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El nitrógeno ea el eleaento indiapenaable para la vida tanto 

animal coao vegetal, ya que ea el constituyente esencial de los 

tejidos. El aire atao•f•rico contiene de un 75 a eot de nitrógeno 

libre; por lo que sobre cada hect4rea hay aproximadamente unas 

35,000 toneladas de nitrógeno. 

Un suelo con deficiencia de nitrógeno se manifiesta en las 

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

encuentran débiles y delgados, la producción es reducida. 

Manteniendo un nivel adecuado de compuestos de nitrógeno 

asequibles a las plantas, en los aueloa, se conserva un buen 

nivel de fertilidad ya que parte de las pérdidas de nitró9eno son 

debidas a que las plantas, absorben gran cantidad de nutrientes 

nitrogenados para aliaantarae, adem6a aus pérdidas son grandes, 

por el arrastre que hece el agua, ya sea de riego o por las 

lluvia• y taabi•n a que el nitrógeno pel"lllanece insoluble debido a 

que las condiciones del suelo no son las propicias para la 

descomposición de la aateria orq4nica. 

El nitrógeno ea la materia priaa para la fabricación de 

fertilizantes qu1aico• nitrogenado•; este elemento necesita 

coll.binarae con otro• elemento• adecuados, para que las plantas y 

la vida animal pu'!dan aprovecharlo; deagraciadamente no se 

combina f4cilaente con otro• eleaantoa1 sino mediante a9enten 



poderosos como la descarga al,ctrica o bien a través de 

reacciones quimicas producidas por las altas presiones y 

temperaturas, ya que asta procaao raquiara de mucha energía. 

(22) 

El nitróc¡ano del aira fijado por aicroorganiaaoa asociados 

con la• planta•, puada producir, combinado con otros elementos 

quimicoa, protainas dentro da la11 plantas, las cuales son el 

aliaanto principal de loe animales herbivoros; ellos a su vez 

eliminan una parte da nitróc¡eno en forma de abono y de esta 

manera lo raqraaan al suelo: donde pueda ser usado para mejorar 

la• coaecha• o bien perder•• por lixiviación. 

Cierta• bacteriu (Rbizobiua llJ!•, ll:AnJU.A .11.R y las 

Cianobacterias) utilizan al nitróc¡eno gaseoso presente en el 

suelo, da tal foraa qua lo hacen 111iailabla para la planta. Estos 

cambioa que experimenta el nitróqeno 11on importantes y deben ser 

dirigidos hacia la fijación del nitróc¡eno en el suelo para el 

aejoraaianto de la producción agricola. 

E• po11ibla fijar una gran cantidad de nitróc¡eno atmosférico, 

mediante la aiembra de plantas leguainoaas, ya que éstas pueden 

tran•formarlo en nutrientes a11iailablas cuando se encuentran 

a11ociado• con una bacteria del q'nero Bbizobium, la cual toma el 

nitróc¡ano de la ataoaféra del suelo y lo proporciona a la planta. 

El proceso realizado por esta aaociación Bbizobiun - Leguminosa, 



se conoce como fijación simbiótica del nitrógeno. La simbiosis 

Rhizobium - Leguminosa es muy significativa para la agricultura 

moderna pues la cantidad de nitróqeno qu~ se fija por este medio 

es sustancial. La figura No. l muestra el lugar que ocupan las 

leguminosas en el ciclo del nitróqeno. (17) 

Muchos suelo• carecen o tienen una cantidad minima de 

bacterias pertenecientes al género Bbizobium que pueden asociarse 

con la leguminosa cultivada, por lo cual se hace necesario 

inocular, ea decir introducir directamente al suelo bacterias 

vivas de Rhizobiuw o bien aer adheridas a la superficie de la 

semilla en el momento de la alambra, a fin de favorecer la 

asociación Rhizobium - Laguainoaa, que origina la formación de 

protuberancia• en el siatema radicular comunmenta conocidas como 

nódulos. (22) 

cuando un suelo es destinado al cultivo de leguminosas no es 

necesario aplicar nitrógeno, unicamente hay que asegurar la 

inoculación da la aemilla para que aea aprovschable el nitróqeno 

gaaeoao pre•ente en el suelo. La cantidad de nitróqeno fijado por 

una leguainoaa depende de la cantidad del inoculante, de au 

calidad, de una buena aesilla y de las condiciones del medio 

ambiente. También ea neceaario proporcionar adecuadamente fósforo 

y calcio activo• y otros nutriente, para lograr un buen 

deaarrollo de la planta con un aiateaa nodular efectivo. 

De ••• de diez •il eapecies da leguminosas conocidas, 

J 





solamente doscientas son cultivadas y son las que más se utilizan 

como materia prima, base en nuestra alimentación, y también como 

abono verde para a1111entar la fertilidad del suelo. Algunas de 

estas plantas eon: el frijol, la lenteja, el chicharo, la 

alfalfa, el cacahuate, el garbanzo, la soya, el trébol, el haba y 

el ebo de los cuales •• cultivan diferentes variedades. 

La l•1JU11inoaaa tienen aultiplea empleo• en la agricultura, 

por laa aiquientea razones: aue hoja• y frutos almacenan gran 

cantidad de prote1na11 teniendo por lo tanto gran valor como 

forraje eapecialaente cuando •• utilizan en mezclas de raciones 

aliaenticiaa. Son indiapenaablea en 1011 programas de rotación de 

cultivos, cuando han sido inoculados adecuadaaente, ya que en 

eata roras pueden fijar el nitr6qeno del aire que no puede aer 

aprovechado por otroa cultivo• diatintoa a la• leguainoaaa. 

Auaentan la cantidad de nitrógeno aprovechable en el auelo, 

aiendo a~n aayor, cuando 11e entierran como abono verde e influyen 

en toraa b•n•fica aobre loa aicroorqaniaaoa que intervienen en la 

deacoapoaición de la materia orgánica y ayudan a mejorar la 

textura del auelo facilitando la labranza y proteqiAndola de la 

erosión. (11) 

El uao de inoculantea aicrobianoa da la posibilidad de 

incre .. ntar la producción agricole, de tal forme que ae reduce la 

contaainación debida al uao de fertilizante• quiaico• y aantiene 

el auelo f•rtil. Lo• cultivo• de lequainoaa• repreaentan una 

iaportante fuente de abaateciaiento de proteina11 para la 

ali .. ntación h11118na y aniaal. 

' 



:u:. ounno•. 

1. Indicar la• caractari•tica• nac••ari•• para qua •• lleva a 

cabo una buena nodulación, dando coao con••cuencia una 

fijación da nitróc¡ano 

2. Madiant• un dia9raaa, explicar al proca•o da obtención de 

una •umpan•ión da c•lula• an la elaboración da lo• 

inoculante• para aoya (Glycine aax), 

3. Indicar laa propiadadea que preaenta la turba para poder ser 

utiliaada coao aoporta. 

4. De•cribir al proceao, aai aiaao la• variantaa que •• deben 

de toaar an cuenta an la producción da loa inoculantaa. 

5. Saftalar la i11POrtancia da loa eat6ndaraa dentro del 

control da calidad da loa inoculant••· 

6. Dar a conocer la• condiciona• adecuada• durante al 

alaacanaaianto y diatribuición da loa inoculantes para 

laguainoaaa. 

7. Hacer hincapi• de la iaportancia del u•o de lo• inoculantea 

en al caapo; aiendo aatoa da 9ran ayuda para al a9ricultor. 

5 



III. OllllBRALIDADIB. 

3.1 anteoedent•• biat6riooa. 

Loa Eqipcioa y Romano• empleaban las leguminosas como 

plantas forrajeras y mejoradoraa del suelo. Los campesinos 

medievales europeos conocian los afectos banef iciosos de la 

rotación da estas plantas con otras plantas da cultivo • 

. En China la siembra de laquminosas as una pr6ctica ancestral 

que se combina con la aplicación da desechos (veqetal, animal y 

humano) con la finalidad da aumentar al rendimiento de los 

cultivos por unidad da 6rea. 

El conocimiento da la simbiosis Rhizobiu• - Lequminosa se 

inicia cuando liabiq y Bouainqeult en 1830 deamoatreron 

experiMntalmente la capacidad fijadora de la• lequainoaaa al 

hacerla• crecer ar. un ••dio deficiente d• nitróqano y cuantificar 

la cantidad fijada de ••te el .. ento por lea plantea. 

En 1879 Frank reconoció qua loa nódulo• radicular•• de las 

lequminoaaa eren ceuaedoa por bacteria•, pero fu• beata 1886 que 

Hellrieqel y Wilfart obaervaron por primara vez la relación 

nódulo - fijación de nitróqeno. 
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En 1888 Beijerinck aisió por primera vez a la bacteria 

causante de la nodulación, indicando la nece•idad de suministrar 

artificialmente los 11icroor9ani•ao• al •uelo, lo que motivó el 

desarrollo de la industria de los inoculant••· (25) 

En 1888 Hellrie9el y Wilfart inocularón esta bacteria en 

aeaillas, por primara vez, en al •uelo donde anteriormente habian 

crecido le9uminosas1 con el método que denominarón de 

"transferencia". Raaultó aceptable la nodulación, ain elllbarqo se 

presentarón probleaa• con la aicroflora indi9ena. 

Las priaera• précticas de inoculación de semillas con 

cultivos artificial•• de bacteria• •radicicolaa" •• realizaron en 

1896 por Nobbe, Hiltner y Voelcker cada quien por separado. Los 

doa primero• uaarón un aadio da cultivo para Bbizobiu~ IR· a base 

d• azücar, aapara9ina, 9elatina y extracto de lequminoaa al que 

denoainarón Nitra9in y posteriormente utilizarón un método a basa 

de alqodón ain obtener r••ultadoa •ati•factorio. 

Voelcker trabajó por au parte con bacterias crecidas en un 

aedio d• a9ar 11u•p•ndiendola• po•t•rioraente en a9ua para 

inocular la• •••illa• o •l suelo. Alquno• intentos para aejorar 

la introducción de capaa efectivas fuerón desarrolladas por Marks 

en 1905, Me Alpine en 1906 y Donan en 1912; •in embarqo, •• hasta 

fecha aéa reciente que la inveati9ación en este caapo tuvo aayor 

au9e, ante el de••o y/o la necesidad de introducir exitosamente 

especies ds lequainosas a nuevas érea• de cultivo. 

7 



En 1942 se realizó el primer experimento para probar la 

eficiencia de varias cepas de Rbizobium §11.• Durante 1944 se 

dcterrninarón algunos de los principales efectos del almacenaje en 

la longevidad y efectividad de 7 grupos cultivados, sobre 

diversos medios de agar y turba. El principio del método usado 

actualmente a base de turba seca, finamente molida y estéril se 

desarrollo en 1946 y en 1952 se estableció un método para la 

preparación masiva de inoculantes empaquetados. (25) 

El desarrollo actual da la industria ha diversificado y 

especializado la investigación en este campo. Ante la deficiencia 

fisica o cualitativa de depósitos turbaros¡ en muchos paises se 

investigan diversos materiales para emplearlos como sustitutos de 

la turba, entre loa cuales pueden citarse: mezclas da suelo y 

carbón, turba y suelos combinados, suelo con polvo de c6scara da 

coco, paja de trigo, bagazo de caAa, polvo de celulosa, composta 

vegetal, lodo filtrado con desperdicios de la molienda de la ca~a 

da azúcar, polvo da c6scara da coco m6a compoata de maiz, 

poliacrilamidaa, c6acara de cacahuate, carbón, vermiculita, 

mazorcas de aaiz molido, etc. 

Loa resultados son variables en cuanto a la calidad de los 

inoculantea sin embargo hasta al aomento ningún material ha 

superado a la turba (Graham 1974), En otro sentido, se realizan 

pruebas con la finalidad de mejorar cepaa1 para obtener 

estabilidad gen6tica, mayores capacidades infectivaa, alta 

capacidad competitiva para la formación de nódulos 1 mayor 
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viabilidad y red•tencia bajo diver•a• condiciones ambientales 

durante la preparación, el control de calidad, el almacenaje y la 

inoculación del producto. 

En la actualidad la •ayor parte de la producción de 

inoculantes (aproxiaada•ente un aot en E•tado• Unidoa) se 

deatinan bllaicaaente e cultivoo coao la •oye y la alfalta; sin 

•abargo •iendo la• lec¡uminosaa de la• regiones tropicales, un 

qrupo de gran iaportancia titoc¡eoqr6fica por su abundancia y 

diversidad, no ae han desarrollado •litodos apropiados para 

capitalizar la fijación da nitrógeno de esta• zonas y se 

considera que ente la probleslltica de la aal nutrición proteica 

de la c¡ente y el alto coato de lo• fertilizantes para la 

producción de eliaantos en los paises en de•arrollo, 

principalaente lo• •ituado• •n lo• trópicos, la explotación de la 

fijación bioloc¡ica del nitróc¡ano (aillbiótica o da vida libre) es 

una fuente pro•isora de protainas para consumo humano; paro es 

neceHrio ante todo poseer una tecnoloc¡ia de la producción de 

inoculantes, aplicable en estos paisaa, que se consideren las 

necesidades r89ionales de tipo econó•ico y biológico, ya que las 

legu•inosas del trópico •on siqnif icativsaenta distinta• da 

aquella• de las regiones taapladas y hay riesqo de tener ~rdidas 

al tratar de introducir en esos paisea los inoculantes da otras 

latitudes. (ZS) 

En N•xico la aplicación de los inoculant•• tiene un costo 

excesivo pues la aayoria ae elaboran a baae de turba !aportada. 
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En 1983 Nitragin Company, pionera en la elaboración de 

inoculantes, fabricó 600 toneladas de ellos, de los cuales del 60 

al 70t !uerón hechos para la soya, utilizando turba importada de 

Wisconsin, E.U.A. 

Ante esta circunstancia FERTillEX, planeó desarroll&r una 

planta productora para ••pl•ar turba d•l pata, con '•te racur•o 

no renovable; para evitar la dependencia del aercado exterior, se 

han realizado investigaciones encaainadaa al de•arrollo de una 

industria nacional para aanutacturar inoculantes empleando 

materiale• de desecho o no aprovechable• en la actualidad. 

En la• inve•tigacion•• realizadas •• han utilizado: aaarrin, 

bagazo de ca~a y c6acara da coco, coao b••• d• inoculantea para 

•oya. (25) 

10 
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3.2 caraotartatioaa d•l t•••ro ll!i•plliga. 

caractar1aticaa1 

ICortolOOJ1• 
bacteriana. 

ICoviUdad. 

Medio da 
aultivo 

Forma da las 
colonias. 

i:.aa 41 craqlwianto 
da1llll 

l:lllll u cncl•ltota 
1aDtP 

Son bacilos gru negativos qua •idan o.5 - o.9 
aicraa da ancho por l.a - J.o aicra• da larvo. 
CcalUlaanta plaoadrtico bajo condicionas da 
craclalanto adversa•. rracuant-nta ¡r•Hntan 
en au interior 9r,nuloa da pol - 11 -
hidroxlbutirato, las cual•• aon ratrlngantaa 
obaarvadoa en aicroacopia d• contraata d• 
faH. No tienen andoapora•, aon 
aicroor<J•niaaoa aerobio•, daaarrollan bajo una 
tenaidn da Oz .. nor a o.ql atlldafaraa/ au 
taparatura Optiaa 25 - JO e y un rango da pH 
da 5.o a 1.s. 

la auavan por 
fla9aloa paritricoa 
da a a•· 

S• auavan por un 
flagelo polar o 
aubpolar. 

Agar - aanitol - lavadura y ••l•• ainaralaa. 

son circularaa con~ 
vaxaa, -i-trana-­
l~cidaa y 11Uci1a-
9inoaaa uaual .. nta 
da a-J u d• di6--­
tro •n J-5 d1••. 
Tiene pronunciada 
turllldas da•pu•• da 
a-> d1•• da culti-­
voa con a9itacidn. 

u 

Ion circulara• punti­
fonae•, opaca•, rara 
vas tranaldcidaa, 
blanca• da textura 
convexa y granular y 
no excedan da 1 aa d• 
di,aatro entra 5-7 
di••· 



Bioquimica, 

Infectividad. 

Inaunoloqia. 

Porcentaje 
de DNA. 

Utilizan una varie­
dad de carbohidra-­
toa como manitol, 
glucosa, uaualaente 
prefieren sacarosa. 
Algunos necesitan 
biotina u otra• vi­
taainaa soluble• en 
a911a. 

Prefieren utilizar 
pentosas como fuente 
de carbohidratos, no 
utilizan loa disacari­
doa y poliaacaridos. 
Usualmente no utilizan 
biotina. 

Loa principal•• .. caniaaoa para el aetaboli••o 
de loa carbohidrato• parecen ser el ciclo de 
!nter - Doudoroff y el ciclo de la• pentoaaa. 
(5, 6, 28, 29) 

Generalaent• produ­
cen la toraacidn de 
nddulo• en 1991111i-­
noaaa da zona 
tropical. 

Causan nodulacidn so­
bre alguna• le911mino­
aaa 1 an especial 
Bradyrhizobium 11Rsl­
D1sala nodula sobre 
Glycine •P· y ciertas 
cepa• nodulan sobre 
.LlllWú. u... 

Presentan una a9lutinscidn (fla9elar y/o 
aollitica) con cierto• antiaueroa ••p•cificoa. 
!l anti9ano fla9eler •• auy libil al calor. Se 
da el caso da presentar reacciones cruzada• 
(Bbi19bi111119lilpti). 

La G + e contanida 
an al DNA aati an 
un ranqo da 59 .1 a 
63.1 -1 ... (1'9). 

La G + e contenida en 
el DNA ea de 61.1 a 
65.5 aol•• t (!W). 

(5, 6) 



"••11u1i• •• 

••1•11• 

DIAGRAMA DEL PROCESO 

\$portH 



XT. 'flODIJCCXO• DI CILULaa. 

t.1 leleaai6a 4• la aepa. 

La capacidad de fijación d• nitrógeno y el poder de 

infección en laa l•guainoaaa aon la• caracterieticaa a6a 

iaportantea que decicen la •lección de una cepa que ••r6 

deatinada a la preparación de un inoculante. Generalmente ae 

trata de preparar inoculantaa con capa• que aean efectiva• frante 

diver••• eapacie• vegatalea, (5) 

Laa bacteria• da Rhisobiua funda .. ntalaenta deben tener laa 

eiguiant•• caractariaticaa: 

Inftctiyidad: Que •• la capacidad de la btcteria para penetrar al 

•i•t•aa radicular y foratr nódulo• indtpandientaaante que fijen o 

no nitróeJ•no. 

11p1ciCigidad: Que •• une car1ct1riatica de la bacteria para 

fij1r nitr61J•no aola .. nt• con determinada legualnoaa. 

ECecUyided: Que ea el podar de la bacteria para abaorber el 

nitr6c¡eno ataoaf6rico y hacerlo aaiallabl• para la planta. En 

forma prtctica •• conoce la tfectlvldad de un nódulo, ob••rvando 

ll 



que la parte interna sea de color rojizo. 

Virulencia: Que es la competitividad que tiene para penetrar al 

sistema radicular primero que otras bacterias de Rbizobium poco o 

nada efectivas. (16, 22) 

•o4ulaol6a (iafeool6a 4e la rai•I 

La fijación del nitróqeno est6 ligada eapecificaaente a la 

aillbioai• de bacteria - planta y a la foraación d• nódulo•. La 

infección de la• ralees nacesita la prasencia, en la rizosfera, 

de grandes cantidades de Rhizobis libres (106 - 109 c6lulas/al.) 

Se realiza e trav6• del extraao de los palo• radicales, cuya 

pared es di9sride aediante una pactinasa, paraitiendo la entrada 

a las bacterias, al estar en contacto el Rhicobiuw IR efectivo 

con la raiz d• la leguminosa, las bacterias avaentan en ndwero y 

ocurre la colonización. 

Una ves dentro de la ra1&, la• bacterias •• disponen en 

largas cadenas par•l•las, rodeadas de una aewbrana celulósica que 

•• origina por invaginación de la pared externa del palo radical. 

El conjunto forma una espacie de filaMnto que va elargAndose, 

raaificAndose y atravesando, c6lula tras c6lula, los tejidos de 

la ra1&. 

La• bacteria• que •• encuentran en el interior del f ileaento 



adquieren formas extrañas; de bacilos gigantescos, en maso, en X, 

en Y, caracteristicae d• lo• bacteroide•. El nódulo embriónico se 

origina por proliferación de célula• vegetales y bacterias. Se ha 

demostrado también que la formación del nódulo va acompañada de 

la producción y secreción de auxina• (6cido indolacético) por la 

planta. (ver fiqura No. 2) 

El t ... ño, color y di•tribuición de nódulo •obre la ra11 de 

la planta, da indicacionH de. que la a•ociación Rhizgbi1111 -

leqwainoaa ••eficiente en la fijación del nitrógeno. (17, 24) 

Celoraolóa 4• loa a64uloa. 

IA efectividad de la aeociación 8hiz0bium - Leguminosa puede 

ser deterainada por .. dio de un corte, de un nódulo de la planta 

ho•pedera durante el periodo de floraciaiento y notando el color 

del nódulo. 

Loa nódulos efectivos aon grand•• y tiene dentro una 

coloración roaa inten•o, esto •• debe a que poseen un pigaento. 

Se trata de una haaoproteina (Virtanen 1947) con propiedadaa y 

••P•ctro de absorción an6logos a 1011 de la hemoglobina de 

aniaal•• superiores, llaaada por ello legheaoqlobina. La 

••tructura de •ata heaoproteina no •• auy definida. (171 

La legheaoglobina, ••t6 asociada a la fijación de nitrógeno 

en loa nódulos de la leguainoaa, pero no •• parte de la 
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1. Infecc1án del filamento. 

2. Inv•c¡in•ción de la pared externa 
dt las vello•ldad••· 

3. Nódulo .,,,briónico. 

Figura No. 2 

Proceso de Infección y el de\arrollo del nódulo 

'tObre le r•1'z de I• soy• CGlycine max>. C17> 



nitrogenasa (enzima de la fijación del nitrógeno) ya que controla 

las necesidades de oxigeno en el interior del nódulo, de tal 

forma que induce a dicha enzima a que realice la fijación del 

nitrógeno. 

Cuando las leguminosas son suministradas junto con 

fertilizantes nitrógenados los nódulos producidos son pequeños; 

despulls que el nitrógeno del suelo es consumido, los nódulos 

usualmente auaentan de taaaño y noraalizan su función. (17) 

Las caracteristicas iaportantes que deben de tenerse en 

cuanta al seleccionar cepas activas del gllnero Rhhqbiua, de 

acuerdo a varios autores entre los qua as encuentran: Adkar y 

Bhardvay (1), eurton J.C. (B,10), Date R.A. (16), Roughley y 

PUlsford (30), stacey y Upchurch (38) y Williams P.M. (U) son 

las siguientes: 

l. ser capaces de foraar nódulos con la cualidad de fijar 

nitrógsno. 

2. Sobrevivir a los caabios aabientalss durante las diferentes 

llpocas del año. 

3. capacidad para desarrollara• en •l ••dio de cultivo, en el 

soporte del inoculante y al aisao ti•apo en el suelo, al ssr 

inoculado. 

4. Habilidad para coapetir con los Rhizobia propios d•l suelo. 
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5. Poder sobrevivir en el suelo independientemente de la planta 

hospedera. 

6. Posibilidad de formar en poco tieapo nódulo• efectivos sobre 

la rai1, en un aapllo rango de teaperaturas. 

7. Alta sobrevlvenvicia tanto en el soporte coso en la seailla. 

8. Capacidad de resistir variaciones de pH, del auelo y tener 

qran tolerancia a los macro y aicronutrientes, aai como a los 

paaticidaa. 



4.2 Obtención 4•1 ••4ic 4• cultivo óptimo. 

Por lo que respecta a los requerimientos metabólicos, 

utilizan como fuente de carbono; polialcoholes, monosacilridos y 

sac6ridos simples. Entre las fuentes de carbono mAs utilizadas se 

ioencionan sacarosa, aanitol, CJlicerol y lactosa y para casos 

particulares •e indica el uso de pantosas. 

En cuanto a la fuente de nitrÓC)eno, se concluye que fuera da 

la planta Bbizgbiym ea incapaz de utilizar el nitró9eno 

atmo•f6rico, auchas cepas pueden utilizar el nitrato de amonio 

(NH4No3¡ coao fuente supleaentaria dde nitróCJeno. 

Las cepas incapaces de usar nitrÓC)eno inor96nico combinado 

son CJ•neralaente cultivadas con la adición de un amino6cido 

siapl•, coao por ejeaplo el 6cido 9lut6aico. Los hidrolizadoa da 

caseina son buenas fuentes de nitrÓC)eno para el cracimiento de 

Bradyrbizpbiym iapqnicya. La urea ha sido utilizada taabi6n. 

De tal foras• que para obtener diversas fuentes da nitrÓC)eno, 

factores y vitaainas se recurre casi exclusivoaante al extracto o 

autolisado de levadura ya que es una excelente fusnta de 

aainoicidos, factoras de creciaiento, trazas de elaaantos y 

vitaminas indispensable• para el craciaianto celular. Con al 

propósito da obtsner altos rendiaiantos celulares •• recoaianda 
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el empleo de fuentes de nitróqeno euplementarias tales como 

nitratoe y ealee de aaonio. 

Respecto a la• fuente• aineralee ee ha destacado la 

importancia de a9re9ar K92+, P04
3+, Fe3+, ca2+ y co3+ siendo este 

últiao utilizado por alqunae cepae para eintetizar vitaaina a 12 • 

El f6eforo •• 9eneralaente utilizado en la tona de fósfato 

inol'f16nico. (2, 3, 28) 

Un aedio liquido coaunaente ueado en la producción 

induetrial, recoaendado aapliaaente, ee el que •• indica a 

continuación: 

Kanitol - - ------ - - 10 9/l 

Extracto de levadura 100 ml 

XzHP04 ------ 0.5 9/l 

J19S04 7H20 0.2 q/l 

KaCl 0.1 9/l 

KnS04 eoi. al 10, 2 9otaa 

FaC13 eol. al 10, - 2 qotaa 

H2o deetilada - 900 ml 

Be eiterilha a uo·c por 15 ainutoa (la• fuentes de 

nitr6'jeno y carbono•• eaterilizan por ••parado). 

El extracto de levadura ae prepara con 100 q de levadura 

prensada, la cual ae auapende en 1000 al de a9ua destilada, ae 

a9ita bien y se deja 2 horas a 2s·c y deapuéa en el autoclave 

aproxiaada .. nte 50 ainutoa a la temperatura del vapor f luante, 
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se centrifuqa la suspensión y el liquido sobrenadante se 

ajusta a un pH de 6.8 y es utilizado como extracto de levadura 

(aqua de levadura). La aisma puede ser reemplazada en los medios 

de cultivo por extracto de levadura seca o en paata en una 

concentración de J - 5 q/l. (2, J) 

A continuación •• enlistan alqunas aodif icacione11 del medio 

anterior, utilizado por diferentes autores: 

l. Balatti y Mazza (4) 

utilizan: 

Glicerol - - - - - - -

Extracto de levadura -

• !n luqar de aanitol 

adea4• le adicionan: 

DzP04 

llQI03 -

(NH4) zHP04 

10.0 CJ/l • 

4.0 CJ/l 

o. J CJ/l 

o.a q/l 

O.J CJ/l 

Con la finalidad de auaantar el creciaiento y aantener el pH 

del cultivo en valores crecanoa a la neutralidad. (pH • 6.8) 

a • .,.rea Chavea (251 

se le adiciona: 

CSC03 - - - - - - - - - - - - 0.01 CJ/l * 
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Rojo con90 

Aqar - - -

0.025 9/l 

15.0 q/l 

Aforar a 1000 •l con aqua deetilada. 

• Sólo en ...Sio liquido. 

Poner 300 al en un aat.raz Erlanaayar baflaado da 1000 al an 

foraa aat6ril. Incubar en aqit.ación a 200 rp11 durante 96 hora• 

a t911P9ratura da zv'c. 

3. corby K.D.L. y Thoapaon J.A. (ll, 41) 

De acuerdo a rrad at.. al (1932) •• la adiciona: 

- - - - - J.O q/l 

y an lugar da aanitol •• pueda utilizar eacaroea o 9lucoea. 

4. Ruia, Labandara y Willia .. P.M. (33, 44) 

Eat.oa autora• utiliundo al •adio inicial encontrarón qua 

aunque ••t.oa aicroor9aniaaoa utilizan aonoaac6ridoa y 

diaac6ridoa, la• capaa de craciaianto lento tal•• coao 

Brtdyrhbpbiua iaponicua y BbhQbiya lllD1nJ. prefieran pantoaaa 

COJIO la arabinoaa. 

5. Moral•• A. y Thoap•on e.e. (21, 40) 

Le adicionan cacl2 al 0.1 9/l ajuatando a un pH da 7.4. 



Métodos para la conservación de la cepa: 

•) cultivos liofilizados. 

Este m6todo permite conservar la cepa por periodos amplios, 

que bien pueden estar coaprendidos entre 10 y 15 años; 

dis•inuyendo asi las posibilidades de encontrar variantes 

qen6ticas, debido a que no se requiere de la continua 

resiellbra, esto favorece a que no se encuentren contaminantes. 

Teniendo coao desventaja el costo del liotilizador (equipo). 

b) cultivo en aedio con aqar cubierto con parafina o vaselina 

est6rl.l. 

A diferencia del a6todo anterior, esta presenta alqunaa 

desventajas¡ coao es al periodo da conservación reducido 

(aaxiao un atlo) , por lo tanto existen probleaaa en cuanto a 

lea reaiellbraa, de tal foras que ae presenta una contaainación 

od9inando aai variantes 9en6ticas. Coao ventaja presenta un 

costo aenor al anterior. 

e) cultivos en aqar inclinado. 

d) cultivos desecados (m6todo de las perles de porcelana y suelo 

desecado). 

e) Conqelaaiento. 
{l4) 
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•·• Inioio 4• 1• pro4uooióa. 

l!!l creci•i•nto del indculo en un .. dio de cultivo liquido 

con una alta concantración celular, deba aer •uparior a 1 x 109 

célulaa/al. Para iniciar •ata etapa •• daba contar con cepa• 

praviaaante aeleccionadaa para la la9uainoaa (aoya), que 

presentan un alto poder de infectividad y capacidad da fijación 

de nitr6qeno. (35) 

se debe tener un aadio de cultivo correctamente balanceado 

para la capa a daaarrollar y un equipo de fermentación con todos 

eua acceaorioa y controle• que aaa9uren la obtención de 

auapenaionaa de Rhiaobiua da alta concentración en cortos 

par1odoa de incubación. (14) 

La pri .. ra etapa de un proceso industrial, as conveniente 

iniciarla en un agitador rotatorio. S• debe iniciar la producción 

con al daearrollo de la• cepas en aatracea batleadoa en 

agitador•• rotatorio• o da aoviaianto reciproco, con inóculoa qua 

var1an da 0.1 - 1.0, da volU11an del aadio da cultivo, de tal aodo 

que cada aatraz inicia •l craciaiento con una concentración de 

inóculo alrededor de 1 x 106 c•lulaa/al. Bato evita una 

incubación prolonqada y reduce •1 riae90 da la contaainación. 

(•, 15, 20, 30, 36, ••> 
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Posteriormente se contimla la preparación del medio de 

cultivo para el desarrollo del inóculo en un tanque fermentador o 

bioreactor que •il'"V• como inóculo de la producción industrial. 

(5) 



4,5 •ropa;aoión 4•1 aioroor;aniaao. 

La aiguiente etapa del proce•o ea la propagación del 

microorganiamo, la cual con•i•t• en la transferencia de las 

auapenaionea obtenidas en loa agitadoras bafleadoa hasta llegar 

al feraentador principal de producción. Tanto los fermentadores 

coao loa aedio• de cultivo de la etapa de propagación, deber6n 

estar e•t•ril••· (5) 

Durante •l aontaje d• fermentadores para la propagación y la 

producción de c•lulaa, el •i•teaa debe estar sellado para 

prevenir la entrada de aicroorgania•o• contaminantes, ya que los 

filtros de aire aseguran que loa contaminantes sean eliminados. 

El tieapo aedio de generación para las cepas de crecimiento 

r6pido •• de 4 hora•, obteniendo•• su nÜllero a6ximo viable de 1.5 

a J.O d1aa. 

Para la• capa• de crecimiento lento como es Bradyrbi&obiym 

1aponic1111, au tieapo aedio de generación ea de 6 a 12 horas, 

obteniendo•• au nW..ro m6xiao viable d• 4,5 a a.o d1as. (4, 15, 

20, JO, 36, '4) 
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4,1 Obtención 4•1 cultivo conoentra4o. 

Loe feraantador•• que •• pueden utilizar en la fermentación 

a nivel induatria eon de tipo Waldhoff o de turbina con inyección 

de aira aet•ril y tallbi•n •• pueden u•ar fermantadoree simples 

con aire inyectado pero •in agitación. (5) (Ver figura No. 3 

y No. 4) 

Entre lo• servicios y accesorios que deba de tener una 

planta da faraantación, e•t6 al •u•ini•tro de agua para 

r•friqaración (aantaniando da ••ta aanara la temperatura del 

proce•o), vapor para a•terilizar todos los equipos de 

feraantación, inclu•o cafteriaa y accesorio• da aire est6ril, el 

cual •• obtenido por coapre•ore• que proveen el aira a 

determinada pra•ión (no a6a da 2 a 3 ata.) 

Para eatarilizar al aira normalmente emplean filtros (lana 

da vidrio ••• aabaato) o filtro• ab•olutoa constituidos por 

celulo•a, eato• ültiao• aon m6a af icienta• y •on lo• de elección 

para plantea aodarnaa da fermentación. (5) 

A continuación •• aancionan alqunas condicionas utilizadas 

en la producción celular: 

Para el craciaianto óptimo •• requi .. re aeración: en 
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Fi9ur• No. 3 

Di•gr•m• d• un f•rm•nl•dor Hnclllo Meno d• ac•ro lno••d•bl• <41> 



•• TuberW cM ••""' inoxid•bl• 
b, tutieri• d• hui• 
e, T•pón de hui• 
d· Tornillo d• •juste 
•· Tubo d• muestreo 
f, Matra 

Fi;ur• No. 4 

9. Unid.ad d• filtración d• air• 
h. Cub;.rt• d•I tubo d• muHlr•o 
i. LI .. • d• ~so 
1. Bomb• de air• 
k. Al9odón ab>orbont• 
1. Aspirador de vidrio poro~o 



fermentadores de poco volumen (hasta 2 litros) puede llevarse a 

cabo simplemente por agitación; para fermentadores de producción 

a escala industrial con volumenes de lOOO litros o más, es 

necesario el uso de aeración forzada (por inyección de aire 

estéril) con un régimen minimo de 5 litros de aire/litro de 

cultivo/hora y a una temperatura de 26°C. 

44) 

(4, 15, 20, 30, 36, 

Al final del proceso, la auapenaión de célula• obtenida será 

destinada a la i•pregnación del aoporte. (5) 

con el aedio de c:ultivo, en lo referente a su composición 

quimica, una aeración, te•peratura adecuada y l,O porciento del 

volu•en del •eclio de cultivo, de inóculo inicial1 ae obtienen 

poblacionea de 4 a 5 x 109 células/ml deapuéa de 96 horas y eate 

tie•po puede aer reducido au•entando la cantidad dal inóculo. 

(44) 
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Y, IOIO&Tl8, 

Aspectos que •e deben de tomar en cuenta en la preparación 

de inoculantes para leC)Ullinosas: 

Disponer da un buen aaterial de soporta para la• bacterias, 

da tal forma qua permita la con•arvación de la humedad para 

•••gurar la viabilidad y una concentración inicial elevada de 

aicroorganlsao•. 

Se requiere del equipo adecuado para las operaciones de 

molienda, mezclado y taaizado y a•i poder con las suspensiones de 

microorqani••o• obtenida• del proca•o fermentativo impregnar los 

soportes. 

El u•o de lo• soportas ha permitido resolv•r el problema en 

forma siaple y econóaica al problaaa de distribulción y aumentar 

el tiempo de sobrevivancia de estos •icroorgani•aos, 

La turba, por ser escasa an la naturaleza, no puada aer 

obtenida f6cilsante1 por lo que •• ha investigado usar diferentes 

su•tituto• da origen org6nico. Algunos investigadore• han usado 

suelo y turba aezclados (Van Schreven 1954): otros suelos m6s 

carbón vegetal (Newbould 1951): arena m6s nutrientes (Afity 

1968) : carbón con o sin nutriente• (Strijdo111 y Deschodt 1976): 
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cornposta y elote de rnaiz (Corby 1976); bagazo de caña de azucar 

(Leiderrnan 1971); lodo filtrado con caña de azucar molida 

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

Otro tipo de soporte tu6 preparado utilizando una composta 

de mazorcas de maiz; mezclando mazorcas con 2.st de tierra 

caliza, o.et de suparrosfatos y al l.lt de nitrato de amonio, 

agregando agua y dejando rermentar por 30 semanas. La mezcla se 

guardó cubri•ndola com pl4stico. Sa observó que la sobrevivencia 

del Rbizgbi1111 ara buena. (25) 

Varios materiales como el bagazo de caña de azucar, coco en 

polvo, c4acara da coco y harina, caña de azucar con arcilla en 

polvo, vermiculita, carbón vegetal (7), cieno y otras sustancias 

han sido estudiadas con resultados favorables. 

No •• recomendable usar por al momento loa materiales 

org4nicoa del s.I.R.D.o. (Sistema Inteqral del Reciclamiento de 

Deaachoa Orq6nicoa) ya qua •• necesario eatablacer al contenido 

da materia or96nica durante la producción de la composta 

producida por asta ••todo. (25) 

TambHn se han hecho estudios utilizando lignita y caco3 
(23, 34); filtrados de lodo; mazorcas de maiz molidas y mezcladas 

con rertilizantes y carbón, pero desgraciadamente no han dado 

buenos resultados; y aun se ha planteado la posibilidad de 

utilizar lirio acu4tico (27) como soporte de inoculantes para 

leguminosas. (25) 
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s.1 Obtenai6n de 1• turbe. 

La turba ee el soporte universal usado en loa inoculantea 

comerciales para legumino••• en lo• llltimoa SO años. Este 

material no ae encuentra en cualquier parte del mundo, y donde lo 

hay, ea de un valor que puede variar, en au uao, como base para 

inoculantem. 

La turba •• forma en clima• hllaedoa y frioa y resulta de la 

acumulación y d••compoaición parcial de depósito• vegetal•• que 

ae han conservado bajo condiciones de eacaaa aeración en los 

reaanaoa de loa lagos, eatanqu•• y pantanos. 

El acumulamiento de plantas del género Sphagnum, ea 

probable .. nte au forma m6a comlln y eat6 compuesta por m6a de 300 

especie• de plantas del orden de loa Sphagnalea, comprendiendo la 

familia Sphaqnaceae. 

Este tipo de plantas ae forma de diversos tipo• de pantano• 

localizados en 6reaa del Norte de Europa, Asia y Alllérica, también 

existen depósitos en las regiones Ant6rtidas. 

Su composición quiaica revela que contiene alrededor del 0.1 

porciento de potasio, l.O porciento de nitrógeno y pH altamente 

6cido entre J. o y s. 5. Es toa valores son variables y las 
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diferencias se atribuyen al distinto origen botánico, la edad de 

la turba, la capacidad de retención da agua y a la microflora 

presente. (14) 

La alta calidad en la preparación de los inoculantes para 

las legu•inoaaa depende de la selección satisfactoria del 

•atarial da soporte y au pre-trata•i•nto. 

La turba o un suelo con alto contenido da materia orgAnica 

aon uaadoa como soportes para Rhizobia. El tipo da turba pueda 

afectar al ndmaro da aicroorgania•o• y au •obravivancia, durante 

al alaácanaja antas da aplicar•• a la •••illa o al suelo. (JO, 

U) 

,· 
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s.2 8eleaaión del •aparte. 

La elección de le turba para •ar utlizada co•o eoporte en la 

producción co•ercial de inocul•nte•, ee de enorme i•portancia ya 

que la calidad de lo• •i••o• depende ••trechaaente de las 

c•racter1•ticae de la turb• utilizada. 

Alguna• de la• propiedad•• m6s i•portantes a tener en cuenta 

•on: contenido de aateria or96nica, capacidad de retención de 

agua, pH, facilidad para promover el creci•iento y soportar una 

adecuada •obrevivencia de la• Rhizobia utilizada•. 

La• caracteri•tica• f1eica• y quiaica• de la turba, pueden 

••r una indicación de •U adaptabilidad a la producción de 

inoculante•, pero le elección llltima deber6 ba•ar•• en 1011 

eetudio• de creciaiento y eobrevivencia de la• Rhizobia como fué 

demo•trado por Roughley y Vincant (1967). (14) 

Coneiderando que las necesidades primordiales de las 

bacterias •on: humedad, nutrientee y el pff, de la turba empleada 

debe poseer las siguientes caracteristicas: 

1. Aumentar la sobrevivencia de lo• Rhhobia durante el 
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almacenaje y distribuición del inoculante y sobre todo cuando 

se inocula a la •e•illa. 

2. Ser de tAcil secado y triturado. 

3. Disponible en cantidades adecuada• a bajo costo. 

4. No tóxico para Rhizobia. 

s. Buena adhesión para la •••illa. 

6. El •aterial debe estar fina••nte •olido para facilitar una 

buena -zcla con otro• co•ponantea y ser co•patible con al 

sualo, al ••r aplicado. 

7. El pH dabe estar entra 6.5 - 7.0. 

e. Debe tener un alto contenido da utaria or<J6nica, superior a 

60t. 

9. Tener bajo contenido de •alea aoluhlea, aenor a 1,. 

Entre loa aoportea que han sido utilizado• para la 

preparación de inoculantea, •1 •6• •11Pleado •• la turba, el cual 

•• un •aterial de ori9en v99etal que 9eneralaente •• presenta con 

un pH bajo1 sin ellbar9o •• el •terial Ida usado debido a que 

reune la• carcater1aticaa necesaria• para el desarrollo de eata 

bacteria, co•o •• peraitir una buena aobrevivencia, ade•6• de 

presentar una alta capacidad da retención de ª9Uª• (11, 15, 24, 

41, u, .. , 
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1.a La•a4o, ae11trali•a4o r ••aailo. 

Lavado1 

La turba daba obtanarsa aojada, para dasputs sar drenada o 

lavada y postarionianta sar nautralisada. (JO) 

Nautralhado1 

La aayoria da las turbas son •cidas y •• neutralizan 

qaneral-nta con caco3 basta obtener un pH da 6.5 - 1.01 entre 

otros aqantas utilizados ••encuentran HH40H, Ha2co3 y K2co3• 

El a9anta nautralizanta •• uaual-nta a9raqado a la turba 

antas da inocularla. Postarionianta •• procede a efectuar un 

aolido tan fino coao ••• posible, para aaqurar una aazcla 

aticianta, pero an al caso da la cospatlia Hitraqin al agente 

nautralbanta •• a9raqado durante la uscla da la turba y el 

..clio da cultivo. (lt, 30, 36) 

Sacado: 

El sacado daba aractuaraa to9ando an cuanta laa variables da 

taaparatura y ti911PO. (19, 341 
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La temperatura de la turba no debe exceder de ioo'c durante 

el secado, ya que las altas temperaturas causan degradación y se 

producen sustancias tóxicas, lo cual re~tringe el crecimiento y 

la sobrevivencia de los Rhizobia. (30, 39) 
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5.4 Molienda, t .. i•ado 7 aaduraoi6n. 

Molienda y taaizado: 

Seleccionar al taaafto de la particula que ae nece•ario en la 

preparaci6n del aoporte. El tanfto de la particula •e ajusta 

.. diante el •olido dal •oporta1 para eato ae eaplean 3 taaaftoa; 

al llaaado polvo fino que paaa a trav•a de una aalla de 200 - 300 

aallaa, al polvo regular que pa•a a trav•• de 100 - 200 aalla• y 

el granular cuando •e eaplean de 16 - 15 aallaa. 

El aecado da la turba, ad .. •• de favorecer. la molienda a una 

finura da 150 - 200 aalla•, peralte la incorporación de aayor 

cantidad del medio de cultivo bacteriano. (19, 36, 39) 

Kaduraci6n: 

La turba hüaeda ea paaada a trav•a de un tamiz, esto es con 

la finalidad de remover los gruao• (reaiduos). Posteriormente se 

pone a aadurar en charolas con tapa de polietileno de 10 cm de 

profundidad, durante 72 a 96 horas a temperatura de 26°C. 

Durante la maduración la humedad tiende a disminuir en la 

parte auperior de la turba, eato se evita con una cubierta de 

polietileno. (30) 
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s.s loportee no e•t6rile•. 

lo• •oporte• no e•t6rile• noriaalaente son secados despu•s de 

ser solidos, de esta sanara la tlora nativa no tiene la 

oportunidad de aultiplicane, anta• de que el aedio de cultivo 

con la• c6lula• •ea adicionado. (41) 

La iapr..,n•ción en los soporte• no est6riles •e realiza 

aediante un rociador: º· por la adición da una suspención al 

soporte aezclandolo auy bien an un recipiente. U•ualaante •• 

a9r89a l parta de la •u•pensión por 2 partes del •oporte Hco. 

Al final el contenido de hWNdad pueda variar del 35 al 40t 

(Burton 1'67) o del 45 al sot, asto depende da la calidad del 

soporte. ( 15) 
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s.1 1aterili•aoida. 

La aalaccidn del -..todo para la eaterilización de la turba 

entre otro• factorea, dapende del tipo de envaae en el cual, el 

inoculante ea colocado. 

Loa -..todo• de eaterilización aon loa aiquientea: 

al E•terlll1aclón con autoclave. 

El uao de la autoclave •• el ünlco 11'6todo, que deja 

abaoluta .. nte eat'6ril al aoporte, pero se ha encontrado coao 

una deaventaja que •l aaterial •• altera durante la 

eaterUhacldn y tald>i'6n puede reatri119irae la tranaferencia 

d• ox19eno en el inoculante. ta eaterili1ación •• lleva a cabo 

durante 4 hora• a i21"c. (JO, 391 

bl U•o d• 9aa. 

El dxido d• etileno, coao carboxid• (lOt de óxido de etileno 

y 90t de co2¡, ha •ido uaado coae~cialaente para esterilizar 

turbas, pero ae han obtenido reaultado• auy variables, debido 

a que el 9aa debe penetrar coapletaaente en la turba y deepu'6s 

aer totalaente reaovido. La elialnación del gas reaidual en la 

turba eapaquetada en un envase de polietileno ea dificil de 

efectuar lo que puede oca11ionar la inactivación de la 
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bacteria. (30, 39) 

c) Radiaciones gamma. 

La turba se distribuye en bolsas de polietileno de baja 

densidad de o. os mm y lu1190 es esierilizada con radiaciones 

gamma 5 Krad. sin embargo este nivel no alcanza a esterilizar 

completamente a la turba, por lo tanto existen microorganismos 

·sobrevivientes, los cuales aumentan su número de células 

(contaminantes) durante la vida aadia del inoculante. Pero 

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

La sobrevivencia de los Rhizobia no se ve afectada 

seriamente por este nivel de contaminación. (30) 
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5,7 Soporte• eat6r1i••· 

El crecimiento de Rhizobia y su aobrevivencia son mejores en 

turbas eat6rilea, la diferencia depende de la turba usada, la 

temperatura y la duración del almacenaje. 

Para la preparación de células de crecimiento lento como son 

Bradyrhizobium 1aponicum, Rbizobium lllRinl ea esencial la turba 

eaUril. (30) 

En el caso de loa soportes estériles; el soporte es 

priaeramente eapacado en bolsas de polietileno en la cantidad 

requerida, procediéndose a la esterilización. (41) 
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VI. PllJIPAllACIOM DIL IMOCULllll'fl. 

Una de laa etapas fundamentales que se toma en cuenta en la 

preparación de inoculantea para leguminosas, es la preparación de 

un medio de cultivo balanceado para loqrar un buen desarrollo de 

la cepa, adeaAa del equipo de fermentación con todos sus 

accesorios y controles que aseguren la obtención de suspensiones 

muy concentradas de Rhizobia en un tiempo minimo • 

. En cuanto a loa ••todos para obtener las suapensionea da 

astas c•lulaa, conaiaten en utilizar la fermentación sumerqida 

(cultivo agitado). 

Por lo que respecta a la obtención de inóculoa, se deben 

diferenciar distintas eacalaa: escala de laboratorio, eacala de 

planta piloto y planta induatrial. 
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La manufactura de loa inoculantea en qran escala, depende 

del crecimiento en el medio de cultivo, en el fermentador de 

producción, en el cual como miniao debe contener 109 célulaa/ml, 

el cual posteriormente ea mezclado con el soporte. 

La i11preqnación de loa inoculantea, una vez estabilizados, 

en turbas no estériles, qeneralmente dan un contenido de 

aproximadamente 100 veces menos células, que en una turba 

esterilizada. (JO) 

La turba una vez impreqnada con la suspensión bacteriana 

lleqa a obtener un valor de humedad del 50 al 60\, dependiendo 

del tipo de turba y el método de esterilización. Para turbas no 

estériles no ea recomendable pasar de un valor de humedad del 55\ 

debido a le proliferación de hon9oa. (19, 36) 

La turba estéril empacada en bolsas de pol ieti le no es 

inoculada por inyección; la suspensión de células es inyectada 

con una jerinqa automitica unida al fenoentador. Lueqo .ie ser 

impreqnado el soporte se procede a deainteqrar los qru~oa q~~ se 

forman durante el tratamiento con loa medios de cultivo l1qu1jos 

y ae deja madurar de 2 a J diaa a temperatura ambiente. 



Esta etapa tiene por objeto permitir la eliminación de gases 

producidos durante la fermentación que tiene lugar en el soporte 

debido a la presencia de Bhizobill!l IR y ademAs favorecer el 

incremento de c'lulas de Rbizobi\Ul lll• (.14) 

Durante esta etapa el nimero de microorganismos aumenta 

rApidamente durante la primera semana, despu'a de la inoculación 

y pueden continuar aultiplicAndose lentamente mAs alla de 4 

semanas a 2&
0

c. (JO) 
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Debido a que •• conveniente aezclar el inoculante adecuado, 

con laa ... u1ae da la la9U11inoea qua va a eer eeabrada, es 

neceaario aqragar divaraae euatanciae; para evitar que el polvo 

del inovculante •• deapranda y ad•••• protaqar a las bacterias 

del alldio allbi•nte. 

Adbwrtnt;ta: 

Para aaagurar que laa bacteria• del inoculant• eat6n 

próxiaaa a la raiz durante la germinación, sa usan adhesivo•, loa 

cualea ayudan a iapadir que el inoculanta •• desprenda con el 

aanejo de la •••illa. 

En al caeo da uear aolaaente agua para la inoculación, al 

evaporase dicho liquido, el inoculante ee desprende de la aeailla 

'I aunque cae taabi6n al suelo queda lejos de laa raicea de la 

planta. 

En la tabla No. l aparecen laa dosis eapleadas da algunos 

adherentes las que varian de acuerdo al tamallo de la seailla. 

Taabi6n puede emplearse leche, miel diluida, agua azucarada, 

goaa ar6biqa, etc. 1 ain •abarqo con loa aateriales dulces •• 

corre •l riesgo de que laa honaiqaa y honqoa ocasionan dallo• a 



las semillas inoculadas. (22) 

.f2lllQ llil recubriaiento: 

Las bacterias mueren fAcilmente en los suelos Acidos o 

alcalinos carentes de humedad y con altas temperaturas, por lo 

que una semilla inoculada expuesta a estos factores rápidamente 

queda sin bacterias vivas, de ahi que sea conveniente recubrir 

las semillas con un material inerte para conservar la humedad, 

evitar la incidencia directa de los rayos solares y crear un 

ambiente favorable alrededor .de la semilla, ya que el polvo de 

recubrimiento debe ser de reacción alcalina (carbonato de 

calcio), cuando la aiembra se realice en un suelo 4cido y de una 

reacción Acida cuando la siembra se realice en un suelo alcalino. 

El polvo de recubrimiento debe ser finamente aolido. (22) 
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Tabla No. 1 

Inoculación Inoculación 
ai•ple con revesti•iento 

10 Kq de Adherente Adherente Polvo de recubrimiento 
semilla Metil Metil 

celulosa 2t Celulosa 4t carbonato de calcio 
Goma Goma 

ar4biqa 2ot arábiga 40\ Roca fas fórica 

Chica l/ 200 ml 200 ml Kq 

Mediana 2/ 150 ml 150 ml l Kq 

Grande 3/ 100 ml 100 ml 1 Kq 

1/ Ta•año •i•ilar a la •eailla de tr4bol, Lotoni•, etc ••• 

2/ Tamaño •i•ilar a Siratro, Centrosema, Leucaena, soya, etc ••• 

3/ Tamaño •i•ilar a Dolicho• lab lab, frijol, etc ••• 

Cantidades de adherente y polvo de recubrimiento para inocular y 

reve•tir 10 Kq de se•illa de diferente ta•año. (22) 
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,., Tipo• 4• inoculant••· 

Los inoculantes se distribuyen comercialmente, en cuatro 

presentacione•: 

l. CUltivoe en ••dio sólido. (aqar) 

2. cultivo• en .. dio liquido. (caldo de cultivo) 

3. C\lltivo• liofilizado•. 

4. CUltivo• en polvo, con •oporte. 

1. cultivo• en ••4io •ólido. 

con•isten en cultivo• bacterianos de•arrollado• •obre una 

•uperfici• d• aqar contenida en un enve•e de vidrio, en un 

allbient• ••t6ril. E•ta t6cnica •• u•a para producción en pequefta 

••cala. 

Ventaja•: 

l. La aanufactura del producto e• muy •encilla, barata y 

r.tpide. 

2. El creciaiento •• vi•ibl• y lo• aicroorqanbmo• 

conteainante• •• detectan f.tcilaente por in•pección 

vi•ual. 

3. No requiere de •aporte•. 

De•ventaja•: 

l. Le cantidad de Rhi&obia por unidad de voluaen ee baja 
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en comparación con otro tipo de inoculantes. 

2. El inoculante tiene una vida aedia relativaaente 

corta. 

3. El enva•a se roapa f6cilaanta, requiere de una 

cuidado•a tran•portación y di•tribuición. 

4. La aobrevivencia de la bacteria •obre la aeailla de 

l•CJU•ino•a es infef ior con re•pecto al inóculo a base 

turba. 

5. Taabi6n pre•enta dificultades en •u aplicación, 

debido a la foraación de qruaoÍI que· evitan su 

aplicación uniforme. (26, 42) 

i. CUltlVO• ea ae4lo liqul4o. 

El creciaiento de Rbicobiya en un aadio liquido as una 

pr6ctica rutinaria en el laboratorio y •irve también para ser 

u•ado directaaante en la producción coaercial, sólo se requiere 

escalar el proce•o. E•ta tipo de inoculanta tiene las siguientes 

ventaja• y da•ventajaa: 

Ventaja•: 

1. E• de f6cil aplicación a la• aaailla•. 

2. No ea naca•ario huaadecer la• seaillas para aplicar 

el producto, lo que peralte econoaizar de 5 a 6 Kq de 

aaailla por hect6rea, que de otro aodo •e pierde por 

pudrición. 

3. El aeclio liquido lubrica la aaabradora impidiendo qua 
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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 

centrifugación disminuyendo él volumen del liquido, 

minimizando los costos de transporte. 

Desventajas: 

1. La sobrevivsncia sobre las semillas es similar a los 

inoculantes sobre agar, • interior a aquellos que 

usan turba coso soporte. 

2. Requiere de un envase que sea desechable y económico 

asi como refrigeración durante el almacenamiento y 

transporte para asegurar la sobrevivencia de las 

bactarias. 

J. El tieapo de alaacenaje ea corto. 

1. Cllltlvo• 1lorlllsa4oa. 

El proceso de liofilización es uHdo extensamente en la 

conservación da bacterias, aliaentos, productos aadicinalas, aai 

coao en la preparación de inoculantea para la agricultura. 

Ventaja.: 

1. Se presenta en peque~oa voluaenea con altas 

concentracionss da c•lulas. 

2. Vid• aedia prolongada, eapecialaente en temperaturas 



elevadas y no hay oportunidad para el crecimiento de 

•icroorqania•os contaainantea. 

Desventajas: 

l. S• requiere de un equipo costosa y sofisticado, como 

•• el liofilizador. 

2. La aobravivencia de la bacteria sobre la semilla es 

pobre. (26, 42) 

c. CUltl•o• •• pol•o coa aoporta. 

La aayoria d• loa inoculantea para leguminosas utilizan 

polvos or94nicoa como materiales de soporte. Aunque se han 

probado muy diferente• soportes, la turba ea el producto que ha 

sido el •4• adacuado para la foriaulacidn de los inoculantes 

utilizados actualaente. 

Ventajas: 

1. La vida media del producto •• coaparativamente más 

larga. 

2. Tiene una aayor aobrevivencia loa Rhizobia sobre las 

•••illaa d• las leguainoaaa, 

Deeventajaa: 

1. ocasiona el taponaalento de las aaquinaa ael!lbradoraa. 

2. Es necesario huaedacar las aeaillaa ~ra asegurar una 

buena diatribuicidn. 
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3. Hay pérdida de semillas.por pudrición. (26, 42) 

Otro forma de preparar inoculantea ea.la siguiente: 

scott y Bumgarner (1965) patentarón un proceso, el cual 

consiste en una suspensión de Rhizobia en aceite, la cual se 

deshidrata inyectando aire en forma de burbujas para remover el 

agua, posteriormente ae centrifuga para separar el aceita de la 

bacteria; se proceda a secar el centrifugado. 

El aicroorganiaao ya seco es finamente granulado y mezclado 

con·un soporte, como el talco o caolin, con el fin da proveer un 

inóculo, el cual ea usado en estado seco. (42) 
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1.t lllpaca4o. 

Para el e•pacado, loa aatarialea que ae utilizan son: 

vidrio, ••tal y pl6atico. 

hpoquH 118 Jd.4tl.Q: 

Loa fraacoa de vidrio han aido tradicionalmente usados en 

cutivoa de aqar, para inoculantea preparados en voluaenes 

paqueftoa y para cultivoa puro• en ••dios sólidos. 

La aobravivencia del cultivo pobre y el alaacenaaiento es 

raatrinqido, aunque •• praviato el intercambio de gas, .. diante 

tapona• de roaca, pero •• ••• conveniente usar el método de 

aallado ya qua facilita au aanejo. 

van Schreven uaó fraacoa de vidrio para aar inoculado• con 

turba - suelo, loa cuales aon tapado• con alqodón lana y celofán 

para prevenir la p6rdida da hu•adad. Laa daavantajas que 

preaantan ea qua lo• fraacoa de vidrio ocupan aayor aapacio y 

aatan aujatoa a roaperaa. 
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Empaques lil!. mAtll: 

Las latas de metal eran usadas para· los cultivos en turba, 

ya que la unión entre la lata y su· tapa ea cubierta con una 

etiqueta fija y aai el intercambio de aire ea miniao. 

Aunque las lata• pueden ser a6a resistentes a romperse que 

todo lo• fre•coa de vidrio, ••te• no con•arvan a la población. 

Las lata• aua•tran une ventaja, que ea la de aer retornablea. 

(42) 

E1paqu11 41 pl61tico: 

El desarrollo da esta indu•tria, aoatró un cambio en el 

empacado de loa inoculanta•, ya que le aayoria da ••toa, a nivel 

aundial, •on •ólido• y pueden quardarae en bolsas de polietileno. 

La •elección del aaterial da pl6•tico (eapacado flexible) como 

la• bol•aa da polietileno, facilita el intercaabio da 9aa, ya que 

peraite la difusión da o2 y co2, debido a paquefta• perforaciones 

efectuadas en la bolsa, la ratención de huaedad aai coao la 

raaiatencia a l• teaperetura. 

El polietileno peralte un alto intercambio d• 9as, 

relativaaanta ea baja la pérdida de huaadad y H sellado al 

calor. La esterilización de la turba ea llevada a cabo en 



autoclave y eu te•peratura depende de la denaidad del 

poliatileno, ya que el punto de fu•ión del polietileno, ae eleva 

conforme •• incre•enta la densidad. (42) 

Aei, el polietileno con un Hpeaor de o.OJ8 a 0.051 lftlll, 

cu.ple con eetaa neceaidad••· PUdi•ndose eaterilizar en autoclave 

a ia1'c, o 114a. otra ventaja que presenta, ee eu t4cil aanejo en 

el tranaporta. (J7) 

Lila direccione• i•preaae y alguna otra información adicional 

pueden aer hecha• aobre el e•paque; aia ellbarqo ae requiere da 

precauciones eepecialea para evitar perforar o da~ar la capa de 

polietileno. La información del inoculante eobre el paqu~te varia 

dependiendo del pala, pero la •ilJUiente información es necesaria: 

a) Nollbre de la l•9Wtinosa que •• nodulada efectivamente por el 

producto. 

b) cantidad de la H•illa que debe ser utilizada para esa 

paquete. 

c) Inatruccionea de aplicación. 

d) N~aero da lote. 

a) Fecha de caducidad (techa deapu6a de la cual al producto no es 

conaiderado efectivo). 

t) Precaucidn sobre la temperatura de alaacenaje. 

g) Reeponeabilidad laqal o denegacidn. 

h) NOllbre y dirección del fabricante. (11) 



1,5 Al•aaen .. iento. 

Una vez que el inoculante ha sido empacado en bolsas de 

polietileno, •e debe de alaacenar en un cuarto ob11curo a una 

temperatura de 4 a 5' e, ya que la di••inución d•l nimero de 

Rhizobia viable ••ti en función de la teaperatura. (32) 

Factora• que afectan el crecimiento y la sobrevivencia de 

Rhizobia durante el almacenamiento y distribuición. 

•· lhllledad. 

El efecto del contenido de huaedad •obre la •obrevivencia de 

loa aicroorc¡ani••o• puede •er conaiderado tanto para los 

inoculantea preparado• en turba ••t•ril coao en la no ••t•ril, ya 

que hay coapatencia obvia entre Rhizobia y lo• aicroorc¡ani•mo11 

contaainante•, en particular en cierto• nivele• de humedad. 

El contenido de huaedad en lo• inoculantea tiene un efecto 

aarcado •obr• el nllaero de Rhizobia, ya que no •ólo •• critico el 

nivel de huaedad inicial eino que taabién hay una aarcada 

relación entre el indice de aortalidad de Rhizobi• y el indice de 

.,.rdida de ac¡ua durante el alaacenaje. 
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Tal p•rdida puada aucadar cuando los inoculantes son 

alaacanadoa bajo rafrigaración, ya qua laa turbas simples y las 

turba• aazcladaa (turba - aualo) varian aapliamente en su 

capacidad para retener la humedad. Eata propiedad es diferente en 

cada aoporte, ya que abaorben diferentea cantidad•• da huaedad. 

El contenido de hllaadad •• la diferencia del peao de la 

turba hllaada, aenoa el peeo de la turba aeca1 por lo tanto el 

porcentaje de humedad •• define coao el contenido de huaedad 

entre el peao de la turba húaada aultiplicado por cien. 

El útodo que utilizan alguno• pai••• para determinar al 

contanido de humedad, •• aedianta la expreaión pF (potencial de 

huaedad). Un ejaaplo del contenido de humedad es el de la turba 

Badenoch la cual ea axpreaada con valorea de pF de 4.88, 4.15, 

J.42 y 2.69 que equivalan reapectivaaente a un JO, 40, 50 y 60t 

de huaedad. (30) 

Vincent (1958) reporta que una p•rdida de humedad del 24t en 

un inoculante alaacenado a s•c dió aeaanalaente un indice da 

mortalidad de o.oas, el cual ea reducido a 0.001, si la P*rdida 

de hWMldad aa de 0.7t. 

Roughley (1961) deaoatró que en turbas auatr,lianaa no 

eat•rilea, el ra1190 6pti110 de hWMldad ea de 40 - sot (pF 4.15 -

3.42) aientraa que en turbas eat•rilaa el rango óptiao de humedad 
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es de 40 - 60t (pF 4.15 - 2.69). (42) 

a. ••ración. 

Los reportes auaatran que en los inoculantes, los Rhizobia 

crecen mejor sobre medios liquides o sólidos siempre y cuando 

tengan buena aeración. (30) 

La aeración puada ser lograda evitando la contaminación, con 

paqueilas perforaciones en las bolsas de polietileno, es 

iaportante tomar en cuenta que cualquier equipo adicional 

utilizado puada causar dai\o a la bolsa. Ciertos autores como 

Williams P.M. (44) mencionan qua hay un mejoramiento en la 

sobrevivancia da las c•lulas, bajo las condiciones de acceso de 

aira. 

Las latas selladas, los tubo• cerrados y bolsas de 

polietilano de auy bajo intercambio gaseoso son inadecuadas; sin 

eabargo al crecimiento y sobrevivencia de Rhizobia es bueno en 

bolsas da poliatileno de mediano intercambio gaseoso. (44) 

c. T911peratura. 

El afecto da la temperatura ·•Obra el creciaiento y la 

sobrevivancia da las bacterias ast6 relacionado con la pureza del 

cultivo y la cantidad da huaadad p•rdida durante el 
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almacenamiento. Los cultivos preparados en soportes estériles, 

deben ser incubados a 26°C inmediatamente después de la adición 

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

de las células en el inoculante, po.r lo que ayuda a la 

sobrevivencia de los Rhizobia, si se mantiene constante el 

contenido de humedad. 

Estudios efectuados semanalmente sobre la viabilidad de 

Rhizobia durante el periodo de almacenamiento de inoculantes, en 

turba no estéril, indican que el indice da mortalidad fué de 

0.04t a sºc y de 0.094t a 2s
0

c; lo cual indica que al aumentar la 

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

En la fiqura No. 5 se describen los pasos a seguir en la 

producción del inoculante. 
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VII. COllTROL DB CALIDAD. 

1.1 control de calidad d• la cepa. 

El control de calidad de laa cepas de Rbizgbium para iniciar 

la producción de loa inoculantea •• el aiquiante: 

La cepa de colección que ae utiliza al principio, en la 

producción de los inoculantes ae denomina •cultivo inicial" y 

debe estar siempre disponible para ser usada en el momento que se 

necesite, normalaenta se encuentra en tubo de cultivo. Estos 

cultivos no varian ya que se ori9inan de una misma cepa de 

colección, la cual se encuentra con9alada en nitrdlJano liquido. 

Para a•equrar•e da que no exista caabio en la 9énatica, debe 

ser minisa la transferencia da cultivo entra al cultivo inicial y 

loa aubcultivoa. 

Loa procedimientos •6• sencillo• para comprobar el cultivo 

inical anta• da empacar la producción da loa inoculantes, son 

aostrado• en la fi9ura No. 6. 

El proosao a. indica que la transferencia da aasa que se haca de 

la cepa da colección al •edio de cultivo •• por siaabra ••triada 
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y todas las prueba• •on hecha• con basa a la cepa de colección, 

la cual es fuente del inóculo para todo el cultivo inicial. Esta 

método no facilita alguna información sobra el rango de 

variabilidad, dentro del cultivo. (tinción de gram, pureza, 

serologia, habilidad para producir nódulos). 

El proae•o 1. auestra el en•ayo que se le hace al subcultivo, en 

cuanto a la habilidad para producir nódulos efectivos, ya que 

cualquier •ubcultivo que no fije nitrógeno efectivaaenta, 11e 

de•carta. 

El proae•o c. indica que debido a la ine•tabilidad génetica de 

los Rhizobia, se prueba una colonia aislada del cult1vo inicial 

procedente de la cepa de colección. Todo esto se realiza antes de 

coaanzar la producción de inoculantes. (41) 
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Control d• calidad d• la c•r>•· 141> 



7.a control 4• cali4a4 4•1 aoporta. 

a) Soporte no eatéril. 

Enaayoa qua ae daban reali1ar eaencialaante: 

• cuenta aicrobiana por dilución. 

• Infección en la planta y cuantificación da nódulos. 

• Identificación aerolóqica en loa nóduloa. 

(31, 32, 41, 42) 

b) Soporte estéril. 

Enaayos que se daban efectuar: 

• Tinción de Graa. 

• cuenta an placa. 

• Identificación aarolóqica. 

• Detección de microorqaniaaoa contaainantea. 

• Infección en la planta y cuantificación da nódulos. 

(31, 32, 41, 42) 
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7.J coatrol 4• oali4a4 4• loa iaooulaat••· 

La calidad de ••toa producto• Hri ••trechaaante ligada al 

••todo de fabricación y al control da calidad de au proceso, el 

cual varia aaplia .. nt• d• pata a paia. (41) 

El control de calidad da loa inoculantaa •• basa en ••todos 

de trabajo, equipos • instalacionea adecuadas para efectuar 

dichos controles durante el proceso y asegurar la calidad del 

producto antes de ••r destinado a la venta. 

En cuanto al control de calidad aicrobiológico, consiste en 

doa tipos de ensayos: uno cualitativo y otro cuantitativo. 

a. nueba• o euaroa ouaUtati-.roa. 

!atoa conaiaten en la• siguiente• determinaciones: 

a) Varificación del pH. 

b) Realisación da una aglutinación con antiaueros especif icos. 

c) Deterainación da pureza mediante la siembra en un medio de 

glucosa - peptona - agar, en donde no debe haber crecimiento, 

ya qua una contaainación •• detecta mediante la presencia de 

creciaiento en •l aedio de cultivo. 

d) Observación al aicroacopio d• un frotia, .. diante la tinción 

de graa. 

62 



Pruebe• o enaayoa cuantitativo•. 

Las pruebe• que•• realizan, son laa.siquientea: 

a) Cuenta total de células de Rhizobia, por medio de la c6mara de 

Petroff - Hauaaar. 

b) Realización de la cuanta de c•lulas viables, por el ••todo de 

cuenta en placa. 

c) cuantificación del núaero de Rhizobia, a trav•• del ••todo de 

infección en la plante. 

Para que un inoculante sea aceptado en el aercado, necesita 

tener coao ainiao 5 x 108 c•lula• viablea/al. y estar libre de 

microorqaniaaoe contaainantea. Se debe tomar en cuenta que existe 

una reqlaaentación preaisa y confiable para el control de la 

calidad de loa inoculantes. 

Loa siatemaa a6• avanzados sobre el control de calidad son: 

A.I.R.c.s (Auatralian Inoculanta Reaearch and Control service) y 

el U.D.A.L.S (Univerdty Departaaent of Aqriculture Laboratory 

service). Estos aiateaas tiene la finalidad de inveatiqar el 

control de calidad bajo tres puntos de vista. 

seq~n Date (1969) expresado coao finalidades b6sicaa: 

l. Selección, ensayo y aanteniaiento convenientes de las cepas de 

Rhhobia. 

z. control de calidad para lo• inoculentea de lequainoaaa. 
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3. Inveatiqación de loa factor•• que afectan la calidad y la 

eficiencia de loa inoculantea en cuanto a la producción, 

di•tribuición y u•o•. (26, 30) 

a. ••••ro• cnaalitatiwo•. 

l. Deterainación del pff, el cual indica que exiate contaminación 

•i •• encuentran valora• abajo da 6 y arriba da a. 

z. Identificación ••rológica. 

Aunque axiata una aaplia variedad de a6todoa inaunolóqicos, 

•l ••• adecuado para ••t• propóaito, •• la aglutinación 

ao .. tica. 

Para efectuarla• •• requiera del aiquianta aatarial: 

a) Antiauaro: •• utiliza un antiauaro eapecifico para Rhizobia 

al cualea alaacanado en pequeftoa voluaenas y congelado. 

b) Antiqeno: como antigeno se uaa la auapensión de células de 

Rhizobia qua debe tener una concentración ainima da 107 

célulaa/al1 aato ••· con al fin da qua al hacer la reacción 

da aqlutinación, 6ata aaa clara y •• eviten falaos 

navativo•. 

c) Solución aalina al o.ast da NaCl. 

d) Tllbo• de anaayo da l al da capacidad. 

e) Bafto •aria a J7°C o sz"c da t•111>eratura. 
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Procedimiento: 

l. En un tubo de ensayo mezclar partes iguales en cantidad 

suficiente la suspensión del anti9eno y de la solución 

salina, posteriormente se deja en agua hi1-viendo durante JO 

minutos, esto ea para inactivar los antiqenos de los 

flaqalos. 

2. Usando una pipeta pastaur, aezclar an un primer tubo 18 

qotas de la suspensión del antiqano previamente inactivado, 

con 2 qotaa del antisuaro; en un segundo tubo mezclar 18 

qotas del misao antiqeno con 2 qotas de la solución salina, 

el cual ea considerado coao control. 

3. A continuación sa dejan loa tubos en el baño maria a s2'c 

durante 4 horas o bien a 37'c durante toda la noche. 

4 • Una vez pasado el tiempo da reacción, la aqlutinación 

aom6tica es visible. 

La reacción positiva empieza con una apariencia granular la cual 

proceda a aar total. La presencia da una autoaqlutinación en la 

solución aalina (control), indica qua la concentración de HaCl es 

elevada, por lo tanto dabar6 diaainuiraa a o.st da HaCl. (41, 

42) 

J. Prueba para detectar la contaminación microbiana (pureza). 

• Prueba de qlucosa - peptona: 

Sa basa an que al medio qlucoaa - peptona no favorece el 

creciaianto de los Rhizobia, paro muchos microrqaniamos 
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contaminantes crecen fAcilmente y tienden a producir un cambio de 

pH en al medio. 

El medio de cultivo contiene: 

Gluco•a -

Peptona 

Agar - - - - -

Violeta da Bromocresol 

Aqua da•tilada 

5.0 g/l 

10.0 g/l 

15.0 9/1 

10.o ml 

- 900.0 ml 

* El violeta de bromocresol (l• en etanol) se adiciona al medio 

una vez di•uelto el agar. 

El medio ya preparado •e distribuya en tubos de cultivo, en 

seguida se esterilizan y se inclinan los tubos. El medio de 

cultivo se siembra a trav•s de estria• y •e deja incubar a 2a"c -

30°C durante 1 o 2 d1a•1 de•pu•s se examina el cultivo y si 

presenta crecimiento asociado a un cambio de pH, esto indica una 

contaminación. 

Algunas cepas de Rbizobium generalmente muestran escaso 

crecimiento •in un cambio apreciable de pH en el medio. 

• Tinción de Gram: 

Eete ensayo •• de gran utilidad, ya que mediante un !rotis 

tellido se puede determinar; la pre•encia de contaminantes; la 

presencia de contaminantes gram positivos, formación de esporas y 

c•lula• de diferente aorfologia. (41 1 42) 
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e. znsayoa cuantitativo•. 

l. cuenta total de células de Rhizobia. 

Se utiliza una c6mara de cuenta, la cual tiene una 

profundidad de 0.002 ca, lo que requiere de menos ajustes ópticos 

del micro•copio. Debe de u•arae un microscopio de contraste de 

tase• con objetivo• de zox y 40x. 

La c6aara asta dividida an cuadros de 6reas conocidas, de 

ast6 manara a trav6a de c6lculos y factores de conversión se 

puede conocer al mlaaro da célula• por unidad da volumen. Una 

población mayor da io8 células/al puada contarse sin la necesidad 

da hacer diluciones, La estimación incluye todas las células 

vivas o muertas. (41) 

2. cuenta en placa. 

La cuanta en placa •• usa para la valoración del nümaro de 

células contenida• en un medio de cultivo liquido. La suspensión 

de célula• se diluya sn seria, hasta obtener una dilución que 

contanga da 30 a 300 células, 

Loa aatariale• qua •• requieran para asta ensayo son: 

a) Diluyente: 6•ta diluyanta as agua estéril distribuida en 

matraces y tubos de ensayo; los matraces con 99 ml y los 

tubos da ensayo con 9,0 al. 

b) Pipeta•: •• nacssitan pipetas da 1 y 2 al da capacidad. 

o) Medio da cultivo: al medio •• agar - extracto da lavadura -
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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 adición de caco3, para evitar que se opaque el medio. El 

rojo congo que se le agrega al medio; indica la presencia de 

contaminante•, ya que 1011 Rhizobi11 absorban menos el colorante 

que otras bacterias. 

A continuación se muestra un ejemplo del proceso a seguir en 

la dilución de la suspensión de c61ulaa, el cual deba tener como 

miniao una concentración de 109 c6lulaa/ml. 

Dilución de la suspensión de células. 

(ainiao eaierado 109 c61/ml) 

1 •l 

Matraz con 99.o al (ainiao esperado 107 cél/•l) 

11 •l 

Matraz con 99.0 al (ainimo esperado 105 cél/al) 

!1 •l 
Matraz con 99.0 al (ainiao ••parado 103 c61/al) 

l1 •l 

tubo con 9.0 ml (miniao esperado 102 c61/ml) 

!1 al en la caja petri (duplicado) 

tubo con 9.0 ml (ainimo esperado 101 c61/al) 

~ ml en la caja petri (duplicado) 
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Las diluciones son mezcladas por agitación. 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 .dilución correspondiente; esto se hace 

por duplicado para cada dilución. El valor obtenido en las 

series, .es resultado del nümero de colonias desarrolladas en la 

placa; las cualaa deben estar aproximadamente entre 30 - 300 

colonias por placa. (41, 42) 

3. Daterainación del mlmero de Rhizobia viable sobre las 

saaillas. 

Primero •• agregan las c6lulas a las semillas debido a que 

aa hace la cuantificación da loa Rhizobia viables sobre las 

semillas. Sa cuantifica la cantidad da lo• Rhizobia, a los O, l, 

7 1 14, 21 y 28 dia• despu4's de ser recubiertas. Para esto se 

proceda a colocar 20 semillas previamente inoculadas en un matraz 

da 50 al de capacidad, qua contegan 20 al da diluyente estéril, 

•• agita vi9orosaaante durante 5 ainutoa para desprender los 

Rhizobill da las semillas, por lo tanto 1 al de la suspensión 

resultan.te contiene los Rhizobia correspondientes a una semilla. 

Se hacen diluciones an saria da 10-l hasta 10-4• sa adiciona 0.1 

al de.cada dilución a cajas patri para hacer la siembra an placa, 

asto sa realiza por duplicado. 

El medio de cultivo que contienen las placas deberá contener 

verde brillante (1.25 aicrOC)ramoa) es decir o.01s q/l del medio 

de cultivo, asto as para diferenciar a las bacterias. 

69 



Lo• r••ultado• •e qrafi.can en la siguiente forma: el 

logaritmo del mlmero de células por semilla contra el tiempo de 

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

4. cuantificación del nllmero de Rhizobia por infección de las 

raic•• d• la planta. 

Debido a que no hay un método confiable para identificar a 

la• bacterias nodulando la ra1z d• las lequsinosaa, se realiza el 

método de cuenta de célula• presentes en la infección de la raiz 

de la planta. E•t• debe ser valorado por el núaero de 

microorqanisaoa que •• encuentran en la •uapendón del cultivo. 

Si el eatAndar requerido para una turba •• de 109 cél/q y ei la 

planta recibe una alicuota de 1 ml, la planta •• probada en las 

diluciones 10-7, 10-e, io-9 y 10-10. 

El material requerido para esta prueba es el mismo que se 

••pl•• en la cuenta por placa, excepto que •e necesitan 

condiciones a•épticas para el crecimiento de la planta. (41, 42) 

La clave para el exito de la nodulación usando cualquier 

cultivo eatAndar en turba 1 depende del número de Rhizobia 

requerida por la ••milla, esto a su vez depende de: 

A. De la aobrevivencia del inóculo durante la aplicación a la 

••milla y la germinación de la ••milla. 

B. La habilidad de lo• Rhizobia para colonizar la ralz de la 
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Lo;:¡. Rhizooio / s9milla 

Tiem;:io de alrnocensmiento 

Cu4ntificac115n ael nr1roro de Rhitotii.a viable s~bre le'3 s9millos 
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semilla. 

c. La habilidad de la cepa inoculante para competir con los 

Rhizobia del suelo para infectar los sitios de la raiz de la 

se•illa germinada. (44) 

Aün cuando se recomiendan nümerosos estAndares de 

microorganh•os que dsb• contener al inoculanta, aa nacasario 

considerar otros factoras qua puedan repercutir en la viabilidad 

da loa aicroorganiaaoa introducido• al auelo 

Hay una amplia evidencia an qua •l nüaaro ainimo da Rhizobia 

requerido para obtanar una nodulación coaplata; tiene un ran90 

axtenao que va deada unas pocas aaaillaa a cientoa da ••millas 

conforme a: 

A. El ••todo de aplicación del inóculo. 

e. La temperatura y el tiempo entra la inoculación y la siembra. 

c. Loa factores tóxico• Hociadoa con al recubrimiento de la 

semilla (da cualquier naturaleza o el resultado da la 

aplicación da loa paaticidaa). 

o. Las condiciones del suelo. 

E. La competencia qua ofrecen loa Rhizobia nativos del suelo. 
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Se ha llegado a la conclusión que se necesita como miniao de 

300 a 3000 ctlulas por semilla. La relación existente entre el 

número de c6lulas durante la aplicación del cultivo, varia de 

acuerdo al taaaño de la semilla y la cantidad de semilla usada 

canfora• al volumen de la turba. (43) 

La viabilidad de esto• aicroorganiaao• puede ••r expresada 

en t6rainoa de núaaro de c6lulaa por graao de inoculante o bien 

núaaro de c6lulaa por graao de semilla. 

A continuación ae indican loa diferentes estAndares 

recoaendado• en diferentes pai•••, para loa inoculantes de esta 

cla••: 

Paia 

Au•tralia 

cana da 

Eattndare• 

Se exige ata de 1 x io1 Bhisobia viable, a 

excepción de Bhhgbiua que toraa nódulos 

en IQtsiJlJ.a que •• 3 x 107 (Date y Roughley 

1977). 

Un ainiao de 106 Bhizobia viable por gramo 

de inoculante, pero el inóculo viable que 

••necesita por •••illa •• 103• 

72 



Checoslovaquia 

Holanda 

Nueva Zelanda 

RU•ia 

E•tado• Unido• 

3 x 108 Rhizobia por gramo de inoculante. 

De 4 x 109 a 25 x 109 Rhizobia viable por 

gramo de inoculanta. 

l x 108 Rbizobia viable por qramo de 

inoculante. 

De 5 x 107 a 10 x 107 Rhizobia viable por 

;raao d• inoculante. 

No hay una reglaaentacidn exacta para la 

'calidad d• lo• inoculantea, cada e•tado 

••tabl•c• •u• propia• regla•. Lo• 

••tAndar•• varian d• ••tado a ••tado y 

••tAn ba•ado• en laa llamada• pruebas de 

•••rgencia. 

LH 8eaillH 

in•tructivo, 

v•r11iculita1 

•on inoculada• conf orae a un 

plantada• •n ar•na eat6ril o 

•1111iniatrAndol•• nutriente• 

d•fici•nt•• en nitróqeno. La• planta• •• 

co••chan d••Pu•• de 5 o 6 ••mana•. Laa 

raicea aon exaainadaa para bu•car nódulos. 

En Indiana, •i el 'º' o 9'• de la• planta• 

tienen uno o aAa nódulo• en la parte 

pri .. ria d• la raia, la cepa •• considera 

aatiafactoria, con 67 a 10• de planta• con 
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Pa1s 

Australia 

India 

Dinasarca 

RU8ia 

u.a.A 

uno o •4• nódulo• la prueba es regular. Si 

la• planta• aueatreada• e•t4n noduladas un 

67t o .. no•, se considsra a la cepa no 

satisfactoria. (12, 26) 

Est6ndares 

109 Rhizobia viable (fabricado) con O.lt 

de coatanisantes. 

101 Rhizobia viable (aanuf acturado) con 

l.Ot de conta•inantaa. 

De 4 x 109 a 2.5 x 1010 Rhlzobis viable. 

De 5 x 107 a 1 x 101 Rhi1obia viable. 

3 xlo1 Rhizobia viable. (1) 

En saquida se asncionan algunas instituciones que elaboran 

inoculantas en M'xico y alguna• normas ds control de calidad de 

su producto. (12, 26) 
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vx:n;. APLJ:CACJ:OK •• ZL CAKllO 

Noraal•ente, los inoculantes deben ser aplicados 

directamente a la semilla, sin el!lbarqo alqunas semillas de 

leqU11inosas contienen en su superficie factores tóxicos a estas 

bacterias y debido a su toxicidad ocasionan fracasos en las 

inoculaciones. (32) 

Métodos de aplicación de los inoculantes en las sa=illas. 

• Método de inoculación directa. 

El inoculante se aplica directamente al suelo. 

• K•todo de inoculación indirecta. 

El inoculante se aezcla con la a .. illa, fuera del 6rea da siembra. 

La inoculación indirecta incluye diferentes métodos de 

aplicación: 

1. ••todo de iaOG111aoi4a ea ssoo. 

Consiste en huedecer el suelo para posteriormente eqreqar 

la mezcla del inoculante y la saailla. Este aétodo sólo involucra 

la aplicación del inóculo en polvo a la seailla1 es el a6a ailllple 
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de los método•, pero a •u vez e• poco efectivo, ya que el 

inoculante ae adhiere probableaente en poca cantidad y la 

sobrevivencia de lo• Rhizobia que se han adherido a la semilla no 

as adecuada. Esta método ea recomendable para inocular grandes 

cantidades da leguminosa•. (32) 

2. Káto4o de inoculación a travá• 4e rocia4o. 

En é•te método primero se humedece la ••milla con una 

solución adherente que bien puede ser: goaa arAbiga, aetil 

celulo•a o •iapleaenta agua y posteriormente •e agrega el 

inoculanta. 

La •olución o el agua, deben contener di•uelto• en 

proporción da una deciaa parte de au volumen: miel, melaza o 

jarabe; lo cual peraite que la• bacteria• •obrevivan de 2 a 

eemanaa. Si durante un tiaapo no llueve •• conveniente humedecer 

el muelo. E•t• tratamiento •• adecuado para planta• da semillas 

lisas como la •oya, el frijol, el trébol, el haba, etc. (lB) 

J. Método da inoculación adherente •Slurry• 

Con•i•t• en agregar a9ua al inoculanta antas de ser 

aezclado con la •nilla. Lo• inoculante• priHro •on mezclados 
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con agua (ver tabla No. 2) hasta tener una consistencia 

hómogenea, en sequida se adiciona qoma o azúcar (sacarosa al 

10%, qoma ar6biqa al lOt y metil celulosa al lt). 

El aqua que se adiciona ea con el fi~ de mejorar la adhesión 

de los inoculantes a las semillaa. El uso de la azúcar en los 

inoculantes sirve para diaminuir el indice de mortalidad de los 

Rhizobia aobre la ••milla aeca. 

La cantidad de aqua varia con la• diferentes semillas ya que 

es necesaria m6s aqua para las semilla• pequeñas que para las 

semillas qrandes, debido a que el 6rea da superficie que va a ser 

recubierta es mayor. Ea importante hacer hincapi• en qua las 

aemiilaa deben eatar completamente recubiertas con las particulas 

del inoculante. 

A continuación •• iluatran loa paao• a ae9uir en la 

inoculación de l• saailla por al ••todo da *Slurry• (ver fiqura 

No. 7). 
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Tabla No. 2 

Cantidad da aqua a inoculanta para la inoculación da varias 
semillas da leguminosas da varios taaailoa, por al ••todo da 
*Slurry•. 

Espacia da laquainoaa semillas Inoculanta A qua Adherente 
(No/Kq) (q/25Kq (al/25Kq (al/25Kg 

da da de 
semilla) aeailla) aaailla) 

Tritoliua rapena 2,000,000 110 625 750 
(tr•bol blanco) 

Kadicaqo aativa 500,000 110 550 650 
(Alfalfa) 

coronilla varia 250,000 110 550 650 
(Crown vetch) 

Vigna radiata 25,000 110 500 550 
(Green qraa) 

Vigna unquiculata 10,000 110 375 437 
(Cowpaa) 

Glycin• aax 5,000 110 250 287 
(Soya) 

cicer ariatinua 2,000 110 250 287 
(Garbanzo) 

Vicia taba 1,,250 110 175 200 
(Broad baan) 

(17) 
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Mue-1tra el e-quipo nece.sario •>- lnoculante 
bl- Agua 
el- Adherente 
d).- Semillas 

M.zclado d•I lnoculante con 

IH temilíH 

Fi9ura No. 7 

Adlción del a9ua y del agente 

adhe-rente al ínoculante 

s~milta'S revestida~ con el 

inocutanteo 

Inoculación de la sem'tlla por el metodo de "Siurry" 
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ESTA TESIS NO DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOTECA 

Consiste en agregar un agente neutralizante, tal como el 

carbonato de calcio, a la• aemillas ya recubiertas por el 

inoculante. Este mttodo mejora la aobrevivencia de algunas 

bacterias sobre la semilla, involucra el uso de la goma arábiga 

(40t) o metil celulosa (1.5t) coao adhesivo para el inóculo de la 

semilla, posteriormente eataa semilla• son revestidas finamente 

con carbonato de calcio y roca fosfórica, 

. La roca fosfórica es generalmente recomendada en este 

m6todo1 ya que ayuda a las semillas que son sembradas en suelos 

con un pH de 5.5 - 6.0 o bien cuando las semillas son sembradas 

en contacto con fertilizantes ácidos, (32) 

Ea necesario tener todos loa materiales requeridos un dia 

anterior a la siembra, destacando por su importancia loa 

siguientes: 

l. Inoculante con los microorganismos eapecificos. 

2. Adherente preparado; ya que lea goeas ar6bigaa requieren de 

tiempo para su dilución, la cual se hace poniendo agua 

suficiente en un recipiente a un nivel de 5 ca de altura, 40\ 

de goma arAbiga, la cual •• espolvoreada en la superficie del 

recipiente; se deja reposar durante 24 a 30 horas. 

Posteriormente se agregan 15 g/l de carbonato de calcio, se 
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a9ita vi9oroaamente y de e•ta manera queda liato el 

adher•nte para au uao. 

3. semilla eacarificada, •i e• nece•ario. 

4. Polvo de recubrimiento (CaCOJ, roca foafórica) finamente 

molido en ca•o que •• quiera recubrir la ••milla. (32) 

... 111•• pre-iaooula4a. 

En el •uelo, la• bacteria• fijadora• de nitró9eno 

normalmente ae mantiene en un medio propicio antea de penetrar a 

la ra1z de la planta y poateriormente forman la• nodulacionea que 

la• prote9en de la acción que pueden tener otro• aicroor9aniamos 

extrallo•. 

En callbio la• ••milla• que han •ido inoculadas y 9uardadas 

durante cierto tiempo para de•pu•a aer usada• (semillas pre­

inoculada•) a atan expueata•, tanto a loa contaminantes por 

orqaniamoa extralloa, como a callbioa de temperatura y humedad en 

el medio allbiente. 

En loa ~ltimoa alloa ae ha tratado de introducir al mercado, 

la aeailla pre-inoculada, para lo cual •e han realizado numerosos 

experi-ntos; le aayoria de ello• comprueban que las semillas 

pre-inoculada• aolo pueden dar re•ultadoa positivos, ai son 

•eabradaa en un t•raino de tre• meaea a partir del tratamiento, 

conaervandolaa mientras tanto a una temperatura alrededor do s"c 

y ain exponerla• a loa callbioa aabientalea que pudiera terminar 
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con la vida de la bacteria o reducir su viabilidad. (18) 

Para obtener loa baneficioa 4• una buena inoculación. 

l. Use el inoculante que corresponda a la especie de leguminosa 

que vaya a aelllbrar. 

2. Siga exactaaent• laa inatruccionea de aanejo qua est4n 

aarcadaa en el paquete. 

J. Si au aieabra •• en aeco, ••Pl•• dobla doaia del inoculant• 

para la aeailla. 

4. Si ai9ue el ••todo de rociar la aeailla para aezclarla con el 

inoculant• eapl•• aolament• la doaia necaaaria. 

5. La can.tidad da la aaaillla qua puad• aar tratada con al 

inoculante, eata eapecificada en cada doaia. 

6. Inocule aua aaaillaa de lequainoaaa en todo• loa caaoa y 

aapecialaent• en aieabraa nuevaa, para que •• active la 

fijación de nitrógeno d•l auelo. (18) 
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Ill. COllCLUaIODI. 

1. B• !•portante que la• capa• a utilizar conserven sus 

caracteristicas de infectividad, eapeciticidad, efectividad 

y virulencia, para detersinada eapecie de leguainosa, en este 

caso, para la aoya (Glycins .. x), proporcionando una buena 

nodulación como reaultado de la fijación del nitr6geno. 

2. Entre los soportes que se e111>lean para la producción de los 

inoculantes, el •6• apropiado actual••nte •• la turba, debido 

a que los experi••ntos realizado• en •uchos paises, han 

ds•ostrado que estos •icroorqanis•os crecen aatisfactoriaaante 

en ella. 

3. La• propiedad•• que caracterizan a la turba co•o aoporte aon: 

contenido de materia orq6nica, capacidad de retención de agua, 

pH adecuado, facilidad para pro•over el creci•iento y aoportar 

una adsCllllda aobrevivencia de los Rhizobia. 

4. Loa soportes est~rilss prsssntan la ventaja de que eli•inan la 

c011P9tencia de los 

los erectos de 

•icroorqani•-• 

antaqonisao que 

conta•inantea, asi 

interfieren con 

adaptación y •obrevivencia del BbizgbiUll. 
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5. Se encontró qua para producir inoculant•• da elevada calidad, 

•• racoaandallla utilizar aoporta• a•t6rila• debido a que 

lo• aicroorgani•ao• pra•antan un buen da•arrollo y ademAs 

•obravivan la• capa• da craciaianto lento, tal •• el caso de 

Bradyrhiggblua 11ponicUJ11 aunque •• puedan producir 

inoculanta• da buena calidad, aaplaando soportes no 

••t6ril•• cuando •• utilizan capa• de craciaianto rApido, 

obteniendo sai un buen nllaaro da c6lula• en corto tiempo, con 

aanoa coato. 

6. En la bibliografia reportada •• encontró, que la gran aayoria 

da loa autora• recomiendan qua al proca•o da esterilización 

del aoporta (turba) ••• a trav6a da radiaciones ga11111a con una 

sola doaia da 5 x 106 Rad. 

7. Referente a las presentaciones sn qua se distribuyen los 

inoculantaa, al cultivo liofilizado, ea al aAa adecuado debido 

a qua al aicroorqanisao presenta una prolongada vida aedia, se 

praasnta en paqusftoa volumsnaa con altas concentraciones da 

c6lula• y na da oportunidad a qua haya crecimiento da 

contaainantaa. 

a. Par lo qua aa refiera al aapacada, ea destaca el usa de balsas 

da poliatilano da alta densidad, debida a laa ventajea que 

asta proporciona tanta en au aanajo caaa en su diatribuición, 
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las cuales han sido satisfactorias. 

9. Para obtener un inoculante de alta calidad es necesario llevar 

un minucioso control de calidad tanto de la cepa como del 

soporte (turba), aedianta ensayo• cualitativos y cuantitativos 

del inoculante. 

.. 
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