) 

(4) 

(-) 
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TABLA 7. 

4.3.2 Resultados de loe ensayos de anidad de loe in6culoe 

4.3.2.1 Control cualitativo. 

Cepa 136 FM Cepa 137 IN Cepa 139 W 

P0 	7.30 	7.20 	7.20 

Unción de Graa 	Gral (-) 	Grao (-) 	Grama (-) 

Agar peptonado 

a) cambio de pA 	negativo 	negativo 	negativo 

b) crecimiento 	000100 	4180~0 	escaso 

Agar eztr. de lev. 

manita. 

a) Deearrollo de 

contaminantes de 	negativo 	negativo 	negativo 

crecimiento rípido 

b) absorción del 

,:olorante 	negativo 	negativo 	negativo 

4.3.2.2 	Control cuantitativo. 

:scuent2 total de 

rIllibta (orden 	7.0 X 109  

Recuesto de los 

rhisobla viables 	6.8 1109  

6.0 I 109  

5.9 1109  

o 
7.0 x 10- 

6.8 1109 

( erg:21. 
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Curvas de supervivencia de Rhlzobium phaseoli.  

Resultados de la cuenta de mioroorganismos viables que - 

sobrevivieron en los tres materiales utilizados como soportes. 

Se utilizaron tres cepas proporcionadas por FERTIMEI,S.A. 

Significado de las claves: 

C 136 PM - Cepa 136 PM 

C 137 PM- Cepa 137 PM 
	Clasificación en el oattlogo 

C 139 PM - Cepa 139 Mí 
	de cepa* de PZICMX,S.A. 

RI tiempo de experimentación fue de O • 45 dfaspoon inter 

velos de 15 dfas,durante los cuales se hicieron cuantifioaci2 

nes de la población sicrobian•. 

Los soportes utilizados fueron: 

Compoeta cuyo origen fueron desechos de Ciudad (CI) 

Comporta cuyo origen fueron desechos agrfoolaa (CII) 

Turba (1) 

Las dos comportas y la turba,fmarimautilizadas de la si—

guiente manera: 

Soportes esterilizados con rayos gema antes de ser ino—

culados oca MbizObiwanhaseoll (Serie"). 

Soportes sin esterilizar (Serie 30. 
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Los tratamientos se realizaron por 'triplicado para sada - 

soporte (a,b,o repetiolones),de acuerdo a las variables del - 

planteesdento estadístico. 

La determinación del Mero de eloroorganisaos viables se 

realizó por duplicado. 



Tom er. 
%Pa 136 22 
eirrie r 	D/A O 
*lis 	130.0 134.0 
CIS a 	134.0 	124.0 
01 o 	132.0 132.0 
=Ira 	167.0 136.0 
CIIth 	147.0 169.0 
OIlio 	165.0 168.0 

fa§ a 	 168.0 	185.0 
b 	 138.0 134.0 

Ir o 	 177.0 	196.0 

DIA 15 
38.0 	37.0 
43.0 	42.0 
18.0 	41.0 

294.0 290.0 
294.0 280.0 
296.0 264.0 

DIA 30 
11.4 	12.0 
16.1 	15.6 
13.4 	14.6 

292.0 298.0 
276.0 280.0 
282,0 280.0 

DIA 45 
6.2 	6.5 
6.0 	5.9 
6.8 	6.3 

290.0 284.0 
270.0 270.0 
288.0 276.0 

310.0 280.0 32o4 

280.0 310.0 304.0 300.0 
300.0 290.0 310.0 310.0 

1,A 	11^ w 

290.0 290.0 
300.0 300.0 

CUENTA DIRECTA DE MICROORGANISMOS VIABLES Z 106  

2.6 
1.8 
2.5 

CII 82A 	138.0 	153.0 
CII S8b 	132.0 	120.0 
CII Sic 	140.0 	146.0 
2 82a . 	147.0 	137.0 
11  82h 	204.0 	179.0 
2 32e 	190.0 	185.0 
CI 	**aposta de basuras ladtiotrjalizadaa. 
CII 	~posta de desechos sub:golas. 
2 	di turba. 

Cepa 136 in 
Serle SC 
CI 3Ea 
0/ 82h 
CI 82o 

124.0 114.0 
119.0 108.0 
120.0 115.0 

1.8 
1.9 
2.5 

1.68 	1.82 
1.62 	1.72 
1.74 	1.69 

1.15 	1.17 
1.19 	1.18 
1.20 	1.19 

	

6.0 	7.2 

	

9.0 	8.9 

	

7.9 	8.7 

213.0 209.0 
204.0 211.0 
207.0 202.0 

	

7.0 	6.2 

	

7.8 	8.0 

	

7.9 	8.3 

138.0 150.0 
140.0 144.0 
146.0 151.0 

	

9.0 	8.0 

	

9.4 	9.8 

	

7.7 	9.0 

	

282.0 	264.0 

	

288.0 	294.0 

	

291.0 	302.0 



TOL& 813 

Cepa 136 1011 
5.111. 

PR 	I0 DE LAS =MAS Y 

Dli O 

LOWARITIOZ DE LA CUENTA DIRWTA 

DIE 	15 

DZImscomansmos 

DIA 30 

TIABLES . 

DIA 45 

IOS MEDIO IDO PROMEDIO LOG MERE» un 

ui 131.6 it iv 10.1173 Y  lehe C,199 13.9 X 108  9.1430 6.28 X 108  8.7979 

Cal 159.0 1108 10.2014 284.0 X 102  10.4564 285.0 1 108 10.4548 280.0 X 108  10.4472 

166.0 X loa 10.2201 294.0 X 108  10.4683 306.0 X 10
1 

10.4857 301.0 X 108  10.4786 

Cepa 136 IN 

Serie SE 

CI 117.0 x 10e 10.0682 2.18X 103 8.3384 1.722 lop 8.2355 1.18 1108 8.071e 

Oh 138.0 1 108  10.1399 8.821 108  8.9454 7.951 108 8.9003 7.53 X 108 8.8767 

174.0 1108  10.2405 287.0 X 108  10.4979 208.0 1108  10.3181 145.00 x lob 10.1614 
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o 

st  

15 30 

111.1 Corva slienrivascift 	Rh phtse•li 
Cepa 136 FM cw fres soportes («sitriiist¿es 

(1.0 vaiufics 	 4 L 1417Id 	). 

45 	ti len 
136TS1 

lucist- e." rtyraytwall). 
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136TSE Curva  4e. Surriumencia cht 
Capa 136  FM*" tras soportas 	(san taxraizats-  1 _ 

(Los yjorsts corresponden 414 felk 86). 



DIA O DIA 15 1A 30 pfA1S 

22.0 
19.0 
23.0 

2.2 	2.4 
1.4 	2.9 
2.3 	1.7 

23.4 
25.9 
26.7 

185.0 27.0 30.0 26.4 
190.0 	33.0 	31.0 	25.7 
187.0 	37.0 	35.0 	27.1 
201.0 1 216.0 	219.0 	140.0 	142.0 

209.0 137.0 139.o 

	

217.0 	146.0 	14 9. O 

5.6 
4.8 
5.8 

4.4 
5.4 
5.3 

2.9 
3.5 
2.4 

3.4 
3.5 
2.6 

282.0 
293.0 
286.0 

276.0 
288.0 
280.0 

296.0 
288.0 
270.0 

270.0 
294.0 
271.0 

246.0 
237.0 
228.0 

265.0 
233.0 
223.0 

267.0 

233.0  
225.0 

266.0 
235.0 
229.0 

211.0 215.0 

203.0 213.0 

ORARA DIREcTá DE 11101100ROA1IIS110S vIABLES 1108  

99.o 
108.0 

95.0 
234.0 
260.0 
252.0 
203.0 
207.0 
211.0 

2.4 
2.52 
2.5 

2.46 
2.5 
2.7 

228.0 276.0 
270.0 276.0 
260.0 282.0 
262.0 260.0 
235.0 234.0 
224.0 227.0 

0.18 0.174 
0.174 0.173 
0.169 0.172 

19.0 19.8 
16.4 16.8 
19.8 16.7 

138.0 135.0 
132.0 137.0 
148.0 145.0 1 

0.21 
0.18 
0.20 

0.19 
0.20 
0.23 

11111.111‘ 
%Pa 137 II 
Nade 

en a 
01, b 
CIV 0 

no. 0 
97.0 
88.0 

opta 264.0 
9111ib 252.0 
CIlio 232.0 

a 198.0 
T 	b 210.0 
TI o 209.0 
C•Pa 137 IN. 
Sane 33 
Cl 8 21.0 
(31 Sib 21.0 
C1 8110 18.0 
CII 1 142.0 
CII in 171.0 
CII 81. 192.0 
2 ni 198.0 
• Mei Za. o 
2 Sic 196.0 



Os» 137 111 

01 
Oil 

ISM& 90. 	asan:DIO DR 11.5 ISCIORAZ Y 1003015103 DI 11 MITA DUMA DI 1110110~111103 MEM 
DIA 

IMMIDM 
99.5 X108 

O 

9.9978 

DIA 15 

Escorpio 	1011 
5.22 X 108 	6.7176 

249.0 X 108 10.3962 284.0 1 10 10.4533 
206.0 .z 3.0.3139 239.0 z 108  10.3784 

21.0 Z 108  9.3222 2.15 1 108  8.3324 
118.0 I 108  104504 32.21 108  94078 
taro 	los 10.3160 1 	215.0 1108  10.3324 

DL& 	 DIA 45 

MOMO» 103 nowro 
3.05 I 10e 	8.4843 

	2.51 1 loe 	8.3996 
262.0 1108  30.4502 267.0 z 10e 10.4265 
243.0 Z 308  10.3856 240.0 z »e 10.3802 

	

0.202 I »8  7.3053 
	

0.174 1 308 7.2405 
25.9 z »I 9.4133 18.1 I »e 9.2576 

143.0 1 108  10.1553 139.0 X 108 10.3430 
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F5.3 Curv« k sltirvivenci« áQ Rh.114scoli 
Cark 137 Hien fres soyortes (csitvilizettios 

(Los valoras corresponden h la t4b14 9 d). 

• 

con raes 2a.~)• 
13/ Tsr 
13-rxsr •••••• 	• 	• •••••11 • .M1,  • .1••• 



F;5.1 CM/1k de soparvigencia lie Ph. 1h.....41. c«p. 131 Ftlefti res sorrtts ( sin ester)lizar). 
( Los valores tarrirsporiden 4 le talla 9b) . 

"--dih.. -. • •.• • _ me. — - • ... • 4 

1 

, • % • ,.. 
No-- +. ah .... .... 

TIm. ..• .... ..... • ..~.- 

137T se______._.______ 
137CISE 	  
1370E5E-- ----- --- 

„ 

..... •••• 
••••• 4••• ••• 

30 	 45 tfUels) 
15 

" •• no. 
••• 

Il‘  

11- 



340.0 
360.0 
350.0 

340.0 330.0 340.0 
350.0 340.0 340.0 
360.0 350.0 350.0 

2.2 2.0 0.46 0.40 0.138 0.135 
2.7 	2.0 j 0.37 0.41 0.144 0.144 
2.6 2.4 0.39 0.37 0.150 0.145 

32.0 	38.0 
33.0 	32.0 
39.0 	37.0 

	

36.0 	37.0 

	

39.0 	38.0 

	

34.0 	39.0 

99.0 109.0 
133.0 127.0 
129.0 113.0 

15.0 	16.0 	7.2 	6.8 	4.5 	4.3 17.0 	16.0 	7.4 	6.6 	4.0 	4.5 18.o 	19.0 	6.8 	6.6 	5.1 	4.6 

2MA 10a. 
0•111  139 PE 

serle at  
CI: • 
CIA b 
Cla a 

0114a 
0111 
Oil/ e 

y a 
V 

• o 

Oil* 139 11[ 
Sane SI 
01 Sta 
C/ 3Ib 
01 Sto 

011 Sta 
011 Slib 
C11 Sto 

• Sta 
• SiEb 
• Sto 

OUlta DIR3C24 DR MICROORGANISIF.03 nal.= 1108  
Di A o 	DIA 15 	 OtA3o 

	

27.0 	39.0 

	

36.0 	28.0 

	

44.0 	43.0 
160.0 150.0 
160.0 165.0 
150.0 167.0 

105.0 147.0 
173.0 160.0 
160.0 165.0 

277.0 	309.0 
31" 313.0 
307.0 	33.1.0 

192.0 189.0 
180.0 179.0 
187.0 190.0 

264.0 	270.0 j 187.0 	193.0 	125.0 	328.0 
267.0 263.0 3.90.0 197.0 148.0 145.0 
268.0 269.0 195.0 192.0 144.0 140.0 

20.5 	19.2 

	

16.5 	19.3 

	

15.1 	15.4 

	

264.0 	252.0 

	

240.0 	258.0 

	

260.0 	259.0 

6.1 	6.0 

	

5.3 	6.3 

	

8.2 	7.0 

203.0 213.0 
207.0 205.0 
223.0 220.0 

1.00 	0.71 
0.95 	1.01 
0.97 	0.99 



0I 
011 

Opa 139 
51 

01 
QII 

e 

1 
Dll 45 

PROMDIO 	101 
0.93 1108 7.9721 

186.0 1 loe 10.2695 
341.0 110e 10.5336 

0.143 1108 7.1553 

4.5 	1108  8.6532 
138.0 I108  10.1399 

PROMEDIOS DE LAS LECTU2AS Y LOGARITMO3 DE LA CUENTA DIWZTA DE MICROORGANISMOS VIABLES. 

DIA O 

- HOW» 	MG 
36.2 1 108 	9.507 

D1Á 15 

normo 
17.7 1108 

100 
9.2479 

PROEMIO 
6.48 X 10a 

DIA )0 

140 
8.8115 

159.0 X 108  10.2034 256.0 1108 10.4082 212.0 1108 10.3263 
142.0 I »e  10.1523 305.0 I loa 10.4843 344.0 1106  10.5441 

35.2 X 108 9.5465 2.32 1 108 8.3654 0.40 X 10e 7.6020 

37.2 X 108  9.5705 16.8 1108  9.2253 6.9 1 »8 8.8388 
118.0 X we 10.0719 267.0 1 »a  10.4265 192.0 1108  10.2833 
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Resultados del Análisis Estad.tatieo. 

rana vez planteado el modelo de parcelas divididas con ~Ad. 

tres factores principales y el tiempo como factor que divide 

a la parcela,se procedió a realizar el análisis correspondlea 

te obteniéndose las tablas de Andlisia de Varianza,cwros re - - 

soltados son los siguientes: 

Se procedió a probar la hipótesis de no interacción entre 

los 4 factores (cera,soporte,esterilización y tleapo),encon1.- 

trdndose cut no fte rdie.hwaé 4.11t= 	0.9995,donde 1.9  es el ni- 

vel de significando descriptivo). 

Hecha esta prueba se procedió a contrastar la hipótesis 

de no interacción entre 3 factores,encontrdndose que en las - 

4 posibles pruebas (es decir las pruebas de no interacción ea 

trecepa-soporte-esterilización,cepa-soporte-tiempo,ceP~arti 

rilización-tiempo y soporte-esterilización-tiespo),se recha--

zarca estas con un nivel de significando descriptivo menor - 

que 0.0005. Por lo que este hecho marca la ~amoldad de par--

tir el experimento en subexperiaentos,ocroaideraiado que IZO de 

los rectores pasard a ser considerado condición experimental 

y se contare sólo con tres factores de interés. 

Cano la hipótesis de no interacción entre tres y dos fac- 
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toree y sus posibles pruebas,se rechazó con un nivel de sig--

nificancia descriptivo menor de 0.0005,ee procedió a fijar 

los factores de menor interés como condiciones experimenta-. 

les,los factores que se fijaron fueron; tiempo,esterilización 

y cepa. Lo que proporcionó 24 modelos con sólo 1 criterio de 

clasificación (soportes). 

En cada uno de los andlisis de los soportes,la hipótesis 

a probar es la igualdad de sopertee. En caso le rechazarse --

esta hipótesis se muestra la relación sugerida por los datos 

que guardan loe 3 soportes en orden decreciente empleando la 

técnica de cosparsciones *atiples de Scheffé. 

El estudio estadístico completo viene en Les tablas 2 a 7 

del Apéndice. 



TABLA 11. Resultados del Análisis Estadístico. 

(Tiempo O dfas). 

Fuente de variación 	Soportes 	P 

Cepa 136 F•4 sr 	CI CII • 	0.05-0.10 

Cepa 136 PM - SE 
	 CI<CII 	0.00006 

CU< ? 	0.00001 
CI< T 	0.0005 

Cepa 137 »I - Sffi 
	 CI <CII 	0.00003 

?zCII 	0.008 
CIA T 	0.0005 

Cepa 137 FfE - SE 
	 CI<T 	0.0005 

CI<CII 	0.00002 
CHI T. 	0.027 

Cepa 139Pli- Só 
	

CI< CII 	0.0001 
CII T 	0.278 
CI<T 	0.0005 

Cepa 139 P - SE 
	 cIet? 	0.0005 

CI • CII 	0.942 
CII‘T 	0.0001 

• Serie8 ( soportes esterilizados con rayos ^ama). 

SE 	Serie SE (soportes sin esterilizar). 

p 	• Nivel de signifloancia descriptivo. 

'rata decisión no es eetadisticamente oontundente.se requiere 

de experimentación adicional. 



TABLA 12. Resultados del Análisis Bstadistioo. 

(Tiempo 15 das). 

Puente de rarlacién 	Soportes 

Cepa 136 - 	 CI<? 	0.000002 
CII • ? 	0.19 
CI<CII 	0.0000023 

Cepa 136 111 - Sil 	 CU? 	0.0005 
CI • CII 	0.49 
«l<? 	0.000003 

Cepa 137 PII - 	 CI<C/I 	0.0005 
?<CU 	0.003 
CI< ? 	0.0005 

Cepa 137 - SE 	 CI< T 	0.0005 
CI<CII 	0.00009 
Cric? 	0.000001 

Cepa 139 - 	 CI<? 	0.0005 
CI<CII 	0.000004 
C/I<? 	0.0006 

Cepa 139 W - 	 Cl< T 	0.0005 
CI < CII 	0.0001 
CII<? 	0.0000006 

St • Serbia' (soportes esterilizados con rayos gama). 

Ss • Serle SR (soportes sin esterilizar). 

p 	• pteal ás wigalriaanela descriptivo. 

ffi 

p 
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111L4 13. Resultados del Andlisis Estadfotico. 

(Tiempo 30 días). 

:tiente de variación 	Soportes 

Jepa 136 PM - 	CI< 	0.0005 
CI<CII 	0.000003 
CITE T. 	0.17 

Cepa 136 PM - SE 
	

CI<T 	0.0005 
CII<11 	0.000001 
CIC CIIs 	0.025 

Cepa 137 !K Sr 
	

CI< CII 	0.00001 
01<? 	0.0005 

CII* 	0.0349 

Cepa 137 PM - SS 
	

C/<'? 	0.0005 
0.0002 
0.000003 

Cepa 139 	St 
	

CI<T 	0.0005 
CI<CII 	0.000005 
CU< '1 	0.00001 

Cepa 139 PI SS 
	

CI<T 	0.0005 
CI cCII 	0.001 
Cl/c1 	0.0000007 

Sr • Serief (soportes esterilizadas con rayes @ama). 

Se is Serie SZ (soportes sin esterilizar). 

p • Nivel de eisnifloancla descriptivo. 

*Zeta decisión no es estadísticamente contundentevee requiere 

de experimentación. adicional. 



cAILA 14. Resultados del Análisis Estadistica. 

(Tiempo 45 diem). 

Fuente de variacién 	Soportes 

83 

p 

Cepa 136 FM Sa* CI<T 

CII • T 

0.0005 
0.000005 
0.06 

CI< T 0.0005 
CIL< T 0.000001 
CI4 0.0223 

CIC CII 0.00001 
CII u T 0.113 
el< T 0.0005 
CIC T 0.0005 
CP( CII 0.004 
CII< T 0.000004 
CI< I 0.0005 
CrgeCII 0.000004 
CII< ? 0.000006 
CIC T 0.0005 
CI 	CII 0.6971 
CII< 0.00001 

Cepa 136 711 - SR 

Cepa 137 FN - sr 

Cepa 137 	- 311 

Cepa 139 - 

Cepa 139 Tre-  - 353 

sy • Serie a'  (soportes esterilizados oso rayos gamma). 

SE ID glorie SE (soportes sin esterilizar). 

p • Ilvel de algolficancda descriptivo. 

*Esta declinan no es estadísticamente contundente,se requiere 

de experimentación adicional. 



TABLA/5".-  RESUMEN DE RESULTADOS Da ANA11515 

- 	ViALA5 

CEPA 1369f 
7 Loan rammulun, 

CEPA 137M CEPA 13919/ 
acacia 

CEPA 136XY 
DA 	'ami raulacLonj 

CEPA 137fflt CEPA 139 F.4( 

TI EMPO o cr~r 

r 

Cr<r<cier Cr <dreir CI<Cr.er 

.. 

* 
CI<Cff<T CI*Ciir  < T 

TIEMPO 15 accirn 

, 

a<T<czt cr <cit< T 

. 

czier< T CI < C.Sr< T 

4 

CI < CD< T 

TIEMPO 30 4<ciZT 

1 

Cr < T < cr ex< cir.cir e cx< c< T Cr < es< 111  CI < Cit< T 

TIEMPO U I 	et < cipor 

1 

Cr< Ti/CU 

1 

CI<CII< T 
• 

Cr 1 Cir< T Cr < Cll< T C1-CL< T 

Cr_ CUT r representas el Melero de organismos viables por gramo de Composta Y. Composteff y Turba 
respectivamente. 

*rata ~idea me se sstedistiesmeste eostwedepte. se requiere de experlessly.seihn &Melosa. 
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Para poder hacer una estimación rads aproximada de la po—

blación microblana que sobrevivid en los soportaste* corri—

gieron las diferenolae del némero de microorganisaos presen—

tes en las distinta. cantidades de inóculo que 44 agregó a --

los soportes estériles y a loe no estérilespdando el valor --

de microorganismos viables en porciento; de esta forma se --

asignó el valor de 1001 al Malero de rhisobia presentes en el 

inicio del periodo de experimentación (tiempo 0).para todos 

los soportes. 
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T&Sli. 16. 	Curvas del % de rhizobia viable. 

soportes esterilizados 

con rayos guama 

Soportes sin 

esterilizar 

Cepa 136 PM SI CI Cepa 136 PM SE CI 

día No. de rhizobia % día Wo.ds rhisobis 	% 

X 108 I 108 

0 131.00 100.00 0 117.00 	100.00 

15 36.50 27.86 15 2.18 	1.86 

30 13.90 10.61 30 1.72 	1.47 

45 6.28 4.79 45 1.18 	1.00 

Cepa 136 FM S6 CII Cepa 136 PM SE CII 

día Fo.de rhizobia 

x108 

% día No.de rbizobia 	% 

108 

O 159.00 100.00 O 133.00 	100.00 
15 286.00 179.87 15 8.82 	6.39 
30 285.00 179.24 30 7.95 	5.76 
45 280.00 176.10 45 7.53 	5.45 

Cepa 136 PM S/ T Cepa 136 PM SE T 
dio Wo.de rhisobia 	% 

x 108  

día Jode rbisobla 	% 

108  
0 166.00 100.00 0 174.00 	100.00 
15 294.00 177.10 15 287.00 	164.94 
30 306.00 184.33 30 208.00 	119.54 
45 301.00 181.32 45 145.00 	83.33 

al • Serio: (soporte eeterlliaados eon rayos gima). 

Si • Serie 98 (soportes sin esterilizar). 
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Fig.7.- Cepa 136 FM <soportes esterilizados con rayos 
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PALA 17. 	Túrvae del % de rhizobia viable. 

Soportes sin 

esterilizar 

7opnrtes esterilizados 

-.Ion rayos guinea 

cera 137 ?V SI CI 

i4a Wo.de rhizobia 

X 108 
yé 

0 99.50 100.00 

15 5.22 5.24 

30 3.05 3.06 

45 2.51 2.52 

Cepa 137 Fg SI CII 

die %oda rhizobia % 

1 108 

0 249.00 100.00 

15 284.00 114.05 

30 282.00 113.25 

45 267.00 107.22 

Cepa 137 1121 	T 
día rhisobia % 

X 108 

0 206.00 100.00 
15 239.00 116.01 
30 243.00 117.96 
45 240.00 116.50 

Cepa 137 PM SE CI 

día No.de rhisobia 	% 

X 10e 

0 	21.00 	100.00 

15 	2.15 	10.23 
30 	0.202 	0.96 
45 	0.174 	0.82 

Cepa 137 Ñ SS CII 

día No.de rhizobia % 

X 108  

0 	178.00 	100.00 

15 	32.20 	18.08 

30 	25.90 	14.55 
45 	18.10 	10.16 

Cepa 137 IX SE T 

día No. de rhizobia % 

I 108  

0 	207.00 	100.00 
15 	215.00 	103.86 

30 	143.00 	69.08 
45 	139.00 	67.14 

Sd = Serle( (soportes esterilizados con rayos gamma). 

SI = Serie SE (soportes sin esterilizar). 



tionpoldías1 

CURVA DEL eie DE RHIZOBIA VIABLE. 

Fig.9.-Cepe137 FM (soportes esteri U zados con rayosr ). 
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Soportes aria 
*eternizar 

Soportes esterilizadee 
con rayos masa 

Cepa 139 PM 81 CI 
d1a lto.de rhizobla % 

X 108  

0 36.20 100.00 
15 17.70 48.89 
30 6.48 17.90 
45 0.938 2.59 

Cepa 139 PM Si CII 
dia Wo.de ~sabia % 

1108  

0 159.00 100.00 
15 256.00 161.00 
30 212.00 133.33 
45 186.00 116.98 

Cepa 139 rel S: ? 
día Iro.ds ridsobis 	% 

X 108  

0 	142.00 	100.00 
15 	305.00 	214.78 
30 	344.00 	242.25 
45 	341.00 	240.14 

Cepa 139 111 3a CI 
tia No.d• rhisobla 

X 108  
% 

0 35.20 100.00 
15 2.32 6.59 
30 0.40 1.13 
45 0.143 0.40 

Cepa 139 III SE CII 
día No.de rhisobla 

X 108 
% 

0 37.20 100.00 
15 16.80 45.16 
30 6.90 18.54 
45 4.50 12.09 

Cepa 139 111 SI ? 
dia No.tle rbisobia 

X 108  
% 

0 118.00 100.00 
15 267.00 226.27 
30 192.00 162.71 
45 138.00 116.94 

90 
TABLA 18. 	Curvas del % de rhisobla viable. 

Sr II ~ler (Soplrtes esterilisados coa rayos "rnma). 

SI • Serie SE (Soportes sin esterilizar). 



7: 

3 
. 
o • 
E O 
Z a 
t 20 
o &.. u 
Y 
• 

• .... e . 

20 

•••• 
40. 	 •••• 

..... 
••••• 	 ...... 

.1•. 

40 	 ...... 

4,411....• 
di. 	

•••• 

11. 

.9 	 ••••• , 

dé
.é.  

- ...ni. ...... 

10 
...,...... 

'• Cir 

1 
Fig.12.- Cepa 139FM (soportes sin esterilizan. 

CI 
tiempo (das). 

CURVA DEL47 DE MIMOSA VIABLE. 
Figit - Cepa 139(soportes esterilizsdos con rayos ir ). nit 

\ ."4%`  
\ go, 
‘ 
.‘ 

.Ni. 	Ihib„,... 
.4» 

.\ 	... .1%. 
.. 

.....". \ 	 .4.......... 
%. 	 .............., ........, 

....b...., de CII • — -- • — • — .............-- __E» 
• •mm • am 0 .••• 	e I 

tiempotchas). 



Testigo*  

92 
TABLA 19. Resultados de la inoculación de plantas de frijol 

(Phaseolus volgaris ) con Rhizobina phaseoll. 
Altura Peso seco 	No.de nódulos 	Nitrógeno 
(oms.) 	(grs.) 	 (ag/gr.de planta) 

10.5 0.45 O 0.96 
10.0 0.46 O 0.136 
10.25 0.455 O 0.92 

Cepa 136 11 en soportes esterilizados 
CI 

Sr a 16.00 1.67 44 1.20 
si a 17.00 1.21 47 1.08 
SO o 15.00 0.76 36 1.26 
I 16.00 1.2133 42.33 1.18 

C11 
S: a 16.00 0.95 42 1.18 
Sí b 14.00 0.79 37 1.18 
Sr e 18.00 1.62 50 1.22 
I 16.00 1.12 43 1.1933 

r 
Sra 18.00 1.56 60 1.28 
Sr b 16.50 1.45 57 1.24 
Sr o 16.00 0.86 40 1.12 
I 16.85 1.29 52.33 1.2133 

Teetige gi llantas testigo sin inocular. 
Z 	a Promedio. 
Sr 	• Serial (soportes esterilizados eco rayes sama). 
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"kRLA 20. Resultado, de la inoculación de plantas de frijol 

(Phaseolus !misario)  con Rhizoblua phaseoll.  

Altura Peso seco r,c.cle nódulo" 	Nitrógeno 

(cms.) 	(sr..) 	(ag/gr.de planta) 

Cepa 136 PM en soportes sin esterilizar 

el 

Mi 16.00 0.63 35 1.10 
0-- ...AL 17.00 0.85 37 1.00 

SRC 15.00 1.00 40 1.02 

Ir 16.00 0.8266 37.33 1.04 

:II 

S% 17.50 0.84 50 1.18 

EM 17.00 0.74 40 1.20 

SEw 13.00 0.72 37 1.00 

I 15.83 0.7666 42.33 1.1266 

SIS 14.00 0.88 38 1.22 

Sab 17.00 0.95 43 1.08 
SIC 16.00 1.00 38 1.00 

15.66 0.9433 39.66 1.10 

I « Promedio 

S! w Serie SR (Soportes sis esterilizar). 
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Resultados de la inoculación de plantas de frijol 

(Phaseolue yulAaris) con Rhizobium pbaseoli. 

Altura Peas seco No.de nódulos 	Nitrógeno 

(cae.) 	(gres) 	(adgr.de planta) 

Cepa 137 PM en sop*rtes esterilizados 

C1 
33 a 16.00 0.97 35 1.20 
SS b 16.50 0.95 45 1.04 
Sr e 15.00 0.84 40 1.12 
I 15.83 0.92 40 1.12 

CII 
S, a 17.00 1.14 51 1.26 
81 b 17.00 0.83 39 1.34 
Si e 16.50 0.90 42 1.28 
I 16.83 0.9566 44 1.2933 

3/ a 15.00 1.08 49 1.32 
81 b 15.00 0.81 39 1.54 
sr o 15.50 0.81 37 1.24 
Ir 15.1666 0.90 41.66 1.3000 

1 ge Presidio 
$: e 3erts Sr (soportes esterilizados e rayos gama) . 
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." LA 22. Resultados de la inCculactén de plantas de frijol 

(Phaseoluo yuloarie) aun Rhizobius pheseoli. 

Altura Peso seco Wo.de nódulo. 	Nitrógeno 

(cae.) 	(Kr3.) 	 (ag/gr.de planta) 

Cepa 137 PM en soportes sin esterilizar 

CI 

Si 15.00 0.77 41 1.02 

STb. 16.00 1.21 38 1.08 

no 16.00 0.69 36 1.00 
T 15.66 0.99 38.33 1.03 
CII 

Pis 18.00 0.76 38 1.08 
U% 14.00 0.73 36 1.08 
Sic 16.00 0.96 37 1.00 
Z 16.00 0.9166 37.00 1.0533 

T 
311B, 16.00 0.97 43 1.16 
S% 17.00 0.88 37 1.00 
SEe 16.00 0.96 39 1.14 
I 16.33 0.9366 39.66 1.10 

1 * Promedio 

3d • Serie 5IC (soportes sin esterilizar). 



96 

TABLA 23. Resultados de la inoculación de plantas de frijol 

(Manda mg~) con Rhisobiva phaseoli. 

Altura Peso seco Wo.de nódulo. 	Nitrógeno 

Co.)as 	(gra.) 	(ag/gr.de planta) 

ella 139 PE ea soportes esterilizado« 

CI 

S?' a 	16.00 	0.78 	40 	1.10 
Sr b 	16.00 	1.00 	46 	1.02 
sr o 	16.00 	1.27 	70 	1.18 
T 	16.00 	1.0166 	52.00 	1.10 

CII 

St a 	17.50 	0.71 	37 	 1.16 
Sr b 	16.50 	1.39 	90 	1.36 
SI c 	17.50 	0.78 	39 	1.18 
Z 	17.1666 0.96 	55.3333 	1.2333 

Sra 	1.8.00 	0.79 	41 	1.14 
Sr b 	16.00 	1.05 	49 	 1.10 
sr e 	18.50 	1.12 	62 	 1.28 
r 	 17.50 	0.9866 	50.66 	1.1733 

• Promedio 

Sr 	Soria (soportes esterilizados eco rayos gansa). 
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TABLA 24. Resultados de la inoculación de plantas de frijol 

(PbamIsinjusua) oon Rhizobius obaseoli.  

Altura Peso aseo No.de nódulos 	Nitrógeno 
(ou.) 	(gres) 	 (sej gr. de Planta) 

Cepa 139 PO en soportes sin esterilizar 

CI 

Sra 15.50 0=70  39 1.00 

Sri> 17.00 0.97 35 1.12 

Sro 18.00 1.25 50 1.18 

1 16.83 0.9733 41.33 1.10 

CII 

Sra 16.00 0.76 40 1.12 

SZb 17.50 0.70 36 1.02 

17.50 0.97 41 1.18 

17.00 0.81 39.00 1.1066 

Sra 16.00 0.81 44 1.08 

SZb 16.00 I.01 49 1.18 

Sk 16.00 0.79 40 1.02 

16.00 0.87 44.33 1.0933 

Praitedio 

SR • Serie Sr (soportes sin esterilizar). 
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6.- Disouaidn. 

El comportamiento de las cepas di loe microorganismos del 

género ydlizoblua estudiados en la turba,se observé durante --

45diás,encontréndose que sus poblaciones no eran menores a - 

2.4 1 1010 microorganissos/gr.de tarba,en los soportes previa 

»ente esterilizados con rayos gamma. . 

la coaposta CI presentó una población de 9.38 Z 107  alero 

organisaos/gr. en las mismas condiciones; en tanto que la coa 

posta CII presenté una población de 1.86 11010  sicroorganis-

mos/gr. como utnino.lo cual siguifica quo la esterilizaoidn 

con rayos gana eleva la anidad de la campana CII como so-

porte pana ineamlantes. 

En cambio en los soportes sin esterilizar la turba presea 

té 1.38 Z 1010  sicroorganisaos/gr.,las dos caapostas mostra—

ron descenso en la viabilidad de loe rhisobia,e1 cual fue Me 

acentuado en la ~poeta CI (1.43 1 107  alcromincisam/gre), 

que la computa CII (4.5 x 108  aieroorganionos /gr.). 

Por lo que se deduce que la esterilización de los sopor--

tes tiene un efecto favorable para la supervivencia de los - 

rbitobia y de acuerdo a lo observado,la ~aposta CII ea Pare-

o» a la turba en la capacidad para mantener viables a estos 
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wicroorganismos cuando ha sido esterilizada; en forma no esté 

ril mostró mejor comportamiento que la composta CI,que en to-

dos loe caeos mostró poblaciones escasas de rhizobia. 

hl final del pericia de experimentación se garantiza que - 

para la cepa 136 PX,la turba estéril conserva més del 100% de 

rhizobia dable y miLs del 80% en condiciones no eatérneq, Pa 

az la cepa 137 711,14 turba estéril mantiene més del 100% y el 

67% cuando no se esteriliza. Ra el caso de la cepa 139 P el 

nivel de rhizobia viable se mantuvo arriba del 100% en la tuE 

be estéril y en la no estéril. 

agy el caso de la composta CII cuando es esterilizada man-

tiene un nivel de mis del 100% de microorganismos vivos para 

las troweepas,la campaste CII no estéril no proporciona un - 

porcentaje de rhizobia viable digno de tomarse en cuenta. 

La oomposta C1 en ninguno de los casos presentó un poroen 

taje de población de rhizobia satisfactorio. 

las condiciones para que una composta pueda competir con 

la turba,y ser utilizada como soporte para Rhkzoblua son las 

eiruientee: 

1.- Ida elaboraelén de la ~eta con material vegetal 

que deberé estar libre de cornead:ación por metales pesados, 

pesticidas,vidrio,derivadoe del polivinilo,cianuro,arednico,- 



101 

etc. que son los contaminantes mis comunes en las basuras que 

3e usan para la elaboración de la «aposta CI,la cual resultó 

ser la menos apropiada como soporte para rbisobia. 

2.- las propiedades físicas y químicas que afectan la ca-

lidad de la ~aposta como soporte son; el pH que debe ser lo 

mía cercano a la neutralidadaa capacidad de retención de hu-

sedad (la ~aposta CII y la turba retuvieron el 41.00 y e--

63.03% de humedad después de ser secadas a la temperatura as-

biente)41 nitrdgeno total qua para la composta CII y la tur-

ba T fui de 1.075 y LOSO respectivamentetel contenido de el 

sisar que en el caso de la ~aposta CII y la turba T fue el - 

uds bajo de los tres soportes y la capacidad de Jata:atablo - 

eatidmieo totaledonde la ~poeta CII y la turba T tuvieron - 

11.25 y 21.48m14/100gr. que resultaron ser los valores mis - 

altos de les-aoportes ~alisados. 

3.- 11 ~m' Ida importante para que una comporta pueda -

ser utilizada como instituto de la turba es que debe estar 11 

bre de miorrooganismos contaminantes,por lo cual es necesaria 

su previa esterilizaoida ~tea de ~impregnada con un cultk 

vo de uleroerganiemos del Mbar* ,Rhizoblues  . 

Por otra partepal hacer una ~partici& de los resultados 

de las curvas de eupervivenata de M'obliga phaseoli de este - 
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experimento con loe resultados de otros trabajos que tratan - 

sobre teme similares,se encontró que Paczkoweld. en 1979 al - 

estudiar la supervivencia de Rhizobium obaseoll en diferentes 

fuentes de carbón zd.neral,observó que las curvas de supervi—

vencia mostraron 1~1 comportamiento en todos loe casos ~a-

lisados a las dos semana* de almzemaziente y a ertir de ese 

tiempo podrían auaentar,disainuir o mantenerse constantes du- 

rante determinado tlimpot 'Rete centerl-f-mter.te. 	sizair 

obtenido en el presente trabajo realizado en cc:aposta* y tur-

ba; sin adargo en el experimento reportado por Paczkowski se 

observa que a partir da las dos primeras senas de almacena-

mirmtoslas poblaciones de Rbizobinsz sbaseol4 no periminecen 

constantes; en algunos soportes tienden • anzentar,pero al • 

transcurrir 4 o las semanas se observa tm notable descenso en 

la población de rbizobia. Mi cambio en la turba y la ~posta 

CII esterilizadas que se tetad/Arca en el presente ~rimen-

to,se obtuvieron valores contantes en la población de IM.M. MI ~1~ 

21~1/ a partir de las dos semanas de alsoimami4 

mito y no se observaran descensos bruscos en la población de 

les rbizobla ~te todo el periodo de experlissiltacidliplass—

timado una tendencia muy serrada de la población miaroblena a 
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permanecer constante por mis tiempo. 

vu en 1969 al estudiar el comportamiento de las comportas 

esterilizadas en autoclave como soportes para rbizobia,repor-

té que el ffllizobium  ,javonicua  presentaba mayor supervivencia 

en todos loe casos en que la comporta fue esterilizada y ade-

más recomiende la adición de sacarosa y extracto de levadura 

para aumentar la calidad del soporte; en las curvas de super-

vivencia se vuelve ■ observar que a las dos semanas de almaol 

naaiento se obtiene el ndaero méxiao de microorganismos vivos 

y Posteriormente comiensa a disminuir y de acuerdo a sus re--

sultadosoomparadoe con los resultados del oomportamiento de 

la compcmta CII utilizada en el presente estudio,encontranos 

que en el trabajo de 111,colarmite al añadir sacarosa y astral 

to de levadura se observaron valores constantes en el M'oro 

de rhizobia viable dulcemente durante 7 días. En la eamposta 

CII estéril se observaron valores constantes en la población 

de rbizobla basta por 30 días y sin necesidad de agregarle nn 

trientes,lo cual significa que la calidad de la conposta CII 

ecuo soporte para microorganismos del género libizciblum,  es su-

perior a la calidad de la compoeta que utilizó Wastambién se 

advierte el hecho de que la esterilización de los soportes -- 
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por rayos gamma es mas benéfica para la supervivencia de loe 

rhizobla que la esterilización en autoclave,en cambio en la - 

coaposta CI no encontranos resultados que sean apropiados pa-

ra satisfacer los requerimientos de las normas de calidad pa-

la elaboraeidn de inoculantes de leguminosas. 

El análisis estadistico de loa resultados de la cuenta de 

wicroorganisaos viables por grcao de inoculante eindloa lo si. 

guíente: 

a) EXiste interacción entre cepas,soportes y método de es 

terilización,a1 fijar el factor tiempo como una constante. 

b) %dote interacción entre cepas y soportes al tener --

tiempo y método de esterilización coro constantes. 

e) Al probar la hipótesis de no interacción entre sopor-

tes y cepas,se encuentra que no hay suficiente evidencia para 

declarar si existe o no interacción entre soportes y cepas, 

por lo cual se rechaza y se procede a fijar los l'actores tiea 

po,método de esterilización y cepas como factores constantes. 

Al concluir al análisis se observa que los soportes tie--

nen essaeterfeticea diferentes entre si. 

ice resultado. obtenidos en el amé:tisis de los datos de - 

este estudlo,estableeen que la coaposta CI tiene la oda baja 
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efectividad. Por lo que respecta a la turba T y la coaposta - 

Cflocuando el material no se esterilizaja turba T aparece co 

no el soporte que preserva al mayar ndaero de rhizobia por --

gramo. 

Sin embargo,ouando se esteriliza con rayos gamma se en—

cuentra que cuando se utilizan las cepas 136 PM y 137 PK.la - 

composta CIT resulta mejor o igual a la turba. Todos estos 

exaltados podrían sugerir el empleo de las cepas 136 PM y 137 

PM en la composta CII esterilizada como inoculantes que cuatí. 

tuyeran a los que fonda hechos a base de turba. 

Finalmente se procedió a inocular semillas de frijol ----

("molas ~irle)  para determinar si el Allizoblum,ebageoli 

después de adaptarse a los soportes y sobrevivir durante el - 

periodo de almaoenamientopconserva ada sus propiedades de --

nnifirolividad" y 'efectividad". 

Esta fase del experimento no pudo ser analizada ~atta--

ticaneate.porque no pudieran hacerse suficientes repeticiones 

dado que el material necesario para la experimentación era in 

euficienteoasi como la falta de espacio para el desarrollo de 

las plantas. 

Al tener presentes estas liaitaciones,se decidid hacer 



106 

una sola determinación en macetas de la afinidad de loe rbi--

zobia que sobrevivieron en los soportes.con sus huésped.. es-

pecfficos. Se encontró que todos loe inoculantee fueron capa-

ces de inducir nodulación en el sistema radicular de las plan 

tas huésped y tomando en cuenta que la semilla de frijol em—

pleada en el experimento fue de una variedad criolla, se puede 

considerar que la ~ación fue eatisfactoria,lo cual denuee 

tra que estos microorganismos conservaron sus propiedades de 

Rinfectividad". 

A las planta» cosechadas se lee determinó la cantidad de 

nitrógeno contenido en sus tejidoe wencontréndose que las ---

plantas que presentaron nodulacién,tuvieron los valores oh - 

altos en contenido de nitrógeno (1.03 - 1.30 ag.ds nitrógeno/ 

gr. de planta),en relación a las plantas testigo que no fue--

ron inoculada. (0.92 mg.de nitrógeno/gr.de planta). 

Tete hecho nos llevó a la conclusión de que estos micro--

organismos también conservaron sus propiedades de "efectivi—

dad,» 

Estos resultados aunque no pudieron ser probados estad.-

ticsmemte,como la comparación de la capacidad de loa soportes 

para conservar y promover el crecimiento de los rhisobia,cu-- 
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yo ocaporbaelenta sí es sujetó a un and:Lisie •stadístioo ade-

ouadolidessistranque estos alaroorlanleaos sobrevivieran a.• 

tiefaotoriesente ea los soportes de compacta CII y turba ? 

esterilleadas sin sufrir alteraciones es su capaaidad para 

fijar el nitrógeno alatoefdrioopen simbiosis cae la lumia*. 

sa budepedelo cual sirve para corroborar el ooaaspto de mal-

dad de la *aspaste crr y de la turba ? esterilla:idas coas so. 

portee ademados para la elaborecidn de inocula:ates de lege-- 

Ild2CMIlline 
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7.- Caaolusiones. 

Loe resultados obtenidos en este estudio establecen que - 

la empasta CI se el soporte senos adecuado para la elabora--

olas de inoccalestee de legusdnosse. 

Iba el amo de la turba 7 y la ~poeta CII,3a primas apa 

-ese coso el ~parte que conserva el mayor advero de rbizobis 

7ftroet asando no ban sido esterilizadas previamente a la ino-

callao:Ida de estas con Rbizobili vhseeolippero casado la coa--

poeta CII es esteriliza con mayos gazza,oanserva aa lobero de 

rbisobis vivos mayor o igual que la ~bajo oval indica que 

le conspcwrta CII puede ser latinead& asao soporte para rbiso--

bia,en inietituoida-de la turba,pars la elaborad:16s de lama--

'antes de legssinow.elesipre y mando es esaasstre estéril - 

entes de ser inoculada oan‘loroorganisses del 011ero ---e 

E"likPer a 'Limalla de alsacensidesto ~lada ea el es—

tadio <45 atas). 

EL exceleate oosportulesto que liessetré temer la ~pos-

ts CII esterilizada coso soporte pass ~sabia a lo largo del 

periodo do experiasetseldb..aos Indica la seasellad sis owiti. 

arar estoollaadoaa eamportailmito otos soporte piza gldsoblia 

iliaseoli_ y para otras ~soles de sieroorgasiasee del ibero- 
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Rhizobiteloademds de estudiar su supervivencia por periodos de 

elmaoenamiento adn mde largos. 

Otro hecho que se observa se que la esterilización de loe 

soportes con rayos gamma es el método que mejorfte resultados 

aporta para la supervivencia de microorganieace del gdnero --

Rhig9biu%Apor lo que a pesar de suelto costosas reoomendable 

sa uso,ya que las ventajas que reporta, superan oca creces es-

te inconveniente. 

Todo lo anterior indica que se debe oontimnar la bdsqueda 

de materiales orgdnicos de desechos agrfoolas.frutales,de jar 

dineeto. que sirvan caso materia prima para la elaboración de 

compostas que ~han oaracteristicas similares a las de la - 

composta CII que refine cualidades suficientes para ser consi-

derada un posible sustituto de la tarta para la elaboración, - 

de insoulantes de leguminosas y en caso de ntillear ese:poetas 

asao ometitatos de la trota se recomienda esterillear con mi-

yes pes grandes vadeemos de eemposta.paza poder ad abatir 

lee ~ce del proceso de serterillemeldm y que el producto 

cal sea accesible y ds Mima calidad. 
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8.- Resémen. 

Se examiné la supervivencia de las cepas de ~las 

phaseoll  156 PM,137 PI y 139 Pli.durante 45 días en dos sopor-

tes orgánicos preparados con dos ~poetas de distinto origen. 

para conocer su potencialidad como posibles nuevas fuentes de 

materia prima para la elaboracién de inoculantes para legumi-

nosas,comparadas oca la turbanne es el material que se ha --

usado coadunaste coso soporte. Una de las coapostas fue pre—

parada a partir de basuras industrializadas en la "Planta In-

dustrial:adora ds Desechos Sólidos " del D.D.P. (CI) y la --

otra se elaboré a partir de desechos agrícolas y de jardín --

(CII); la turba se obtuvo de un depósito localizado en la --

Cusma del Larca. 

las muestras de empastas (CI y CII) y la tarta se 

dieren en dos loteseel primer lote se esterilizó con rayos --

gamma y el segando lote ee dejé el= cotorilizareantes de la -

inoculación de estos con las cepas de Ibizobima ihaseoll. 

En la turba y la camposta CII setériles.se obtuvieron --

crecialeatcs excelentes de este sacroorganisao,no así en la - 

cosposta CI que mostré un descenso notable en la población --

microbiolósica. 
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De todos los soportes sin eeterilizarls6lo la turba man-

tuvo altos niveles de rbitobia durante los 45 diga que coa---

prendió el periodo de experisentación. 
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PLANTEAMIENTO ESTADISTICO 

El experimento que se ha presentado en la sección anterior invo 
lucra 4 factores de interés: 

I) Soportes con 3 niveles. 
II) Cepas con 3 niveles. 
iii) Esterilización con 2 niveles. 
iy) Tiempo con 4 nivele*. 

Así pues, en principio un modelo que podría haberse empleado es 
un modelo con 4 criterios de clasificect41,1 My+ 	t=mandc an  

cuenta el nómero de niveles de cada uno de estos factores se puede 
observar que un modelo de este tipo requeriría 72 unidades experi-
mentales por cada repetición y necesariamente tendrían que efectuar 
se al menos 2 repeticiones lo cual implica que ningdn caso podrían 
emplearse menos de 144 unidades experimentales (u.e.). 

Habiendo discutido este aspecto, resultó claro que tal magnitud 
en el ntmero de unidades experimentales era absolutamente prohibiti 

va, debido en particular, a la disponibilidad del aparato de esteri 
11zación así como el material y espacio en el Laboratorio. 

Como alternativa ante esta situación se decidió emplear un mode-
lo en parcelas divididas con 3 criterios principales (Soporte, Cepa 
y Esterilización) que forman las parcelas y uno más (Tiempo) que las 
divide en ~parcelas. Bajo este esquema, de una misma u.e. se ob-
tendría el material para los muestreos de 0,15,30 y 45 días reducien 
do de este forma el :lmero de n.e. necesarias. De hecho, empleando 
3 repeticiones, como fué el caso, el número de unidades es 3ICOUX3=54, 
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con el cual si fue posible trabajar. El precio que se tiene que 

pagar por el ahorro en u.e. al pasar del modelo con 4 criterios de 
clasificación al modelo en parcelas divididas es que ya no todos 

los efectos podrán ser analizados con la misma precisión. Én este 
caso, los efectos del tiempo son sometidos a un examen mas preciso 

que el resto de los factores. Sin embargo y en virtud de la sospe 
cha previa de que existe interacien entre el tiempo y los demásfac 
tares, este efecto podrá ser evaluado con suficiente precisión para 

decidir si se puede proseguir el análisis de los demás factores a 

lo largo de los 4 diferentes periodos de almacenamiento de manera 
conjunta o es preferible conducir un estudio por separado para cada 

tiempo. 

El modelo en parcelas divididas que se emplee se puede represen-
tar como sigue: 

Yijklm ii+P1  +elj  +0k  + 7í+  (P•) ij +(f 0 P)ik + (P7)il 

+ hin jk+ (117) ji + (Q7) u+(e PI) 	+ (Pail)1 jk+ (PaT) ji  

+ (pPr)tki+ hmliin ijki+ in+ ( pa )iii+ halO in+ (Pi)ka  

+ (71)3a+ (Pité)/5z+ CoP H ika+ 078 )11A + te 05) .1k:a  

+ Cavé) Jim  + (076) kin + (1173  )ikia +(P* Pi) i  ka  

• ("7"1,13.= 4.  °IP" 	giJk3.21 
o 

en dondeYilkla es el nGmero de organismos vivos por gramo en la 
i-ésima repat;:ción, del ral-ésimo muestreo, en el régimen de esteri- 
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lización 1 en la cepa k y el soporte j. 

es una media general. 

si  representa el efecto la 1-éstma repetición: i•1,444 

el  el del j-ésimo soporte: j=1,2,3 

Ok  el de la k-ésima cepa: k=1,2,3 

71 el del 1 -ésimo tratamiento de esterilización: 1-1,2 

ém el del m-ésimo periodo de almacenamiento: 2m 1,2,3,4 

sijkla es un término de error aleatorio que describe la variación 
entre las diferentes observaciones y los demás términos se represen 
tan los Ciferentes efectos conjuntos de todos los factores bajo es-
tudio. 

11 
La tabla de ~lisia de Varianza que se emplea para analizar los 

resultados de este modelo es la que se presenta ea el cuadro 1 del 
apéndice. La forma de proceder fué examinar los efectos conjuntos 
pera dara-minar el :Ion significatly= en cuyo caso es fijan los ni-
veles del factor de menor interés, para proceder al análisis de los 
correspondientes subexperimentos a través de modelos usuales detrae 
criterios de clasificación en donde a su vez, lo primero que se esa 
mina son los efectos conjuntos para decidir si se continua la subdi 
visión a modelo* de dos criterios y finalmente a modelos de un solo 
criterio de clasificación. En cualquier caso, las comparaciones - 
ndltiples, cuando fué necesario realizarlas, se efectuaron con la 
técnica da Scbeffé. 



TABLA 1. 
PU TE DE 
TARIACI011 
a t  

ATALISIS DE VARIANZA. 
GRADOS DE LIBERTAD 	MUR DE CUADRADOS 

,:EETWID4,411,1,2 

tila 

al  ......2  .r 
13 

(25)11 	(1-1) (14) 93713 14+? 

(X-1) (1-1) 	 C1/4 
 
4.11f11442  («Ora 

ii1-Q4-5-Q64>P203.P4:1 

12'41-43414.54121̀3-1  

«Ce la 	(3.4) (l;4) (1-1) 

(Rit)14,1c 	(1-1) (3.»1) (k-1) 

1341/4-'43-S•5•724.4-1  
14-42-41-11+7"*PA-1  

( 	) 131 	( 1-1) ( 3-1) ( 14) 

(1029) 	(1-1) (fi-1) (1-1) 

(a-1) 

(%r)3a 	o-1) (a-1) (1/4-224'5"2 

113 	 (3-1) 

("13 	(1-1) (3-1) 	 Q1-21.-P2+1 
~~1111~1~~1~ 

(RC)ik 	(1.1) (x.1) 	 orprrIor 

(1c) 31c 	(3-1) (X4) 	 44-42-1302 

(n) 31 	(3-1) (1-1) 	 CierPfror 

( YR» )131c1 11) ( 3.4) (k-1) (1-1) 31.45.413411414«1142+Q3«14 
	 S 1/44/11412.431.7C?  

1114 
(kT)la 	(1-1) (111-1) 	Qrri-P541 

118 
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V na 1. 	(continuas:ida) 	 

(enloza 	(X-1) (a-1) 129-P3.4512  
(GT)]* (1-1) (a-1) -» P4 P5.T  

(i-1) (3 -1) (a-1) 

(UST)lica (1-1) (X-1) (a-1) 1/441241149.71.73.7r2  
(142)11a (i-1) (1-1) (lam-1) 115-43447'410'21+24.15-4  

Ont)áika (3-1) (k-1) (1W-1) 204-48-99.22.25415-r  

ObT)ila (i-1) (1-1) (am1) 29-4171/10.72.74.P5.4  

(«Mida (1m1) (1-1) (a-1) 110-V429-410413414+75.4  

pbor)lkla (1-.1) (k-1) (1-1) (a-1) 521 118-R9411044.4548.  
ci64010 P2-P3-P4-115*f 

(MOW)14Ma (1-1) (3 -1) (X-I) (a-1) 5345- 5-16-111014112.4274.  

1244549-11-22113-P5+2  

(19W)1ála (i-1) (i-1) (1-1) (a-1) s4-RS-73-17-R9+Q1.Q3̀ C7' 

12544164411411-22774 25+1  
(MCGT)lkla (1-1) (1-1) (1-1) (a-1) 55-14-46-417.410.12.4234474426.  

4194410 P1-?3414.4154.  
(0001)tákla (k-1) (1-1) 

(a-1) 
8 11243444 35.  
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i-1 	i-1 	1-1 
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MEA 2. 	ANALISIS DE VARI-fl.1- 	ICJ JOIGUnj. 

nano rtsmi GENIELL 

C:UA 136 PL 	SnIE 3' 

Met& D3 CILIDUDOS 	CUiwitADOS Ii -31105 a U.DOS D3 117P-EPAD 	P P 

O dime 15200 20725666.66 10363333.33 2 44133 0.075 

15 dime 20594.44 3293140555.6 646570277.8 2 2445.0137 0.0005 

30 «as 20228.33 1606222116.7 803111058.35 2 1661.7332 0.0005 

45 días 19587.222 1624737605.58 812368802.79 2 1038.1268 0.0005 

P • freamiaia. 



TOLL 3. AMATIUS W VAlUBZ J. Di., 

C kl - A 	136  

TIMO KIM man SEM D CUADRADOS CUADRADOS kluDIOu GUA00b LIB:RTAD 	P P 

O días 14283.33 49715000.01 24857500.005 2 8.5056 0.0175 

15 días 9902.78 1588009405.56 794004702.78 2 1560.6961 0.0005 

30.1.. 7244.28 823431257.721 411715628.86 2 10243.8551 0.0005 

45 Ole. 5118.22 395279350.221 197639675.112 2 5047.4116 0.0005 

P freasseasia 

P atIvel de elgeltlemacla descripttro. 



2011 4. ARALISIs DE VARIANsa DE IOS SOTORTJS. 

CEPA 137 PM SERIZ 8 

muro itarili ~1 =U DB CUADRADOS r:lit-t.JOS 14.EDIOS GRADOS D3 1.132TAD P r 

o «ás 18494.44 355840555.6 179920277.8 2 430.1632 0.0005 

15 atm 17601.67  1343822550.03 671911275.015 2 748.6407 0.0005 

30 diag 11368.33 1363917050.02 681958525.01 2 371.1288 0.0005 

45 dies 17010.14 1281967270.25 640993635.126 2 340.3965 0.0005 

• rcemmatila 



TAZ& 5. 	 ANÁLISIS DB VARIANZA DB LOS SOPORTES. 

CEPA 137 1 SEIS SE 

TIMO MEDIA GENERAL MI& DE CULDRALOS CUADRADOS MEDIOS GRADOS DI ~TAD 	E 	P 

O ame 13488.89 599143888.92 299571944.46 2 349.355 	0.0005 

15 Afma 8305.e0 795023116.66 397531558.33 2 5492.2963 0.0005 

30 das 5607.83 3433844334.501 171692217.25 2 2094.9295 0.0005 

45 ¿fu 5247.46 343009636.206 1/1504919.103 2 1137.8669 0.0005 

• trImmemmis 

1 • naval t..dgattiadass Gesariptivo. 



?MI 6. 	 AZIALISIS ES VÁRIMIZA DE LOS SOPORTES. 

OVA 139 /11 SERIE r 

maro IRME OIIIIBLI ala DE OMBILDOS COUUDOS MEDIOS unos DR LIMAD P 	P 

O das 11216.67 264255000.02 132127500.01 2 97.2121 0.0005 

15 tías 19261.11 1413510555.56 706755277.78 2 1494.046 0.0005 

30 ¿1.a 16943.e8e9 1792623505.59 8963117521795 2 1828.7626 0.0005 

45 días 17625.72222 174585582.05 872927913.025 2 2825.8668 0.0005 

P • trocoemsta 

P a :d'el de atinifieunts demeriptivo. 



Ulla 7. 

TIMO Mai MEM 

TARLUIZIL DO 103 sorcans. 

cm 139 Fi 	3111111 

PUM a MORADOS 	~03 DIOS MUDOS Di =WAD 	7 

O das 	6355.5556 135087222.226 67543611.113 2 110.5762 0.0005 

15 afa• 	9532.7778 1326798005.56 663399002.78 2 36467.1921 _0.0005 

30 atm 	6654.4444 712661755.554 356330877.777 2 25984.0527 0.0005 

45 	4763.8667 314:«70070.188 115135039.094 2 504.0849 0.0005 

• treserests 

P 	alisa és ~sada elegariptIve. 
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