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1. INTRODUCCIONM

El nitrdgeno es el elemento indispensable para la vida tanto
animal como vegetal, ya que es el constituyente esencial de los
tejidos. El ajire atmosférico contiens de un 75 a 80% de nitrdgeno
libre; por lo gue sobre cada hectdrea hay aproximadamente unas
35,000 toneladas de nitrégeno.

Un suelo con deficiencia de nitrégeno se manifiesta en las

plantas por un color amarillento en el follaje,los tallos se

encuentran deébiles y delgados, la produccidn es reducida.

Manteniendo un nivel adecuado de compuestos de nitrdgeno
asequibles a las plantas, en los suelos, se conserva un buen
nivel de fertilidad ya que parte de las pérdidas de nitrdgeno son
debidas a que las plantas, absorben gran cantidad de nutrientes
nitrogenados para alimentarse, ademés sus pérdidas son grandes,
por el arrastre que hace el agua, ya sea de riego o por las
lluvias y también a que el nitrdgeno permanece insoluble debido a
que las condiciones del suelo no son las propiclas para 1la

descomposicién de la materia orgénica.

El nitrégenc es la materia prima para la fabricacioén de
fertilizantes quimicos nitrogenados; este elemento necesita
combinarse con otros elementos adecuados, para que las plantas y
la vida animal puedan aprovecharlo; desgraciadamente no se

combina facilmenta con otros elementos; sino mediante agentes



poderosos como la descarga eléctrica o bien a través da
reacciones quimicas producidas por l1las altas presiocnes vy
temperaturas, ya que este proceaso requiere de mucha energia.

(22)

El nitrégeno del aire fijado por microorganismos asociados
con las plantas, puede producir, combinado con otros alementos
quimicos, proteinas dentro de las plantas, 1las cuales son el
alimentoc principal de los animales herbivoros; ellos a su vez
eliminan una parte de nitrédgeno en forma de abono y de esta
manera lo regresan al suelo; donde puede ser usado para mejorar

las cosechas o bien perderse por lixiviacion.

Ciertas bacterias (Rhizobium 8p., Frankia sp y las
cianobacterias) utilizan el nitrégeno gaseoso presente en el
suelo, de tal formsa gue 1o hacen asimilable para l1a planta. Estos
cambjios gque experimenta el nitrdgeno son importantes y deben ser
dirigidos hacia la fijacién del nitrégeno en el suelo para el

mejoramiento de la produccién agricola.

Es posible fijar una gran cantidad de nitrdgeno atmostérico,
mediante la siembra de plantas leguminosas, ya que éstas pueden
transformarlo en nutrientes asimilables cuando se encuentran
asociados con una bacteria del género Rhizobjium. la cual toma el
nitrégeno de la atmosféra del suelo Yy lo proporciona a 1la planta.

El proceso realizado por esta asociacion Rhizobjum - Leguminosa,



se conoce como fijacién simbidtica del nitrégeno. La simbiosis
Rhizobium - Leguminosa es muy significativa para la agricultura
moderna pues la cantidad de nitrégeno que se fija por este medio
es sustancial. La figura No. 1 muestra el lugar que ocupan las

leguminosas en el ciclo del nitrégeno. (17)

Muchos suelos carecen o tienen una cantidad minima de
bacteriag perteneclientes al géneroc Rhizobium que pueden asociarse
con la leguminosa cultivada, por lo cual se hace necesario
inocular, es decir introducir directamente al suele bacterias
vivas de Rhizobjum o bien ser adheridas a la superficie de la
senilla en el momento de la siembra, a fin de favorecer la
asociacién Rhizobhjum - Leguminosa, que origina la formacién de
protuberancias en el sistema radicular comunmente conocidas como

nédulos. (22)

Cuando un suelo es destinado al cultivo de leguminosas no as
necesario aplicar nitrégeno, unicamente hay que asegurar la
inoculacién de la semilla para que smea aprovechable el nitrégenc
gaseoso presente sn el suslo. La cantidad de nitrdgeno fijado por
una leguminosa depende de la cantidad del inoculante, de su
. calidad, de una buena samilla y de las condiciones del medio
ambiente. También es necesario proporcionar adecuadamante fésforo
y calcio activos y otros nutriente, para lograr un buen

desarrollo de la planta con un sistema nodular efectivo.

De mas de diez mil especies de leguminosas conocidas,
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solamente doscientas son cultivadas y son las que mds se utilizan
como materia prima, base en nuestra alimentacidén, y también como
abono verde para aumentar la !crtilidaq del suelo. Algunas de
estas plantas son: el frijol, 1la lenteja, el chicharo, 1la
alfalfa, el cacahuate, el garbanzo, la soya, el trébol, el haba y

el ebo de los cuales se cultivan diferentes variedades.

La leguminosas tienen multiples empleos en la agricultura,
por las siguientes razones: sus hojas y frutos almacenan gran
cantidad de proteinas teniendo por lo tanto gran valor como
forraje especialmente cuando se utilizan en mezclas de racliones
alimenticias. Son indispensables en los programas de rotacién de
cultivos, cuando han sido inoculados adescuadaments, ya que en
esta forma pueden fijar el nitrégeno del aire que no puede ser
aprovechado por otros cultivos distintos a las leguminosas.
Aumentan la cantidad de nitrégeno aprovechable en el suelo,
siendo aun mayor, cuando se entierran comoc abono verde e influyen
en forma benéfica sobre los microorganismos que intervienen en la
descomposicién de la materia orgdnica y ayudan a mejorar 1la
textura del suelo facilitando la labranza y protegiéndola de la
erosion. (18)

El uso de inocculantes microbianos da la posibllidad de
incrementar la produccidn agricola, de tal forma que se raduce la
contaminacién debida al uso de fertilizantes quimicos y mantiene
el suelo fértil. Los cultivos de leguminosas representan una
importante fuente de abastecimiento de proteinas para la

alimentacién husana y animal.



II. OBJIETIVOS.

Indicar las caracteristicas necesarias para que se lleve a
cabo una buena nodulacién, dando como consecuencia una

fijacidn de nitrégeno

Mediante un disgrama, explicar el proceso de obtencidn de
una suspension de células en la elaboracién de los

inoculantes para soya (Glycine max).

Indicar las propiedades que presenta la turba para poder ser

utilizada como soporte.

Describir el proceso, asi mismo 1las variantes quea se deben

de tomar en cuenta en la produccién de los inoculantes.

Seflalar 1la 'Llpomncl.l de los estindares dentro del

control de calidad de los inoculantes.

Dar a conocer las condiciones adecuadas durante el
slmacenamiento y distribuicién de los inoculantes para

leguninosas.

Hacer hincapié de la importancia del uso de los inoculantes

en el campo;: siendo estos de gran ayuda para el agricultor.



IXII. GENERALIDADES.

3.1 Antecedentes histéricos.

Los Egipcios y Romanos empleaban las leguminosas como
plantas forrajeras y mejoradoras del suelo. Los campesinos
nedievales europeos conocian los efectos beneficiosos de 1la

rotacién de estas plantas con otras plantas de cultivo.

. En China la siembra de leguminosas es una priactica ancestral
que se combina con la aplicacidén de desechos (vegetal, animal y
humano) con 1la finalidad de aumentar el rendimiento de 1los

cultivos por unidad de area.

El conocimiento de la simbiosis Rhizobjum - Leguminosa sge
inicia cuando 1liebig y Bousingault en 1830 desmostraron
experimentalmente la capacidad fijadora de las legumincsas al
hacerlas crecer er. un medio deficiente de nitrdgeno y cuantificar

la cantidad fijada de éste elemento por las plantas.

En 1879 Frank reconocié que los nédulos radiculares de las

legumi eran | por bacterias, pero fué hasta 1886 que
Hellriegel y Wilfart observaron por primera vez la relacién

nédulo - fijacién de nitrégeno.



En 1888 Beijerinck aislé por primera vezr a la bacteria
causante de la nodulacién, indicando la necesidad de suministrar
artificialmente los microorganismos al suelo, lo que motivd el

degsarrollo de la industria de los inoculantes. (25)

En 1888 Hellriegel y Wilfart inocularén esta bacteria en
semillas, por primera vez, en el suelo donde anteriormente habian
crecido leguminosas; con el mnmétodo que denominardn de
"transferencia®. Resulté aceptable la nodulacidn, sin embargo se

presentardn problemas con la microflora indigena.

Las primeras practicas de inoculacion de semillas con
cultivos artificiales de bacterias "radicicolas" se realizarén en
1896 por Nobbe, Hiltner y Voelcker cada quien por separado. Los
dos primeros usarén un medio de cultivo para Rhizobjum sp. a base
de azucar, asparagina, gelatina y extracto de leguminosa al que
denominarén Nitragin y posteriormente utilizarén un método a base

de algodon sin obtener resultados satisfactorio.

Voelcker trabajé por su parte con bacterias crecidas en un
medio de agar suspendiendolas posteriormente en agqua para
inocular las semillas o el suelo. Algunos intentos para mejorar
la introduccién de cepas efectivas fuerdn desarrolladas por Marks
en 1905, Mc Alpine en 1906 y Donan en 1912; sin embargo, es hasta
fecha mas reciente que la investigacién en este campo tuvo mayor
auge, ante el deseo y/o la necesidad de introducir exitosamente

especies de legumincsas a nuevas areas de cultivo.



En 1942 se realizdéd el primer experimento para probar la
eficiencia de varias cepas de Rhizobium gp. Durante 1944 se
determinarén algunos de los principales efectos del almacenaje en
la longevidad y efectividad de 7 grupos cultivados, sobre
diversos medios de agaf y turba. El principio del método usado
actualments a base de turba seca, finamente molida y estéril se
desarrollo en 1946 y en 1952 se establecié un método para la

preparacién masiva de inoculantes empagquetados. (25)

El desarrollo actual de 1la industria ha diversificado y
especializado la investigacién en este campo. Ante la deficiencia
fisi:ca o cualitativa de depésitos turberos; en wmuchos paises se
investigan diversos materiales para emplearlos como sustitutos de
la turba, entre los cuales pueden citarse: mezclas de suelo Yy
carbén, turba y suelos combinados, suelo con polvo de cascara de
coco, paja de trigo, bagazo de cafia, polvo de celulosa, composta
vegetal, lodo filtrado con desperdicios de la molienda de la cahfa
de azucar, polvo de cAscara de coco mAs composta de mailz,
poliacrilamidas, cascara de cacahuate, carbdén, vermiculita,

mazorcas de maiz wolido, etc.

Los resultados son variables en cuanto a la calidad de los
inoculantes sin embargo hasta el momentc ningun material ha
superado a la turba (Graham 1974). En otro sentido, so realizan
pruebas con la finalidad de mejorar cepas; para obtener
estabilidad genética, mayores capacidades infectivas, alta

capacidad competitiva para la formacién de nodulos; mayor



viabilidad y resistencia bajo diversas condiciones ambientales
durante la preparacién, el control de calidad, el almacenaje y la

inoculacién del producto.

En la actualidad la mayor parte de la produccidén de
inoculantes (aproxiwmadaments un 80% en Estados Unidos) se
destinan basicamente a cultivos como la soya y la alfalfa; sin
ambarge siendo las leguminosas de las regiones tropicales, un
grupo de gran importancia fitogeogréfica por su abundancia y
diversidad, no se han desarrollade métodos apropiadca para
capitalizar la fijacidén de nitrdgeno de estas zonas y se
considers que ante la problesitica de la mal nutricidén proteica
de la gente Yy o] alto costo de los fertilizantes para la
produccidn de alimentos en los paises en desarrollo,
principalwente los situados en los trépicos, la explotacidén de la
fijacidon biologica del nitrigeno (simbidtica o de vida libre) as
una fuente promisora de proteinas para consume humano; pere es
necesario snte todo pomesr una tecnologia de 1la produccién de
inoculantes, aplicable en sstos paises, que se consideren las
necesidades regionales de tipe econdmico y biolégico, ya que las
leguminosas del trdpico son significativamente distintas de
aguellas de las regiones templiadas y hay riesqgo de tener pérdidas
al tratar de introducir en esos pafses los inoculantes de otras

latitudes. ~(25)

En  Néxico la splicacién de los inoculantes tiene un cosato

excasivo pues la mayoria se elaboran a base de turba importada.



En 198) Nitragin Company, pionera en la elaboracicén de
inoculantes, fabricd 600 toneladas de ellos, de los cuales del 60
al 70% fuerdn hechos para la soya, utilizando turba importada de

Wisconsin, E.U,A.

Ante esta circunstancia FERTIMEX, planed desarrollar una
planta productora para emplear turba del pais, con éste recurso
no renovable; para evitar la dependencia del mercado exterior, se
han realizade investigaciones encaminadas al desarrcllo de una
industria nacional para manufacturar inoculantes empleando

materiales de desecho 0 no aprovechables en la actualidad.
En las investigaciones realizadas se han utilizado: aserrin,

bagazo de cafia y céscara de coco, como base de inoculantes para

soya. (25)

10
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3.2 Caraoteristicas del género Rhisobium.

Caracteristicas:

Morfologia
bacteriana.

Movilidad.

Medio de
cultivo

Forma de las
colonias.

. observados en

Capas da srecimisnto Cspas de sracimiento
dante

Son bacilos gram negativos Que miden 0.5 - 0.9
mnicras de ancho por 1.2 - 3.0 micras de largo.
Comunmente pleomdrfico bnjo condlcionn de
crecimiento adversas. Fr fr tan
en su interior grdnulos de pol
hidroxibutirato, las cuales son ntrlnqcnt.l
microscopia de contraste de
fase. No tienen sndoaporas, son
microorganismcs aerobios, desarrollan bajeo una
tensicén de O, wmanor a 0.Ql atmdsferas; su
:upcnturl gptlll 25 - 30 C y un rango de pH
e 5.0 a 8.5.

Sa auevan por 5a muevan por un
tlnqolo- peritricos flagelo polar o
de 2 a 6. subpolar.

Agar - manitol ~ levadura y sales minerales.

Son circulares con-
vexas, semi-trans--
ldcidas y wmuocila-

Son circulares punti-

foraes, cpacas, rara
vez transldcidas,
bl de textura

ginosas usual t
de 2-) mm de didme-
tro en J-5 dias.
Tiene pronunciada
turbidex después de
2~3 dias do culti-~
vos con agitacidn.

11

convexa y granular y
no exceden de 1 mm de
didmetro entre 5-7
dias.



Bioguimica.

Infectividad.

Inmunologia.

Porcentaje
de DNA.

Utilizan una varie-
dad de carbohidra--
tos como manitol,
glucosa, usualmente
prefieren sacarosa.
Algunos necesitan
biotina u otras vi-
taminas solubles en
agua.

Los principales mecanismos para el metabolismo
de los carbohidratos parscen ser el ciclo de
Enter - Doudoroff y el ciclo de las pentosas.
(5, 6, 28, 29)

Prafieren utilizar
pantosas como fuante
de carbohidratos, no
utilizan los disacari-
dos y polisacaridos.
Usualmente no utilizan
biotina.

Generalmente produ-
cen la formacidn de

Causan nodulacién so~
bre algunas legumino-

nédulos en legumi~- sas; en especial
nosas de zonha -
tropical. nodula sobre
Glycine sp. y clertas
cepas nodulan scbre
lapini sp.
Presentan una aglutinacién (flagelar y/o

somatica) con ciertos antisueros especificos.
Bl antigeno flagelar es muy labil al calor. Se

da el caso de presentar reacciones cruzadas
Rhizohium

La G + C contenida
en el DNA estié en
un rango de $59.1 a
63.1 moles % (Tm).

La G + C contenida en
el DNA es de 61.1 a
65.5 moles & (Tm).

(5, 6)

12
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1IV. PRODUCCION DE CRLULAS.

4.1 Seleccién Ge la cepa.

La capacidad de fijacién de nitrégeno y el poder de
infeccién en las leguminosas son las caracteristicas nmas
importantes que decicen 1la eleccién de una cepa que seri
destinada a 1la preparacién de un incculante. Generalmente se
trata de preparar inoculantes con cepas que sean efectivas frente

diversas especies vegetales. (35)

Las bacterias de Rhizobium fundamentalmente deben tener las

siguientes caracteristicas:

Infectividad: Que es la capacidad de la bacteria para penetrar al

sistema radicular y forsar nédulos independient te que fijen o

no nitrégeno.

Espacificidad: Que es una caracteristica de la bacteria para

fijar nitrogeno solamente con determinada leguminosa.

Efectividad: Que es el poder de la bacteris para absorber el
nitrégeno atmosférico y hacerlo asiailable para la planta. En

forma préctica se conoce la efectividad de un nédulo, observando

13



que la parte interna sea de color rojizo.

Virulencia: Que es la competitividad que tiene para penetrar al
sistema radicular primeroc que otras bacterias de Rhizobium poce o
nada efectivas. (16, 22)

Nodulaoién (infeccidén de la rais)

La fijacion del nitrégeno estas ligada especificamente a la
simbiosis de bacteria - planta y a la formacién de nddulos. La
infeccién de las raices necesita la presencia, en la rizosfera,

de grandes cantidades de Rhizobia ljibres (106 - 10° células/ml.)

Se realiza a través del extremo de los pelos radicales, cuya
pared es digerida mediante una pectinasa, permitiendo la entrada
a las bacterias, al estar en contacto el Rhizobium sp efectivo
con la raiz de la leguminosa, las bacterias aumentan en nimero y

ocurra la colonizacién.

Una vez dentro de la raiz, las bacterias se disponen en
largas cadenas paralelas, rodeadas de una membrana celuldsica que
se origina por invaginacién de la pared externa del pelo radical.
El conjunto forma una especie de ftilamento que va alargindose,
ramificidndose y atravesando, célula tras célula, los tejidos de

la raiz.
Las bacterias que se encusntran en el interior del filamento

14



adquieren formas extranas; de bacilos gigantescos, en maso, en X,
en Y, caracteristicas de los bacteroides. El nédulo embridnico se
origina por proliferacién de células vegetales y bacterias. Se ha
demostrado también que la formacion del nodulo va acompariada de
la produccién y secrecion de auxinas (4cido indolacético) por la

planta. (ver figura No. 2)

El tamafio, color y distribuicidon de nédulo scobre la rai: de
la planta, da indicacicnes de. que la asociacisén Rhigobium -
leguminosa es eficiente en la fijacion del nitrogeno. (17, 24)

Coloracidén de los addulos.

La efectividad de la asociacion Rhizobjum - Leguminosa puede
ser determinada por medioc de un corte, de un nodulo de la planta
hospedera durante el periocdo de florecimiento y notando el color

del ndédulo.

Los nédulos efectivos son grandes y tiene dentro una
coloracién rosa intenso, esto se debe a que poseen un pigaento.
Se trata de una hemoproteina (Virtanen 1947) con propiedades y
espectro de absorcién andlogos a los de la hemoglobina de
animales superiores, llamada por elloc leghemaoglobina. La

estructura de esta hemoproteina no es muy definida. (17)

La leghemoglobina, estd asociada a la fijacion de nitrégenc

en los nédulos de la leguminosa, pero no es parte de la

15



1. Inteccion del filamento,

2, Invaginacidn de la pared externa
de las vellosidades,

3. Nddulo embridnico.
4. Sistema vascular de la leguminosa.

Zona de fijacion del nitrdgeno

Figura No. 2

Praceso de infeccidn y el desarrollo del nddulo

sobre la ra’z de la soya (Glycine max), U7}



nitrogenasa (enzima de la fijacidén del nitrdgeno) ya que controla
las necesidades de oxigeno en el interior del nédulo, de tal
forma que induce a dicha enzima a que realice la fijacién del

nitrégeno.

Cuando las leguminosas son suministradas junto con
fertilizantes nitrégenados los nédulos producidos son pequeios;
después que el nitrédgeno del suelo es consunido, los nédulos

usualmente aumentan de tamafio y normalizan su funcién. (17)

Las caracteristicas importantes que deban de tenerse en
cuanta al seleccionar cepas activas del género Rhizobium, de
acuerdo a varios autores entre los que se encuentran: Adkar y
Bhardway (1), Burten J.C. (8,10), Date R.A. (16), Roughley vy
Pulsford (30), Stacey y Upchuréh (38) y Williams P.M. (44) son
las siguientes:

1. Ser capaces de formar nédulos con la cualidad de fijar
nitrégeno.

2. Sobrevivir a los camdbios ambientales durante las diferentes

épocas del aho.

3. Capacidad para desarrollarse en el medio de cultivo, en el
soporte del inoculants y al mismo tiempo en el suelo, al ser

inoculado.

4. Habilidad para competir con los Rhizobia propios del suelo.

16



5. Poder sobrevivir en el suelo independientemente de la planta

hospedera.

6. Posibilidad de formar en poco tiempo nédulos efectivos scbre

la raiz, en un amplio rango de temperaturas.
7. Alta sobrevivenvicia tanto en el soporte como en la semilia.

8. Capacidad de resistir varlaciones ds pH, del sueloc y tener
gran tolerancia a los macro y micronutrientes, asi como a los

pasticidas.
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4.2 Obtencién del medio de cultivo déptimo.

Por lo que respecta a los requerimientos metabélicos,
utilizan como fuente de carbone; polialcoholes, monosacéridos y
sacaridos simples. Entre las fuentes de carbono mas utilizadas se
ienciénan sacarosa, manitol, glicercl y lactosa y para casos

particulares se indica el uso de pentosas.

En cuanto a la fuente de nitrédgenc, se concluye que fuera de
la planta Rhizobjum es incapaz de utilizar el nitrdégeno
atmogférico, muchas cepas pueden utilizar el nitrato de amonio

(NH,NO,) como fuente suplementaria dde nitrdgeno.

Las cepas incapaces de usar nitrégeno inorgadnico combinado
80N generalmente cultivadas con la adicién de un aminoacido
sinple, como por ejemplo el icido glutémico. Los hidrolizados de
caseina son buenas fuentes de nitrégeno para el crecimiento de

Bradyrhizobiun japonicuns. Ia urea ha sido utilizada también.

De tal formas que para obtener diversas fuentes de nitrdégeno,
factores y vitaminas se recurre casi exclusivamente al extracto o
autolisado de levadura ya que es una excelente fuente de
aminoscidos, factores de crecimiento, trazas de elementos y
vitaminas indispensables para el crecimiento celular. Con el

propésito de obtener altos rendimientos celulares se recomienda
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el empleo de fuentes de nitrdégeno suplementarias talea como

nitratos y sales de amonio.

Respecto a las fuentes minerales se ha dJdestacado 1la
importancia de agregar Mg?*, po 3*, re?t, ca?t y co’* siendo este
Wltimo utilizado por algunas cepas para sintetirar vitamina By,.
El f4sforo es gensralmente utilizado en la forma de fosfato

inorgAnico. (2, 3, 28)

Un medio liquido comunmente usado en la produccion
industrial, raecomendado amplisments, es sl que se indica a

continuacién:

Manitol -~ ~ - - - c e m- e~ ~-109g/21
Extracto de levadura =« ~ ~ = = = ~ 100 ml

KqHPO, - - - - - ~ .- - -~~~ 0.5 g/1
MgSO, . THO =~ ~ = - = = - = = = = 0.2 g/1
HACL = = =~ =~ = = = = = = = = = « = 0.1 g/1
MnsO, sol. al 108 « = -~ -~ = = ~ - ~ 2 gotas
FeCl, #0l. &l 10% =~ = ~ « « = ~ - ~ 2 gotas
Hy0 destilada -~ ~ ~ = = = = « ~ ~ ~ 900 ml

Se eteriliza a 130°cC por 15 =minutos (las fuentes de

nitrégeno y carbono se esterilizan por ssparado).

El extracto de levadura se prepara con 100 g de levadura
pransada, la cual se suspende en 1000 ml de agus destilada, se
agita bien y se deja 2 horas a 25°¢ y despuds sn el autoclave

sproximadanente 50 minutos a la temperatura del vapor fluente.
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Se centrifuga la suspensién y el 1liquido sobrenadante se
ajusta a un pH de 6.8 y es utilizado como extracto de levadura
(agua de levadura). La misma puede ser reemplazada en los medios
de cultivo por extracto de levadura seca © en pasta en una

concentracion de 3 - 5 g/1. (2, 3)

A continuacidn se enlistan algunas modificaciones del medio

anterior, utilizado por diferentes autores:

1. Balatti y Mazza (4)

utilizan:

Glicerol = » = = = = = = = = - 10.0 g/1 =
Extracto de levadura - - =« - = 4.0 g/1

« En lugar de manitol

adendis le adicionan:

Con la finalidad de aumentar el crecimiento y mantener el pH

del cultivo en valores crecancs a la neutralidad. (pH = 6.8)

2. pérez Chaves (25)
Se le adiciona:

CaC0y = = = = == = = = === 0.01 g/1 ¢
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Rojo congoe ~ - - -~ - - ~ - ~ 0,025 g/1
AGAY = =~ = = = = - - - -~ 1%.0 g/l
Aforar a 1000 ml con agua destilada.

* Sélo en medio ligquideo.

Ponher 300 =l en un matrazr Erlenmesyer batleado de 1000 ml en
forma estéril. Incubar en agitacicén a 200 rpm durante 96 horas
a tempsratura de 29°c.

3, Corby H.D.L. y Thompson J.A. (1), 41)
De acuerdno a Fred eot. al (1932) se le adiciona:
Caldy = = = ~ = = v = = = = ~ ~ 3.0 g/

y en lugar de manitol se puede utilizar sscarosa o glucosa.

4. Ruiz, Labandera y Williams P.M. (33, 44)

Eatos autores utilizando el medio {niclial encontrarén gque
aunque estos microorganismos utilizan monosacdridos vy
Adisacéridos, las cepas de crecimiento lento tales como
Bradvrhizobium javonicus y Rhizebium lupini prefieren pentosas

como la arabinoss.

S. llo.uhs A. y Thompson B.G. (21, 40)
La n;dlcionnn CaCl, al 0.1 g/1 ajustando & un pH de 7.4.
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a)

b)

<)

q)

e}

4.3 Conservacidn de la cepa

Métodos para la conservacidén de la cepa:

Cultivos licfilizados.

Este método permite conservar la cepa por pariodos amplios,
gue bien pueden estar comprendidos entre 10 y 1% adfos;
disminuyendo asi las posibilidades de encontrar variantes
ganéticas, debldo a gque no se reguiere de la continua
resismbra, esto favorecs a gque no se sncuentren contaminantes.

Teniendo como desventaja el costo del liofilizador {equipo).

Cultive en medio con agar cubierto con parafina o vaselina
satéril.

A difersncia del método anterlor, este presenta algunas
desventajas; como es el pericdo de conservacién reducido
{(maximo un afio}, por lo tanto existen problemas en cuanto a
las rasiembras, de tal forma que se presenta una cContaminacién
originando asi variantes genéticas. Como ventaja presenta un

costo menor al anterior,
Cultivos en agar inclinado.

Cultivos desecados (método de las perias de porcelana y suelo

dssecado) .

Congelamniento.
(14)
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4.4 Inicio ds la produceidn.

El crecimiento del indculo en un medio de cultive liquide
con una alta concentracién celular, debe sexr superior a 1 x 10?
células/ml. Para iniciar esta etapa se debs cantar con cepas
previamente seleccionadas para 1la lequminosa (aoya), que
presentan un alto poder de jinfectividad y capacidad de fijacién
de nitrdgeno. (35)

Se debe tener un wedio de cultivo correctamente balanceado
para la cepa a desarrollar y un equipo de fermentacidén con todos
sus accesorios y controles gue aseguren la obtencién de
suspensiones de Rhizobium de alta concentracién en cortos

periodos de incubacién. (14)

La primera etapa de un proceso industrial, es conveniente
iniciarls en un agitador rotatorio. Se debe iniciar la produccidn
con el desarrollo de las cepas en matraces bafleados en
agitadores rotatorios o de movimiento reciproco, con indculos que
varian de C.1 ~ 1.08% de volumen del medio de cultivo, de tal modo
que cada matraz inicia el crecimiento con una concentracién de
indcule slrededor de 1 x 106 células/ml. Esto evita una
incubacion prolongada y reduce el riesgo de la contaminaciodn.

(¢, 35, 20, 30, 36, 44)
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Posteriormente se continua la preparacién del medio de
cultiveo para el desarrollo del indculo en un tangue fermentador o
bioreactor que sirve come indculo de la produccién industrial.

{5)
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4.3 Propagacidén del microorganismo.

La siguiente etapa del proceso es la propagacién del
microorganismo, la cual consiste en la transferencia de las
suspensiones obtenidas en los agitadores bafleados hasta llegar
al fermentador principal de produccldén. Tanto los fermentadores
como los medios de cultivo de la etapa de propagacién, deberdn

estar estériles. (5)

Durante el montaje de fermentadores para la propagacién y la
produccién de células, el sistema debe estar sellado para
prevenir la entrada de microorganismos contaminantes, ya que los

filtros de aire asequran que los contaminantes sean eliminados.

El tiempo medio de generacién para las cepas de crecimiento
rapido es de 4 horas, obteniendose su numero maximo viable de 1.5

a 3.0 dias.

Para las cepas de crecimiento lento como es Bradyrhizobium
japonicum, su tiempo madio de generacién es de 6 a 12 horas,
obteniendose su nimero maximo viable de 4.5 a 8.0 dias. (4, 15,
20, 30, 36, 44)
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4.6 Obtsncidn del ocultivo concentrado.

Los fermentadores que se pueden utilizar en la fermentacidn
a nivel industria son de tipo Waldhoff o de turbina con inyeccién
de ajire estéril y también se pueden usar fermentadores simples
con aire inyectado pero sin agitacidn. (5) (Ver figura No. 3
Yy No. 4)

Entre los serviclos y accesorios que debe de tener una
planta de fermentacidén, estad el suministro de agua para
refrigeracién (manteniendo de esta manera la temperatura del
procesc), vapor para esterilizar todos los equipos de
fermantacisn, incluso caflerias y accesorios de aire estéril, el
cual as obtenido por compresores que proveen el aire a

deterninada presién (no mds de 2 a 3 atm.)

Para esterilizar el aire norsalmente emplean filtros (lana
de vidrio mas asbesto) o filtros absolutos constituidos por
celulosa, estos uUltimos son mads eficientes y son los de eleccidn

‘pnra plantas modernas de fermentacidn. (5)

A continuacién se mencionan algunas condiciones utilizadas

en la produccidén celular:

Para el crecimiento é6ptimo se requiere aeracidén: en
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Figura No. 3

Diagrama de un fermentador sencillo hecho de acero inoxidable (41)



a. Tuberia de acero inoxidable g. Unidad de tiltracion de aire

b. Tuberia de hule h. Cubierta del tubo de muestreo

c. Tapdn de hule i. Llave de paso

4. TYornillo de ajuste i, Bomba de aire

e Tubo de muestreo k. Algoddn absorbente

f« Matraz . Aspirador de vidrio poroso
 Figura No. 4

Fermentador sencillo para la multiplicacidn de Hhizobrum (5}



fermentadores de poco volumen (hasta 2 litros) puede llevarse a
cabo simplemente por agitacion; para fermentadores de produccién
a escala industrial con volumenes de 1000 litros o mas, es
necesario el uso de aeracién forzada (por inyeccién de aire
estéril) con un régimen minimo de 5 litros de aire/litro de
cultivo/hora y a una temperatura de 26°c. {4, 15, 20, 30, 36,

44y

Al final del proceso, la suspensién de células obtenida sera

destinada a la impreqnacién del soporte. (5)

Con el medio de cultivo, en lo referente a su composicidén

quimica, una aeracién, temperatura ad ada y 1.0 porciento del

volumen del medio de cultivo, de indculo inicial; se obtienen
poblaciones de 4 a 5 x 109 células/ml después de 96 horas y este
tiempo -puede ser reducido aumentando la cantidad del indculo.

(44)
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V. SOPORTES.

Aspectos que se deben de tomar en cuenta en la preparacisén

de inoculantes para leguminosas:

Disponer de un buen material de soporte para las bacterias,
de tal forma que permita la conservacién de la humedad para
asegurar la viabilidad y una concentracién inicial elevada de

microorganismos,

Se reguiere del equipo adecuado para las oparaciones de
molienda, mezclado y tamizado y asi poder con las suspensiones de
microorganismos obtenidas del procesc fermentativo impregnar los

soportes.

El uso de los soportes ha permitido resolver el problema en
forma simple y econdmica el problema de distribuicidén y aumentar

el tiespo de sobrevivencia de estos microorganismos.

La turba, por ser escasa en la naturaleza, no puede ser
obtenida facilmente; por 1o que se ha investigado usar diferentes
sustitutos de origsen orgAnico. Algunos investiqgadores han usado
suelo y turba mezclados (Van Schreven 1954); otros suelos mas
carbén vegetal (Newbould 1951); arena mas nutrientes (Afity

1968) ; carbon con o sin nutrientes (Strijdom y Deschodt 1976);
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cemposta y elote de maiz (Corby 1976); bagazo de cafa de azucar
(Leiderman 1971); lodo filtrado con caiia de azicar molida

(Phipotts 1976) y celulosa en polvo (Pugashetti 1979).

Otro tipo de soporte fué preparado utilizando una composta
de mazorcas de maiz; mezclando mazorcas con 2.5t de tierra
caliza, 0.8% de superfosfatos y el 1.1% de nitrato de amonio,
agregando agua y dejando fermentar por 30 semanas. La mezcla se
guardé cubriéndola com plastico. Se obsarvé que la sobrevivencia
del Rhizobium era buena. (25)

Varios materiales como el bagazo de cafia de azucar, coco en
polvo, cAscara de coco y harina, cafia de azucar con arcilla en
polvo, vermiculita, carbén vegetal (7), cieno y otras sustancias

han sido estudiadas con resultados favorables.

No es recomendable usar por el momento los materiales
orgédnicos del S.I.R.D.0. (Sistema Integral del Reciclamiento de
Desechos Orgénicos) ya que es necesario establecer el contenido
de materia organica durante la produccién de la composta

producida por este método. (25)

Tambidn se han hecho estudios utilizando lignita y caco,
(23, 34): filtrados de lodo; mazorcas de maiz molidas y mezcladas
con fertilizantes y carbdn, pero desgraciadamente no han dado
buenos resultados; y aun se ha planteado la posibilidad de
utilizar lirio acuAtico (27) como soporte de inoculantes para

legquminosas. (25)
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5.1 Obtencidn de la turba.

La turba es el soporte universal usado en los inoculantes
. comsrciales para leguminosas en los ultimos 50 afos. Este
material no se encuentra en cualquier parte dsl mundo, y donde lo
hay, es de un valor que puede variar, en su uso, com¢ base para

inoculantes.

La turba ss forama en climas humedos y frios y resulta de la
acumulacién y descomposicidén parcial de depdésitos vegetales que
se han conservado bajo condiciones de escasa aeracidén en los

remansos de los lagos, estanques y pantanos.

El acumulamiento de plantas del género Sphagnum, as
probablemente su forma mis comin y estd compuesta por mas de 300

especies de plantas del orden de los Sphagnales, comprendiendo la

familia Sphagnaceas.

Este tipo de plantas se forma de diversos tipos de pantanos
localizados en Arsas del Norta de Eurcpa, Asia y América, también

existen depdsitos en las regiones AntaArtidas.

Su composicién quimica revela que contiene alrededor del 0.1
porciento de potasio, 1.0 porciento de nitrégeno y pH altamente

&cido entre 3.0 y 5.5. Estos valores son variables y las

30



diferencias se atribuyen al distinto origen botanico, la edad de
la turba, la capacidad de retencidén de agua y a la microflora

presente. (14)

La alta calidad en la preparacién de los inoculantes para
las leguminosas depende de la seleccién satisfactoria del

material de soporte y su pre-tratamiento.

La turba o un suelo con alto contenido de materia orgénica
son usados como soportes para Rhizobia. El tipo da turba pueds
afectar el numero de microorganismos y su sobravivencia, durante
el almacenaje antes de aplicarse a la semilla o al suelo. (30,

4‘)‘
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5.2 Selecoidn del soporte.

La aleccidén de la turba para ser utlizada como soporte en la
produccidén comercial de inoculantes, es de enorme importancia ya
que la calidad de los mismos depends estrechamente de las

caracteristicas de la turba utilizada.

Algunas de las propiedades maAs importantes a tener en cuenta
son: contenido de materia organica, capacidad de retencion de
agua, pH, facilidad para promover el crecimiento y smoportar una

adecuada sobrevivencia de las Rhizobia utilizadas.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de la turba, pueden
ser una indicacién de su adaptabilidad a l1la produccion de
inoculantes, pero la eleccién ultima deberd basarse en los
estudios de crecimiento y sobrevivencia de las Rhizobia como fué

demostrado por Roughley y Vincent (1967). (14)

Considerando gque las necesidades primordiales de las
bacterias son: humedad, nutrientes y el pH, de la turba empleada

debe poseer las siguientes caracteristicas:

1. Aumentar la sobrevivencia de los Rhizobia duyrante el
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almacenaje y distribuicién del inoculante y sobre todo cuando

se inocula a la semilla.
2, Ser de fAcil secado y triturado.
3. Disponible en cgntmadu adecuadas a bajo costo.
4. No téxico para Rhizobia.
$. Buena adhesidén para la semilla.

6. E1l material debe estar finamente molido para facilitar una
buena mezcla con otros componentes y ser compatible con el

suelo, al ser aplicado.
7. El1 pH debe estar entre 6.5 - 7.0.

8. Debe tener un alto contenido de materia orgénica, superior a

608,

9. Tener bajo contenido de sales solubles, menor a 1%.

Entre los soportes que han sido utilizados para 1la
preparacién de inoculantes, el mis empleado es la turba, el cual
es un material de origen vegetal que generalmente se presenta con
un pH bajo; sin embargo es el material mis usado debido a que
reune las carcateristicas necesarias para el desarrollo de esta
bacteria, como es permitir una buena sobrevivencia, ademas de

presentar una alta capacidad de rstencidn de agua. (11, 15, 24,
' 41, 42, 44)
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$.3 Lavado, nsutralisado y secado.

Lavado:

ia turba debe obtensrse mojada, pars después ser drenada o

lavada y posterjormente ser nsutralizada. (30)

Neutralizado:

LA mayoria de las turbas son &cidas y se neutralizan
generalmente con CaC0; hasta ohtener un pH de 6.5 - 7.0; sentre

otros agentes utilizados se encuentran NH,OH, NayCO, y K,CO04.

ElL agente nesutralizante es usualmente agregado a la turba
antes de inocularla. Pontcriomnto' se procede a efectuar un
" molido tan fino como sea posible, para segurar una mezcla
eficientes, pero en el caso de la cCompafiia Nitragin el agente
neutralizante es agregado durante la mezcla de la turba y el

medio de cultivo., (19, 30, 36)

Secado:

E1l secado dsbe efectuarse tosando sn cuenta las variables de

tesperaturs y tiempo. (19, 36}
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La temperatura de la turba no debe exceder de 100 ¢ durante
el secado, ya que las altas temperaturas causan degradacidon y se
producen sustancias téxicas, lo cual restringe el crecimiento y

la sobrevivencia de los Rhizobia. (30, 39)
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S.4 Molienda, tamizado y maduracidn.

Molienda y tamizado:

Seleccionar el tamafio de la particula que es necesario en la
preparacidon del soports. E1l tamafio de la particula se ajusta
mediante el molido del soporte; para esto se emplean 3 tamarios;
el llamadc polvo fino que pasa a través de una malla de 200 - 300
mallas, el polvo regular que pasa a través de 100 - 200 mallas y

el granular cuando se emplean de 16 - 15 mallas.

El secado de la turba, ademis de favorecer la molienda a una
finura de 150 - 200 wmallas, permite la incorporacién de mayor
cantidad del medioc de cultivo bacteriano. (19, 36, 39)

Haduracidn:

La turba humeda es pasada a través de un tamiz, estoc es con
la tinalidad de remover los gtunt.;l (residucs). Posteriormente se
pone a madurar en charolas con tapa de polietilenoc de 10 cm de

profundidad, durante 72 a 96 horas a temperatura de 26'c.

Durante la maduracién la humedad tiende a dismipuir en 1la
parte superior de la turba, esto se evita con una cublerta de

polietileno. (30)
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5.5 Boportes no estdriles.

Los soportes no estériles normalmente son secados despuds de
ser molidos, de esta manera la flora nativa no tiene 1la
oportunidad de multiplicarse, antes de que el medio de cultivo

- con las células sea adicionado. {(41)

La ispregnacion en los soportes no estériles se realiza
mediante un rociador: o por la adicién de una suspencidén al
soporte merclandolo muy bien en un recipiente. Usualmente se

agrega 1 parte ds la suspsnsién por 2 partes del soporte seco.
Al tinal el contenido de humedad pueds variar del 35 al 40%t

(Burton 1967) o del 45 al 50%, esto depende de la calidad del
soporte. (15)
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3.6 Esterilisacidn.

La seleccidén del método para la esterilizacion de la turba

entre otros factorss, depende del tipo de envase en el cual, el

inoculante es colocado.

a)

b)

Los métodos de esterilizacion son los siguientes:
Esterilizacion con autoclavs.

El uso de la autoclave es el unico método, que deja
absolutamante estéril al soporte, pero se ha encontrado como
una desventaja gque el material se altera durante la
esterilizacién y también puede restringirse la transferencia
de oxigeno en el inoculante. La esterilizacion se lleva a cabo

durante 4 horas a 121°C. (30, 39)

Uso de gas.

El d6xido de etileno, como carboxide (10% de déxido de etileno
y 90% de CO;), ha sido usado cono;cialunto para esterilizar
turbas, perp se han obtenido resultados muy variables, debido
a que el gas debe penstrar coapletamente en ia turba y después
ser totalmente removido. La sliminacicén del gas residual en la
turba empaquetada en un envase de polietileno es dificil de

efectuar lo que puede ocasionar la inactivacién de 1la
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bacteria. (30, 39)

Radiaciones gamma.

La turba se diastribuye en bolsas de polietileno de baja
densidad de ©0.05 mm y luego es esterilizada con radiaciones
ganma 5 Mrad. Sin embargo este nivel no alcanza a esterilizar

conpletamente a la turba, por lo tanto existen microorganismos

- sobrevivientes, los cuales aumentan su numero de células

(contaminantea) durante la vida wedia del incculante. Pero

rara vez ellos pasan el limite de 107 células/g de turba.

La sobrevivencia de los Rhizobia no se ve afectada

seriamente por este nivel de contaminacidén. (30)
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$.7 Soportes estériles.

El crecimiento de Rhizobia y su sobrevivencia scon mejores en
turbas estériles, la diferencia depende de la turba usada, la

temperatura y la duracidn del almacenaje.

Para la preparacién de células de crecimiento lento como son

pradyrhizobiux iaponicum, Rhizobium lupini es esencial la turba
estéril. (230)

En el caso de los soportes estériles; el soporte es

primeramente empacado en bolsas de polietileno en la cantidad

reguerida, procediéndose a la esterilizacién. (41)
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VI. PREPARACION DEL INOCULANTE.

Una de las etapas fundamentales que Qe toma en cuenta en la
preparacién de inoculantes para leguminosas, es la preparacién de
un medio de cultivo balanceado para lograr un buen desarrollo de
la cepa, ademis del equipo de faermentacién con todos sus
-accesorios y controles que aseguren la obtencién de suspensiones

muy concentradas de Rhizobia en un tiempo minimo.

-En cuanto a los métodos para obtener las suspensiones de
estas cdélulas, consisten en utjilizar la fermentacisn sumergida

{cultivo agitado).
Por lo que respecta a la obtencidn de in6culos, se deben

diferenciar distintas escalas: escala de laboratorio, escala de

planta piloto y planta industrial.
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6.1 Impregnacidn.

La manufactura de los inoculantes en gran escala, depende
del crecimjento en @l medio de cultivo, en el fermentador de
produccién, en el cual como minimo debe contener 10? células/ml,

el cual posteriormente es merclado con el soporte.

La impregnacion de los inoculantes, una vez estabilizados,
en turbas no estériles, dgeneralmente dan un contenido de
aproximadamente 100 veces menos células, que en una turba

esterilizada. (30)

La turba una vez impregnada con la suspension bacteriana
llega a obtener un valor de humedad del 50 al 60%, dependiendo
del tipo de turba y el método de esterilizacién. Para turbas no
estériles no es recomendable pasar de un valor de humedad del 55%

debido a la proliferacién de hongos. (19, 36)

La turba estéril empacada en bolsas de polietileno es
inoculada por inyeccion: la suspension de células es inyectada
con una jeringa automitica unida al fermentador. Luego de ser
impregnado el soporte se procede a desintegrar 10s grumcs QJue se
forman durante el tratamiento con los medios de cultivo ligqu:idos

y se deja madurar de 2 a 3 dias a temperatura ambiente.

42



Esta etapa tiene por cobjeto permitir la aliminacién de gases
producidos durante la fermentacién que tiene lugar en el soporte
debido a la praesencia de Rhizobium sp Yy ademds favorecer el
incrementoc de células de Rhizobium sp. (14)

Durante asta etapa el nimero de microorganismos aumenta
rapidamente durante la primera semana, después de la inoculacién
Yy pueden continuar multiplicandose lentamente mis alla de 4

semanas a 26 C. (30)
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6.2 Agentes adhesivoa.

Debido a que eas convenients mezclar el inoculante adecuado,
con las ssmillas de la legquminosa gue va a ser sembrada, es
necesaric agregar diversas sustancias: para evitar que el polvo
del inoveulante se desprenda y adewmAs proteger a las bacterias
del medio ambiente.

Adherentes:

Para asegurar gque las bacterias del inoculante estén
préximas a la raiz durante la germinacidén, se usan adhesivos, los
cuales ayudan s ispedir que el inoculante se desprenda con el

manejo de la semilla.

En el caso de usar solamente agua para la inoculacién, al
svaporase dicho ligquido, el inoculante se desprende de la semilla
y aunque cae también al suelo queda iejos ds las raices de la

planta.
En la tabla No. ) aparecen las dosis empleadas de algunos
adherantes las que varian de acuerdc al tamadio de la semilla.

Tanbién puede emplearse leche, wmiel diluida, agua azucarada,
goaa ardbiga, etc.; sin embargo con los materiasles dulces se

corre el riesgo de que las hormigas y hongos ocasionen dafios a
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las semillas inoculadas. (22)

Polvo de regubrimjento:

Lag bacterias mueren facilmente en los suelos &cidos o
alcalinos carentes de humedad y con altas temperaturas, por lo
que una semilla inoculada expuesta a estos factores rapidamente
gueda sin bacterias vivas, de ahi que sea conveniente recubrir
las semillas con un material inerte para conservar la humedad,
avitar la incidencia directa de los rayos soclares Yy crear un
ambiente favorable alrededor de la semilla, ya que el polvo de
recubrimiento daebe ser de reaccién alcalina (carbonato de
calt:-io), cuando la siembra se realice en un suelo acido y de una
reaccién &cida cuando la siembra se realice en un suelo alcalino.

El polvo de recubrimiento debe sar finamente molido. (22)
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Tabla No. 1

Incculacion Inoculacién
simple con revestimiento
10 Kg de Adherente Adherente Polvo de recubrimiento
semilla Metil Metil
celulosa 2% Celulosa 4% Carbonato de calcio
Goma Goma
ardbiga 20% arabiga 40% Roca fosférica
Chica 1/ 200 ml 200 ml 1 Kg
. Mediana 2/ 150 ml 150 ml 1 Kg

Grande 3/ 100 ml 100 ml 1 Kg

1/ Tamafio similar a la semilla de trébol, lotonis, etc...
2/ Tamafio similar a Siratro, Centrosema, Leucaena, soya, etc...

3/ Tamaho similar a Dolichos lab lab, frijol, etc...

cantidades de adherente y polvo de recubrimiento para inocular y

revestir 10 Kg de semilla de diferente tamano. (22)



6.3 Tipos de inoculantes.

los inoculantes se distribuyen comercialmente, en cuatro
presentaciones:
1. Cultivos en medio sdlido. (agar)
2, Cultivos en medio liquido. (caldo de cultivo)
3. Cultivos liofilizados.

4. Cultivos en polvo, con soporte.

1, Cultivos en medio sélido.

consisten en cultivos bacteriancs desarrollados sobre una
superticie de agar contenida en un envase de vidrio, en un

ambiente estéril. Esta técnica se usa para produccién en pequefia

escala.
Ventajas:

1. La manufactura del producto es muy sencilla, barata y
rapida.

2. El crecimiento es visible y los microorganismos
contaminantes se detectan fédcilmente por inspeccién
visual.

3. No requiere de soportes.

Desventajas:

1. La cantidad de Rhizobia por unidad de volumen es baja
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en comparacién con otro tipo de inoculantes.

El inoculante tiene una vida media relativamente
corta.

El envase se rompe facilmente, requiere de una
cuidadosa transportacién y distribuicién.

La scbrevivencia de la bacterja sobre la semilla de
leguminosa es intedior con respecto al indculo a base
turba.

También presenta dificultades en su aplicacion,
debido a la formacién de grumos que evitan su

aplicacién unitorme. (26, 42)

2. Cultivos en medio liquido.

El crecimiento de Rhizobium en un medio liguido es una

préctica rutinaria en el laboratorio y sirve también para ser

usado directamente en la produccién comercial, sélo se requiere

escalar el proceso. Este tipo de inoculante tiene las siguientes

ventajas y desventajas:

Ventajas:
1.
2.

Es de fécil aplicacioén a las semillas.

No esm T ario h d las semillas para aplicar

el producto, lo que permite economizar de 5 a 6 Kg de
semilla por hectdrea, que de otro modo se pierde por
pudricidn.

El medio liquido lubrica la sembradora impidiendo que
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se tape, como ocurre cuando se usan inoculantes a
base de polvo.

4. Ofrece la posibilidad de concentrar las células por
centrifugacién dismipuyendo €1 volumen del liquido,

minimizando los costos de transporte.
Desventajas:

1. La sobrevivencia sobre las semillas es similar a los
inoculantes sobre agar, e inferior a aquellos que
usan turba comoc soporte.

2. Reguiere de un envass que sea desechable y econdémico
asi como refrigeracién durante el almacenamiento y
transporte paAra asequrar la sobrevivencia de las

bacterias.

w

. El tiempo de almacenaje es corto.
3. Cultivos Liofilixados.

El proceso de liofilizacidén es usado aextensamente en 1la
conservacién de bacteriss, alimentos, productos medicinales, asi

" como en la preparacidn de inoculantes para la agricultura.
Ventajas:

1. Se presenta aen pequeiios volumenes con altas
concentracionss de células.

2. Vida wmedia prolongada, espscialmente en temperaturas
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elevadas y no hay oportunidad para el crecimiento de

gpicroorganiszos contaminantes.
Desventajasa:

1. Se requiere de un equipo costosa y sofisticado, como
es el 1liofilizador.
2. La asobrevivencia de la bacteria sobre la semilla es

pobre. (26, iz)

4. cultivos en polvo con soporte.

La mayoria de los inoculantes para leguminosas utilizan
polvos organicos como rmateriasles de soporte. Aungue se han
probado muy diferentes soportes, la turba es el producto que ha
sido el més adecuado para la formulacidn de los inoculantes

utilizados actualmente.
Ventajas:

1. La vida media del producto es comparativamente mas

larga.

2. Tiene una mayor sabrevivencia los Rhizobia sobre las

semillas de las leguminosas.
Desventajas:

1. Ocasions el taponamiento de las maquinas sembradoras.
2. Es necesarioc humedscer las semillas para asegurar una

busna distribuicion.
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3. Hay pérdida de semillas por pudricidn. (26, 42)

Otro forma de preparar inoculantes es la siguiente:

Scott y Bumgarner (1965) patentarén un proceso, el cual
consiste en una suspensién de Rhizobja en aceite, la cual se
deshidrata jinyectando aire en forma de burbujas para remover el
agua, posteriormente se centrifuga para. separar el aceite de la

bacteria; se procede a sacar el centrifugado.
El microorganismo ya seco es finamente granulado y mezclado

con-un soporte, como el talco o caolin, con el fin de proveer un

inéculo, el cual es usado en estado seco. (42)
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6.4 Enpacado.

Para el empacado, los materiales que se utilizan son:

vidrio, metal y plastico.

Los frascos de vidrio han sido tradicionalmente usados en
cutivos de agar, para inoculantes preparados en volumenes

pasquefios y para cultivos puros en medios sélidos.

La sobravivencia del cultivo pobre y el almacanamiento es
rastringido, aunque es previsto el intercambio de gas, madiante
tapones de rosca, pero ss mis conveniente usar el método de

sellado ya gque facilita su mansjo.

van Schreven usé frascos de vidrio para ser inoculados con
turba - suelo, los cuales son tapados con algodén lana y celofan
para prevenir la pérdida de humedad. Las desventajas que
presentan ss gue los frascos de vidrio ocupan wmayor espacio y

sstan sujetos a romperss.
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Empaqueg de metal:

Las latas de metal eran ugadas para los cultivos en turba,
ya que la unién entre la lata y su tapa es cubierta con una

etiqueta fija y asi el intercambio de ajre es minimo.

Aunque las latas pueden ser mAs resistentes a romperse que
todo los frascos de vidrio, estas no conservan a la poblacién.
Las latas nuestran una ventaja, que es la de ser retornables.

(42)

El desarrollo de esta industria, mostré un cambio en el
empacado de los inoculantes, ya que la mayoria de ¢stos, a nivel
nundial, son sélidos y pueden guardarse en bolsas de polietileno.
La seleccioén del material de plastico (empacado flexible) como
las bolsas de polietileno, facilita el intercambio de gas, ya que
permite la difusion de O3 y CO;, debido a pequefias p-rtoracionil
_efectuadas en la bolsa, la ratencién de humedad asi como 1la

resistencia a la temperatura.

El polistileno permite un alto intercambio de gas,
relativamente es baja la pérdida de humedad y es sellado al

calor. La esterilizacién de la turba es llevada a cabo en
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autoclave y su temperatura depende de la densidad del
polietileno, ya que el punto de fusién del polietileno, se eleva

conforme se incrementa la densidad. (42)

Asgi, el polietileno con un espesor de 0.038 a 0.051 mm.

cumple con estas necesidsdes. Pudiénd esterilizar en autoclave

& 1zx'c, o mis. Otra ventaja que presenta, es su fiacil manejo en

al transporte. (37)

Las direcciones impresas y alguna otra informacidén adicional
puaden ser hechas sobre el empaque; sim smbargo se requiere de
pracauciones espaciales para evitar parforar o dadiar la capa de
polietileno. La informacién dal inoculanta sobre sl paquete varia

dapendiendo del pais, pero la siguiente informacién es necesaria:

a) Nombre de la leguminosa que es nodulada efectivamente por el
producto.

b) Cantidad de la semilla que debe ser utilizada para ese
paguets.

c) Instrupcionu de aplicacion.

d) Numero da lote.

@) Facha de caducidad (fecha después da la cual el producto no es
considerado afectivo). ’

£y Precaucidén sobre la temperatura de almacenaje.

g} Responsabilidad legal o densgacidn.

h) Nombre y direccidn del fabricante. (1)
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6.5 Almacenamiento.

Una vez que el inoculante ha sido empacado en bolsas de
poliatileno, se debe de almacenar en un cuarto obscuro a una
temperatura de 4 a 5'C, ya que la disminucién del nimero de

Rhizobia viable esta en funcién de la temperatura. (32)

Factores gue afectan el crecimiento y la sobrevivencia de

Rhizobia durante el almacenamiento y distribuicién.

A. HNumedad.

El efecto del contenido de humedad sobre la sobravivencia de
los '-ic:oorqunhlo- puede ser considerado tanto para 1los
inoculantes preparados en turba estéril como en la no estéril, ya
que hay compstencia obvia entre Rhizobia y los microorganismos

contaminantes, sn particular en ciertos niveles de humedad.

El contenido de humedad en los inoculantes tiens un efecto
marcado sobre el numero de Rhizobia, ya que no sélo es critico el
nivel de humedad inicial sino que también hay una marcada
relacién entre el indice de mortalidad de Rhizobia y el indice de
pérdida de agua durante el almacenaje.



Tal pérdida puede suceder cuando 1los inoculantes son
almacenados bajo refrigeracién, ya que las turbas simples y las
turbas mezcladas (turba - suelo) varian ampliamente en su
capacidad para retener la humedad. Esta propiedad es diferente en

cada soporte, ya que absorben diferentes cantidades de humedad.

El contenido de humedad es la diferencia del peso de 1la
turba hiuimeda, menos el peso de la turba seca; por lo tanto el
porcentaje de humedad se define como el contenido de humedad

entre el pesoc de la turba himeda multiplicade por cien.

El método que utilizan alqgunos paises para determinar el
contenido de humedad, es mediante la expresién pF (potencial de
humedad). Un ejemplo del contenido de humedad es el de la turba
Badenoch la cual es expresada con valores de pF de 4.88, 4.15,
3.42 ¥y 2.39 que equivalen respectivamente a un 30, 40, 50 y 60%
de humedad. (30)

Vvincent (1958) reporta que una pérdida de humedad del 24% en
un inoculante almacenado a 5°C dié semanalmente un indice de
mortalidad de 0.085, el cual es reducido a 0.001, si la pérdida

de humedad es de 0.7%.
Roughley (1968) demostré que en turbas australianas no
estériles, o1 rango déptimo de humedad es de 40 - 50% (pF 4.15 -

3.42) mientras que en turbas estériles el rango éptimo de humedad



es de 40 - 60% (PF 4.15 - 2.69). (42)

B. Aeraclénm,

Los reportes muestran gue en los inoculantes, los Rhizobia
crecen mejor sobre medios liquidos o sélidos siempre y cuando

tengan buena aeracidén. (230)

La aeracién puede ser lograda evitando la contaminacidén, con
pequefias perforaciones en las bolsas de polietileno, es
importante tomar en cuenta que cualquier equipo adicional
utilizado puede causar dafio a la bolsa., cCiertos autores como
Williams P.M. (44) mencionan que hay un mejoramiento en la
sobrevivencia de las cédlulas, bajo las condiciones de accesoc de

aire.

Las latas selladas, los tubos cerrados y bolsas de
polietileno de muy bajo intercambio gaseoso son inadecuadas; sin
embargo el crecimiento y sobrevivencia de Rhizobia es bueno en

bolsas de polietileno de mediano intercambio gaseoso. (44)

C. Temperatura.

El efecto de la temperatura sobre el creacimiento y la
sobrevivencia de las bacterias estd relacionado con la pureza del

cultivo y 1la cantidad de humedad pérdida durante el
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almacenamiento. Los cultivos preparados en soportes estériles,

deben ser incubados a 26 C inmediatamente después de la adicion

de las células al soporte, lo cual promueve el crecimiento rapido

de las células en el inoculante, por 1o que ayuda a
sobrevivencia de los Rhizobia, si se mantiene constante

contenido de humedad.

Estudios efectuados semanalmente sobre la viabilidad
Rhizobia durante al periodo de almacenamiento de inoculantes,
turba no estéril, indican que el indice de mortalidad fue¢
0.04% a 5'C y de 0.094% a 25°C; lo cual indica qgue al aumentar

temperatura aumenta el indice de mortalidad. (30, 37)

En la figura No. 5 se describen los pasos a sequir en

produccién del inoculanta,
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V1X. CONTROL DE CALIDAD.

7.1 Control de calidad de la cepa.

FEl control de calidad de las cepas de Rhizobium para iniciar

la produccidén de los inoculantes es el siguiente:

La cepa de coleccién que se utiliza al principio, en la
produccién de los inoculantes se denomina "Cultivo inicial® y
debe. estar siempre disponible para ser usada en el momentc que se
necesite, normalmente se encuentra en tubo de cultivo. Estos
cultivos no varian ya que se originan de una misma cepa de

coleccidn, la cual se encuentra congelada en nitrdégeno liquido.

Para asegurarse de gue no exista cambio en la génetica, debe
ser minima la transterencia de cultivo entre el cultivo inicial y

los subcultivos.
Los procedimientos mas sencillos para comprobar el cultivo
inical antes de empezar la produccién de los inoculantes, son

mostrados en la figura No. 6.

El prooceso A. indica que la transferencia de masa que se hace de

la cepa de coleccion al medio de cultivo es por siembra estriada



Yy todas las pruebas son hechas con base a la cepa de coleccidn,
la cual es fuente del indculo para todo el cultivo inicial. Este
método no facilita alguna informacion sobre el rango de
variabilidad, dentro del cultivo. (tincion de gram, pureza,
serologia, habilidad para producir nodulos).

El proceso B. muestra el ensayo que se le hace al subcultivo, en
cuanto a la habilidad para producir nddulos efectivos, ya gque
cualquier subcultivo que no tije nitrdgeno efectivamente, se

descarta.

El proceso C. indica que debido a la inestabilidad génetica de
los Rhizobia, se prueba una colonia ajislada del cultivo inicjal
procedente de la cepa de coleccidn. Todo esto se realiza antes de

comenzar la produccién de inoculantes. (41)
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a)

b)

7.2 Control de calidad del soporte.

Soporte no astéril.
Ensayos que se deben realizar esencialments:

# Cuenta microbiana por dilucién.

¢ Infeccidn en la planta y cuantificacién de nddulos.

* Identificacién serclégica en los ndédulos.

(31, 32, 41,

Soporte estéril.
Ensayos que se deben efectuar:

* Tincidén de Gram.

# Cuenta en placa.

* Identificacidn serolégica.

* Deteccién de microorganismos contaminantes.

* Infeccién en la planta y cuantificacién de nédulos.

(31, 32, 41,
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7.3 Control de calidad de 1os inoculantes.

i:.n calidad de estos productos sera estrechamente ligada al
método de fabricacidn y al control de calidad de su proceso, el

cual varia ampliamente de pais a pais. (41)

El control de calidad de los inoculantes se basa en ndtedos
de trabajo, equipos e instalaciones adecuadas para efectuar
dichos controles durante el proceso y asegurar la calidad del

producto antes de ser destinado a 1a venta.

En cuanto al control de calidad microbiolégico, consiste en

dos tipos de ensayos: unco cualitativo y otro cuantitativo.

A. Pruebas © ensayos ocualitativos.

Estos consisten en las sigulientes deterninaciones:

a) Verificacidén del pH.

b) Realizacién de una aglutinacién con antisueros especificos.

c) Determinacidn de pureza mediante la siembra en un medio de
glucosa - peptona - agar, en donde no debe haber crecimiento,
ya que una contu-lnacién se detecta mediante la pre;encia de
crecimiento en el medic de cultivo.

d) Observacidén al microscopio de wun frotis, mediante la tincidén

de gram.
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Pruabas o ensayos cuantitativos.

Las pruebas gque se realizan, son las sigulentes:
a) Cuenta total de células de Rhizobia, por medio de la camara de
Patroff - Hausser.
b) Realizacién de la cuenta de células viables, por el método de
cuenta en placa.

c) Cuantificacion del numero de Rhizobia, a través del método de

-—

infeccién en la planta.

Para que un inoculante sea aceptado en el mercado, necesita
tener como minimo § x 108 células viables/ml. y estar libre de
microorganismos contaminantes. Se debe tomar en cuenta gue existe
una reglamentacidn presisa y confiable para el control de 1la

calidad de los inoculantes.

Los sistemas més avanzados sobre el control de calidad son:
A.I.R.C.5 (Australian Inoculants Research and Control Service) y
el U.D.A.L.S (University Departament of Agriculture Laboratory
Service). Estos sistemas tiene 1la finalidad de investigar el

control de calidad bajo tres puntos de vista.

Segun Date (1969) expresado como finalidades basicas:

1. Seleccidén, ensayo y mantenimiento convenientes de las cepas de
Rhizobia.

2. Control de calidad para los inoculantes de leguainosas.
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" 3.

Investigacién de los factores que afectan la calidad y 1la
aficiencia de los inoculantes en cuanto a la producciodn,

distribuicion y usos. (26, 30)

Ensayos cualitatives.

Determinacisén del pH, el cual indica que existe contaminacién

si se encuentran valores abajo de 6 y arriba de 8,

Identificacién seroldgica.
Aunque existe una amplia variedad de métodos inmunoldgicos,
el mis adecuado para este propésito, es 1la aglutinhcién

somética.

Para efactuarlas se requiere del siguiente material:

a) Antisuero: se utiliza un antisuero especifico para Rhizobia
el cuales almacenado en pequefios volumenes y congelado.

b) Antigeno: como antigeno se usa la suspensién de células de
Rhizobia que debe tener una concentracién minima de lo’
células/ml; esto es, con el fin de Qque al hacer la reaccioén
de aglutinacidén, ¢sta sea clara y se aeviten falsos
negativos.

c) Solucién salina al 0.85% de NacCl.

d) Tubos de snsayo de ! ml de capacidad.

e) Bafo maria a 37°C o 52°C de temperatura.
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Procedimiento:

1. En un tubo de ensayo mezclar partes iguales en cantidad
suficiente la suspensién del antigeno y de la solucién
salina, posteriormente se deja en agua hirviendo durante 30
minutos, esto es para inactivar los antigenos de los
flagelos.

2. Usando una pipeta pasteur, merclar en un primer tubo 18
gotas de la suspensién del antigeno previamente inactivado,
con 2 gotas del antisuero; en un segundo tubo mezclar 18
gotas del mismo antigeno con 2 gotas de la solucidén salina,
el cual es considerado como control.

3. A continuacién se dejan los tubos en el bafo maria a s2'c
durante 4 horas o bien a 37 °C durante toda la noche.

4. Una vez pasado el tiempo de reacclidén, la aglutinacién

somdtica es visible.

La reaccién positiva empieza con una apariencia granular la cual
procede a ser total. La presencia de una autoaglutinacién en la
solucidén salina (control), indica que la concentracidn de NaCl es
elevada, por lo tanto deberéd disminuirse a 0.5% de NacCl. (41,
42)

3. Prueba para datectar la contaminacién microbiana (pureza).
* Prusba de glucosa - peptona:
Se basa en gue el medio glucosa - peptona no favorece el

crecimiento de 1los Rhizobia, pero muchos microrganismos
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contaminantes crecen fdcilmente y tienden a producir un cambio de
pH en el medio.

El medio de cultivo contiene:

GlUucoSa =~ = = = = = = = = ~ - 5.0 g/1
Pegptond = = = = = = = = - - = 10.0 g/1
AQAr - = = = = = = = = = = = 15.0 g/1
violeta de Bromocresol - - - 10.0 ml *
Agua destilada - - - - -~ - -~ 900.0 ml

* Bl violeta de bromocresol (1% en etancl) se adiciona al medio

una vez disuelto el agar.

El medio ya preparado se distrjibuye en tubos de cultivo, en
seguida se esterilizan y sge inclinan los tubos. El medio de
cultivo se siembra a través de estrias y se deja incubar a 28°C ~
30°C durante 1 o 2 dias: despuds se examina el cultivo y si
ﬁreaenta crecimiento asociado a un cambio de pH, esto indica una

contaminacidn.

Algunas cepas de Rhizobium generalmente muestran escaso

crecimiento sin un cambio apreciable de pH en el medio.

¢ Tincidén de Gram:
Este ensayo es de gran utilidad, ya que mediante un frotis
tefiido se puede determinar; la presencia de contaminantes; 1la
presencia de contaminantes gram positivos, formacién de esporas y

células de diferente morfologia. (41, 42)
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B. Ensayos cuantitativos.

1. Cuenta total de células de Rhizobia.

Se utiliza una cémara de cuenta, la cual tiene una
profundidad de 0.002 cm, lo que requiere de menos ajustes épticos
del micrescopio. Debe de usarse un microscopio de contraste de

fases con objetivos de 20x y 40x.

La camara esta dividida en cuadros de Areas conocidaas, da
estd manera a travds de calculos y facteores de conversion se
puede conocer el numero de células por unidad de volumen. Una
poblacién mayor de 108 células/ml puede contarge sin la necesidad
de r;acor diluciones. La estimacion incluye todas las células

vivas o muertas. (41)

2, Cuenta en placa.

La cuenta en placa se usa para la valoracidén del nuimerc de
células contenidas en un medio de cultivo liguido. La suspensién
de células se diluye en serie, hasta obtener una dilucidén que

contenga de 30 a 300 células.

Los materjales qua se requieren para este ensayo son:

a) Diluyente: ¢ste diluyente es agua aestéril distribuida en
matraces y tubos de ensayo; los matraces con 99 ml y los
tubos de ensayo con 9.0 ml.

b) Pipetas: se necesitan pipetas de 1 y 2 ml de capacidad.

c) Medio de cultivo: el medioc es agar - extracto de levadura -
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manitol, colocado en las cajas de petri.

En el medio de cultivo que se utiliza en este ensayo, se
omite la adicidén de CaCo,, para evitar que se opaque el medio. El
rojo congo que se le agrega al medio; indica la presencia de
contaminantes, ya que los Rhizobia absorben menos el colorante

que otras bacterias.

A continuacién se muestra un ejemplo del proceso a seguir en
la dilucién de la suspensién de células, el cual debe tener como

minimo una concentracién de 107 células/ml.

Dilucién de la suspension de células.

(minimo esperado 109 cél/ml)

1 ml
10-2 Matraz con 99.0 nl (wminimo esperado 107 cél/ml}
1 m
1074 Matraz con 99.0 ml (minimo esperado 105 cél/nl)
1nml
10°¢  Matraz con 99.0 ml (minimo esperado 10? ctl/lx)
1 ml
10”7 tubo con 9.0 ml (minimo esperado 102 cél/ml)
1 ml en la caja petri (duplicado)
1078 tubo con 9.0 ml (winimo esperado 10t cél/ml)

Bl en la caja petri (duplicado)
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Las diluciones son mezcladas por agitacidén. Por otra parte
se vierten de 10 a 15 ml del medio de cultivo en una caja petri y
se mezcla con 1 ml de la dilucidén correspondiente; esto se hace
por duplicado para cada dilucién. El valor obtenido en las
series, es resultado del nimero de colonias desarrolladas en 1la
placa; las cuales deben estar aproximadamente entre 30 -~ 300

colonias por placa. (41, 42)

3. Determinacién del nimero de Rhizobia viable sobre las

semillas.

Primero se agregan las cédlulas a las genillas debido a que
se gace la cuantificacidén de los Rhizobia viables sobre las
semillas. Se cuantifica la cantidad de los Rhizobia, a los 0, 1,
7, 14, 21 y 28 dias despuds de ser recubiertas. fara esto Bse
procede a colocar 20 semjllas previamente inoculadas en un matraz
de 50 ml de capacidad, que contegan 20 ml de diluyente estéril,
se agita vigorosamente durante 5 minutos para desprender los
Rhizobia de las semillas, por lo tanto 1 =l de 1a'sunp¢nsidn
ro-ultant; contiens los Rhizobia correspondientes a una semilla.
Se hacen diluciones en serie de 10"l hasta 107¢. se adiciona 0.1
ml de .cada dilucién a cajas petri para hacer la siembra en placa,

esto se realiza por duplicado.
El medio de cultivo que contienen las placas debari contener
verde brillante (1.2%5 aicrogramos) es decir 6.015 g/1 del medio

de cultivo, esto es para diferenciar a las bacterias.
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Los resultados se gratican en la =sigulente forma: el
logaritmo del numero de células por semilla contra el tiempo de

almacenamiento. (ver grifica No. 1) (9, 36)

4. cuantificacién del numero de Rhizobia por infeccidén de las

raices de la planta.

bebido a que no hay un método confiable para identificar a
las bacterias nodulando la raiz de las leguminosas, se realiza el
método de cuenta de células presentes en la infeccidn de la raiz
de la planta. Este debe smer valorado por el nimero de
microorganismos que se encuentran en la suspensién del éultivo.
Si el estAndar requerido para una turba es de 109 cél/qg y s8i la
planta recibe una alicuota de 1 ml, la planta es probada en las

diluciones 10~7, 108, 109 y 10-10,

El material requerido para esta prueba es el mismo gue se
emplea en la cuenta por placa, excepto gue se hecesitan

condiciones asépticas para el cracimiento de la planta. (41, 42)

La clave para el exito de la nodulacién usando cualquier
cultivo estandar en turba; depende del numero de Rhizobia

- reaquerida por la semilla, eato a su vez depende de:

A. De la sobravivencia del {indculo durante la aplicacién a 1la
semilla y la germinacidén de la semilla.

B. La habilidad de los Rhizobia para colonizar la raiz de 1la
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C.

semilla.
La habilidad de la cepa inoculante para competir con los
Rhizobia del suelo para infectar los sitios de la raiz de la

semilla germinada. (44)

Estdndares.

Adn cuando se recomiendan numerosos estindares de

microorganismos gue debe contener el inoculante, es necesario

considerar otros factores que pusden repercutir en la viabilidad

de los microorganismos introducidos al suelo

Hay una amplia evidencia en que el nimerc minimo de Rhizobia

requerido para obtener una nodulacién completa; tiene un rango

extenso que va desde unas pocas semillas a cientos de semillas

conforse a:

A.

E.

El mdtodo de aplicacién del inéculo.

La temperatura y el tiempo entre la inoculacidén y la sjiembra.

Los factores toéxicos asociados con el recubrimiento de la
semilla (de cualquier naturaleza o el resultado de 1la

aplicacion de los pesticidas).
Las condiciones del suelo.
La competencia que ofrecen ipos Rhizobia nativeos del suelo.
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Se ha llegado a la conclusién que se necesita como minimo de
300 a 3000 células por semilla. La relacién existenta entre el
nimero de células durante la aplicacién del cultivo, varia de
acuerdo al tamaiio de la semilla y la cantidad de semilla usada

conforme al volumen de la turba. (43)

La viabilidad de estos microorganismos puede ser expresada
an términos de numero de células por gramo de inoculante o bien

nimero des células por gramo de semilla.

A continuacisén se indican los diferentes estaAndares

raconendados en diferentes paises, para los inoculantes de esta

clasa:
Pais Estindares
Australia Se axige mis de 1 x 10® Rhiszobia viable, a
excepcién de BRhizobium que forma nédulos
en Lotonis que es 3 x 10’ (Date y Roughley
1977).
Canada Un minimo de 10% Rhizobia viable por gramo

de inoculante, psro el indculo viable que

se necesita por semilla es 107.
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' Checoslovaguia

Holanda

Nueva Zslanda

Rusia

Estados Unidos

3 x 10® Rhizobia por gramo de inoculante.

De 4 x 10% a 25 x 10% Rhizobia viable por

gramo de inoculante.

1 x 10° Rhizobia viable por gramo de

inoculante.

De 5 x 107 a 10 x 107 Rhizobia viable por

grazo de inoculante.

No hay una reglamentacidn exacta para la

"calidad de los inoculantes, cada estado

establece sus propias reglas. Los
estiAndares varian de estado a estado y
estdn basados en las llamadas pruebas de
emergencia.

Las semillas son inoculadas conforme a un
instructivo, plantadas en arena estéril o
vermiculita; suministrindoles nutrientes
deficientes en nitrégeno. Las plantas se
cosechan despuds de 5 o 6 senanas. Las
rafices son examinadas para buscar ndédulos,
En Indiana, si el 90% o mis de las plantas
tienen uno o més nddulos en la parte
primaria de 1a raiz, 1la cepa se considera

satisfactoria, con 67 a 90% de plantas con
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Pals

Australia
India

Dinamarca
Rusia

U.5.A

uno o més nédulos la prueba es regular. Si
las plantas muestreadas estén noduladas un
67% O menos, se considera a la cepa no
satisfactoria. (12, 26)

Esténdares

10° Rhizobia viable (fabricado) con 0.1%

de comtanimantes.

10% Rhizobia viable (manufacturado) con

1.0% de contaminantes.

De 4 x 10 a 2.5 x 10'° Rhizobia viable.

De 5 x 107 a 1 x 10% Rhizobia viable.

3 x10% Rhizobia viablae. )

En seguida se mencionan algunas instituciones que elaboran

inoculantes sn México y algunas normas de control de calidad de

su producto.
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VIIXI. APLICACION EN EL CANPO

Normalmente, los 1inoculantes dsben ser aplicados
directamente a la semilla, sin embaxgo algunas semillas de
leguminosas contienen en su superficie factores toéxicos a estas
bacterias y debido a su toxicidad ocasionan fracasos en las

inoculaciones. (232)

Métodos de aplicacién de los inoculantes en las semillas.

& Mdétodo de inoculacidn directa.

El inoculante se aplica directamente al suslo.

¢ Método de lnoculacidén fndirecta.
El incculante se mezcla con la semilla, fuera del #4rea de siembra.
La inoculacién indirecta incluye diferentes mdétodos de
aplicacidén:
3. Método as incoulaocidn en asco.

Consiste en humedecer al suelo para posteriormente agregar
la mezcla del inoculante y la semilla. Este método sdlo involucra

la aplicacion del indculo en polvo a 1a semilla;: es ¢) mas simple
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de los métodos, pero a su ver es poco et.ectivo, ya gue el
inoculante se adhisre probablemente en poca cantidad y 1la
sobrevivencia de los Rhizobia que se han adherido a la semilla no
es adecuada. Este método es recomendable para inocular grandes

cantidades de lequminosas. ('32)

2, Método de inoculacién a través de rociado.

En éste método primerc se humedece la semilla con una
solucidén adherente que bien puede ser: goma ardbiga, metil
cslulosa o simplemente agua y posteriormente se agrega el

inoculantes.

La solucién o el agua, deben contener disueltos en
proporcién de una decima parte de su volumen: miel, melaza o
jarabe; lo cual permite que las bacterias sobrevivan de 2 a 3
semanas. S5i durante un tiempo no llueve es conveniente humedecer
el suslo. Este tratamiento es adecuado para plantas de semillas

lisas como la soya, el frijol, el trébol, el haba, etc. (18)

J. Método de inoculacion adherents *Slurry+*

Consiste en agregar agua al incculante antes dae ser

nezclado con la semilla. Los inoculantes primeroc son mezclados
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con agua {(ver tabla No. 2) hasta tener una consistencia
hdémogenea, en seguida se adiciona goma o azicar (sacarosa al
10%, goma ardbiga al 10% y metil celulosa al 1%).

El agua que se adiciona es con el fin de mejorar la adhesidn
de los inoculantes a las semillas. El uso de la azicar en los
inoculantes sirve para disminuir el indice de mortalidad de los

Rhizobia sobre la semilla seca.

ta cantidad de agua varia con las diferentes semillas ya gue
ef necesaria mds agua para las semillas pequeilas que para las
semillas grandes, debido a que el Area de superficie gque va a ser
recubjerta es mayor. Es importante hacer hincaplé en que 1las
semillas deben estar completamente recubilertas con las particulas

del inoculante,

A continuacién se ilustran los pasos a seguir en la
inoculacién de la semilla por el método de #Slurry* (ver figura
No. 7).
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Tabla No. 2

Cantidad de agua e inoculante para la jinoculacién de varias
sogillas de leguminosas de varios tamaftos, por el método de
*Slurry+.

Especie de leguminosa Semillas Inoculante Agua Adherente

(No/Kg) (9/25Kg (m1/25Kg (ml/25Kg
de de de
semilla) senilla) semilla)
Tritolium repens 2,000,000 110 625 750
(trébol blanco)
Medicago sativa 500,000 110 550 650
(Alfalfa)
Coronilla varia 250,000 110 550 650
(Crown vatch)
vigna radiata 25,000 110 500 550
{Green gram)
vigna unguiculata 10,000 il0 375 437
(Cowpea)
Glycine max 5,000 110 250 287
(Soya)
Cicer arietinum 2,000 110 250 287
(Garbanzo)
Vvicia taba 1,250 110 175 200
(Broad bean) )
)

78



Muestra el equipo necesario
a)- Inoculante .
W Agua adherente al inaculante
cJ- Adherente
d)- Semitlas

Adicidn dei agua y del agente

Mezclado del  lnoculante con
{as semilfas

Semillas revestigas con el
inaoculante

Figura No, 7 .

tnoculacidn de la semilla por el método de “Slurry®

[312]



ESTA TESIS NO DEBE
SAUR DE LA BIBLIBTECA

4. Método de las semillas revestidas.

Consiste en agregar un agente neutralizante, tal como el
carbonato de calcio, a las semillas ya recubiertas por el
inoculante. Este método mejora la sobravivencia de algunas
bacterias sobre la semilla, involucra el usc de la goma aribiga
(40%) o metil celulosa (1.5%) como adhesivo para el indculo de la
semilla, posteriormente estas semillas son revestidas finamente

con carbonato de calcio y roca fosférica,

La roca fostérica es generalmente recomendada en este
método; ya gque ayuda a las semillas que son sembradas en suelos
con un pH de 5.5 - 6.0 © bien cuando las semillas son sewmbradas

en contacto con fertilizantes acidos. (32)

Es necesario tener todos los materiales requeridos un dfa
anterior a la sjiembra, destacando por su importancia los

siguientes:

1. Inoculante con los microorganismos especificos.

2. Adherente preparado; ya que las goras ardbigas requieren de
tiempo para su dilucidén, ia cual se hace poniendo agua
suficiente en un recipiente a un nivel de 5 cm de altura, 40%
de goma arédbiga, la cual es espolvoreada sn la superficie del
recipients; se dela reposar durante 24 a 30 horas.

Posteriormente se agregan 15 g/l de carbonato de calcio, se
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agita . vigorosamente y de esta manera gueda listo el
adherente para'lu uso.

3. Semilla escarificada, si es necesario.

4. Polvo de recubrimiento (Cac0l, roca fosfdérica) finamente

molido en caso que se quiera recubrir la semilla. (32)
Semillas pre-inooulada.

En el suelo, las bacterias fijadoras de nitrdégeno
normalmente se mantiene en un madio propicio antes de penetrar a
la raiz de la planta y posteriormente forman las nodulaciones que
las protegen de la accién que pueden tener otros microorganismos

extrafios.

En canmbio las semillas que han sido inoculadas y guardadas
durante cierto tiempo para despuds ser usadas (semillas pre-
inoculadas) estan expuestas, tanto a los contaminantes por
organismos axtraﬂo-,.cono a cambios de temperatura y humedad en

el medio ambjente.

En los Ultimos afios se ha tratado de introducir al mercado,
la samilla pre-inoculada, para lo cual se han realizado numerosos
.experimentos; la mayoria de ellos comprueban que las semillas
pre-inoculadas solo pueden dar resultados positivos, »i son
sembradas en un término de tres meses a partir del tratamiento,
consarvandolas mientras tantc a una temperatura alrédedor de 5°C

y sin exponerlas a 10s cambios ambientales gue pudiera terminar
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con la vida de la bactaria o reducir su viabilidad. (18)
Para obtensr 1los bsnsficios de una buena inoculacidn.

1. Use el inoculante que corresponda a la especie de leguminosa
que vaya a sembrar.

2. Siga aexactamente las instrucciones de mansjo que estan
marcadas en el paguste.

3. 81 su siembra es en saco, emples doble dosis dal inoculante
para la ssmilla.

4. Si sigue el método de rociar la semilla para mazclarla con el

inoculante emples solamente la dosis necesaria.

5. La cantidad de la semillla que puede ser tratada con el

inoculante, esta especificada en cada dosis.

6. Inocule sus semillas de lequmincsas en todos los casos Yy
especialmente en siembras nuevas, para que se active la

fijacion de nitrégeno del suelo. (18)
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1.

IX. CONCLUSIONES.

Es importante que las cepas a utilizar conserven sus
caracteristicas de infectividad, especificidad, efectividad
y virulencia, para determinada especie de leguminosa, en este
caso, para la soya (Glycine max), proporcicnando una buena

nodulacién como resultado de la fijacidn del nitrégeno.

Entre los soportes que se emplean para la produccién de los
inoculantes, el miAs apropiado actualmente es la turba, debido
& que los experimentos realizados en muchos paises, han
demostrado que estos microorganismos crecen satisfactoriamente

an ella.

Las propledades que caracterizan a la turba como soporte @on:
contenido de materia orgénica, capacidad des retencién de aqua,
PH adecuado, facilidad para promover el crecimiento y soportar

una adecuada sobrevivencia de los Rhizobia.

Los soportes estériles presentan la ventaja de que eliminan la
compatencia de los microorganismos contaminantes, asi como
los efectos de antagonismo que intertieren con 1la

adaptacion y sobrevivencia del Rhizgbium.
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5.

[
.

Se encontré que para producir inoculantes de elevada calidad,
es recomendable utilizar soportes estériles debido a que
los microorganismos presentan un buen desarrollo y ademis
sobreviven las cepas de cracimiento lento, tal es el caso de
Bradyrhizohium Jjaponicum: aunque se pueden producir
inoculantes de buena calidad, empleando soportes no
estériles cuando se utilizan cepas de crecimiento rapido,
obteniendo asi un buen numerc de células en corto tiempo, con

menos costo.

En la bibliografia reportada se encontrd, que la gran mayoria
de los autores recomiendan gque el proceso de esterilizacidén
del smoporte (turba) sea a través de radiaciones gamma con una

sola dosis de 5 x 105 Rad.

Referente a las presentaciones en que se distribuyen los
inoculantes, el cultivo liofilizado, es el mis adecuado debido
a que el microorganismo presenta una prolongada vida media, se
presenta en pequefios volumenes con altas concentraciones de
células y no da oportunidad a que haya crecimiento de

contaminantes.

Por 1o que se refiere al empacado, se destaca el uso de bolsas
de polietileno de alta densidad, debido a las ventajas que

este proporciona tanto en su manejo como en su distribuicidn,
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las cuales han sido satisfactorias.

Para obtener un inoculante de alta calidad es necesario llevar
un minucioso control de calidad tanto de 1la cepa como del
soporte (turba), mediante ensayos cualitativos y cuantitativos

del inoculante.
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