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1.- INTRODUCCION

Desde hace mds de 5 000 afios de antiguedad se tiene co-
nocimiento del efecto benéfico de las leguminosas sobre la fer-
tilidad del suelo y fue hasta el afio de 1866, cuando Hellrie--
gel descubri6 la presencia de ndédulos en las raices de las legu
minosas y en 1888 Beijerinck, puso de manifiesto que este efec-
to es debido a la hacteria del género Rhizobium la que aisld de

nédulos de leguminosas, (4)

Este conocimiento determind el inicio de las préacticas-
de inoculacién las que consistian unicamente en transferir sue-
los de parcelas en las que se habfan cultivado lequminosas a -
aquellas parcelas en las que se iban a sembrar estos cultivos -
con objeto de asegurar la presencia de la bacteria, Esta préc-
tica simple fue desechada ya que simult&neamente a la introduc-
¢ibn de la bacteria de interes, con frecuencia se introducfan -
otros microorganismos patdgenos, Por otra parte la importancia
econ6mica de esta asociacifn did origen a una gran cantidad de-
estudios que dieron a conocer la importancia de emplear en la -
inoculacidén cepas especfficas para la leguminosa a cultivar, -
asi como de emplear cepas previamente seleccionadas con base en
su eficiencia en la fijacion de nitrégeno, interespecificidad,-
adaptacidn al suelo y grado de competencia con cepas existentes

en el mismo,



Simulténeamente se han efectuado estudios referentes a-
la propagacidn de Rhizobium y formas mds adecuadas de introdu--
c¢ir el Rhizobium al suelo, 1o que condujo a la produccion de - -

inoculantes con fines agricolas.

Respecto a la forma de introducir los cultivos masivos
de Rhizobium al suelo existen numerosas técnicas, siendo a la -
fecha 1o mds comdin la impregraci6n del cultivo de Rhizobium a -
un soporte sélido pulverizado y esterilizado con el que se recu

bren las semillas inmediatamente antes de ser sembradas.

Los soportes que se han empleado con este fin son varia
dos y la turba es el m&s ampliamente usado por reunir caracte--
risticas que permiten la multiplicacidn y sobrevivencia de -
Rhizobium por perfodos largos y porque en esta presentacifn es-

facil de manejar a nivel agricola.

En los Estados Unidos Mexicanos para la elaboracidn de-
inoculantes se emplea turba importada, llegando en 1979 a -
403 267 kilogramos, que fueron utilizados en la elaboracién de-

diferentes productos., (38)

Como consecuencia en 1976 se inicié la bisqueda de tur-
beras en el pafs, las que fueron localizadas en zonas indicadas

como Histosoles y las que presentaron diferentes caracteristi--



cas. Con fines de emplear la turba como soporte de inoculantes
en FERTIMEX se selecciono un yacimiento ubicado en el Estado de
México el que reune caracterfisticas ffisicas y qufmicas simila--
res a las turbas de importacién empleadas con este fin, Y aun
cuando l1as caracteristicas fisicas y qufmicas son un fndice de-
su utilidad para la produccidn de inoculantes, deben efectuarse’
estudios de crecimiento y sobrevivencia de las cepas utiliza--
das. &En relacidn a este ultimo aspecto existen reportes de que
en esta turba se propagan y sobreviven adecuadamente cepas de-

R. phaseoli que corresponden al grupo de crecimiento rdpido.

Por lo que en este trabajo se pretende contribuir al co
nocimiento de la turba nacional para emplearla como soporte pa-
ra la produccién de inoculantes, para ello se evaluard la so--
brevivencia y comportamiento de dos cepas de R. japonicum que -
corresponden al grupo de crecimiento lento del cual no existe -

informacidn,



2.~ OBJETIVOS

En el presente estudio se evaluard el comportamiento de

2 cepas de Bradyrhizobium japonicum inoculadas en turba nacio--

nal mediante:

- Determinacidn del nidmero de células viables a diferen--
tes perfodos de maduracifn y almacenamiento del inocu--

lante biolédgico.

- Evaluacidn de la capacidad infectiva y efectiva de las-
2 cepas empleadas, a fin de determinar sf conservan sus

caracteristicas iniciales.

- Comparar el efecto de 2 procesos de esterilizacién so--
bre el soporte empleado y la viabilidad de los microors

ganismos en dicho soporte,



3.~ GENERALIDADES DE LA PRODUCCION DE INOCULAKTES

Los inocuiantes son cultivos vives y concentrados de -

rizobia seleccionados e impregnados a un soporte estéril,

De tal modo que el primer paso para producir inoculan--

tes es tener cepas de Rhizobium debidamente seleccionadas,
3.1 Caracterfsticas generales de Rhizobium.
3.1.1 Morfol6gicas.

Las bacterias del género Rhizobium presentan las si- -
guientes caracteristicas: son bacilos de 0.5-0.9 x1.2-3.0 Jﬁl,
Gram negativos, no producen esporas, en estadg joven son mévi--
les desplazéndose por dos a seis flagelos peritrfcos o por un -

flagelo subpolar,

En condiciones de crecimiento adversas y en cultivos -

viejos presentan gr&nulos de poli-B-hidroxibutirato,
3.1.2 Asociativas,.
Rhizobium es una bacteria que se encuentra normalimente-

en el suelo donde crecen leguminosas y establece asociacifén con

Tas mismas.



En esta forma 1a bacteria fija el nitrdgeno de la atmfs

fera favoreciendo el desarrollo de su simbjonte.

Estos organismos fijadores de nitrdgeno dan lugar a los
nddulos de las rafces de las plantas Teguminosas, dentro de Tos
cuales, Tlas formas bacteroides de Rhizobium fijan el nitrbgeno.
Los n6dulos que tienen aptitud para fijar el nitrdgeno se deno-
minan eficaces y desde Ta década de 1340 se sabe que la efica--
cla va asociada con la presencia de un pigmento réjo en los nd-
dulos. Este pigmento, que vuelve a los nédulos ligeramente ro-
sados y que pueden observarse con toda ciaridad cuando los nfdu
los se cortan en dos mitades, es una hemoprotefna bastante pare
cida a la hemoglobina de la sangre de los mamfferos. Se denomi

na "Leghemoglobina", (7)

Su importancia fue un enigma hasta mediados de la déca-
da de 1970 cuando investigadores de Australia demastraron su -
funcibén. Resulta que transporta oxfgeno, exactamente jgual que
1a hemoglobina, pero su afinidad por el oxfgeno es tan fuerte -
que lo entrega a los rizobia a una concentracidn que es inocua-
para su nitrogenasa, De este modo la Leghemoglobina representa
una especie de tamp6n (amortiguador) del oxfgeno, impide la acu
mulaci6bn de concentraciones elevadas de oxfgeno libre, mientras
que al mismo tiempo proporciona el oxigeno necesario para ¢l me

tabolismo de Rhizobium.



£E1 n6dulo de la rafz de las leguminosas es, pues un -
complejo sumamente especializado en el que la fijacidn de nitrg
geno y el consumo de oxfgeno se vuelven compatibles fisiolfgica

mente,
3.1.3 Taxon6micas.

En la octava edici6n del Manual de Bergey, 1974 -
Rhizobium fue ubicado en la parte 7 como perteneciente a la fa-
g
milia Rhizobiaceae, Incluyendo dentro del género Rhizobium a -
todas las especies capaces de establecer asociaciones mutualis-

tas con las leguminosas,.

Los estudios de taxonomia numérica y de composicifn de-
bases dei ADN mostraron la conveniencia de revisar la clasifi-

cacidn tradicional. (13)

A nivel de especies, la taxonomia expuesta en este ma--
nual sobre el género Rhizobjum se basé en el supuesto tradicio-
nal de que cada especie s8lo puede inducir Ta formacién de nddu
Tos en su leguminosa especffica (4). Como a continuacidn se in

dican:



Rhizobijum ' P]antas noduladas
R. meliloti Alfalfa y Trébol dulce.
R. Trifolii Trébol comin,
R. leguminosarum Chfcharos, Haba y Lentejas,
R. phaseoli . Frijol y Habichuela.
R, Tupinf Lupinos y Soya,. '
R. _Japenicum Soya,
R. sp. {tipo Garbanzo) Garbanzo, Cacahuate, Frijol
no designados Lima, Jfcama, Arveja coronada y

otras especies,

R. sp. Garbanzo, Trébol comlin y Arveja,

Los defectos de esta clasificacidén basada en la infec-
tividad selectiva son notables. En primer lugar, ta promiscui-
dad simbi6tica es un hecho frecuente, hasta el punto de que sé-

1o Rhizobium meliloti cumple estrictamente el criterio original

de nodulaci6n especffica (7). En segundo lugar, porque han si-
do descritas hasta 14,000 especies de leguminoSas, de las cua-
les 5610 han sido estudiadas un 8 a 10 porciento desde el punto
de vista de la nodulacidén (7). Ello sin contar que Rhizobium -
puede formar asociaciones simbidticas con no leguminosas (7). -
Por 10 que en la novena edicidn del Manual de Bergey, 1984 la -
clasificacibn de esta bacteria simbi6tica fijadora de nitrbgenc

fue modificada notablemente, quedando separada enh dos géneros -



con base en los criterios que a continuacién se describen:

CRITERIOS : : ‘GENEROS

Rhizobium Bradyrhizobium

1 Capacidad de inducir la
formacién de nddujos en
leguminosas independien + +
temente de que fijen o-
no nitrdgeno,

2 Infeccidn de legumino--

sas
a) de zonas templadas + -
b) de zonas tropicales - + o

3 Crecimiento en medio de
Extracto de Levadura
Manitol Agar, .
a) Répido o " -
b) Lento - _,   +

4 En medio de Manitol y
sales minerales producen

a) acidez + -
b) alcalinidad - +

5 Porcentaje de 6 + { en 59 - 64 {(Tm) 61 - 65 (Tm)
el ADN

Del género Bradyrhizobium unicamente se describe a la -

especie japonicum y se propone establecer otras especies hasta-
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reunir mds evidencias que permitan ubicarlas de manera adecyada.
Como quiera uno de los criterios que se sigue empleando es el -

de la caracteristica de crecimiento répido y lento.

E1 grupo de crecimiento rdpido produce enturbiamiento -
en medio 1fquido y colonias visibles en medio sélido en un pe--
rfodo de 3 a 5 dias de incubacidén a 28°C. En tanto que el gru-
po de crecimiento lento requiere de 8 a 10 dfas para producir -

desarrollo visible, tanto en medio 1fquido como sélido.

Esta divisidn tampoco es absoluta, debido a que se pre-
sentan varjaciones en el desarrolilo por adicidén, eliminacifn o-
sustituci6n en el medio de cultivoe, de fuentes de carbono, ni--

tréogeno o extractos orgdnicos.

3.1.4 Importancia.

La explotacibn agrfcola de cepas de Rhizobium seleccio-
nadas que son altamente efectivas en ta fijacidn de nitrbégenc -
depende de la disponibilidad de una tecnologfa de inoculacidn,-
en la cual la cepa se cultiva en forma masiva, se incorpora en-
un material que sirve como soporte en el que sobrevivird duran-
te su distribucién y estancia en el mercado, y es entonces cuan
do se introduce al suelo en cantidades adecuadas para que nodu-

len las leguminosas sembradas, (35) ({36)

@
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La esencia de la inoculacidn de leguminosas es el em- -
pleo de una gran poblacidn de cepas de Rhizobium altamente efec
tivas en la fijacién de nitrdgeno que son compatibles con la va
riedad de leguminosa hospedera pafa favorecer el establecimien-
to de una estrecha relacidn que se inicia con la infeccidn de -
la bacteria durante la emergencia de la radicyla y asegurar de-
esta manera que la mayoria de los nddulos que se forman, conten
gan el Rhizobium introducido (15). Es importante evaiuar la ne
cesidad de inocular una Jeguminosa, en particulay en yn sitio -

especffico, En ocasiones una poblacién adecuada de cepas nati-

vas asegurard la buena nodulacién sin necesidad de inocular,

Alternativamente, una cepa de un inoculante no puede -
sobrevivir en ndmero adecuado o ser suficientemente competitiva
entre Ta microflora nativa para formar n8dulos, y ningun bene--
ficio econfmico en el rendimiento resulta de la inversién én la

inoculacidn,

Las bacterias introdycidas al suelo con Ta semilla, de-
bido a Su estratégica situacifn, estdn capacitadas para compe-- "
tir ventajosamente con cualquier cepa nativa por los sitios de-
infeccidn en la rafz de ta leguminosa huésped, como consecuen--
¢cia de 1a concentracidén del ijnoculante en las proximidades de -

los sitios potenciales de infeccidn, que contrasta con la mds-

amplia y uniforme distribucién de la poblacidén nativa en el te-

rreno. {15)
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Por lo tanto, la competencia ventajosa de las cepas -
efectivas introducidas, sobre la poblacién natural, es sin duda,
uno de los objetivos mds importantes de la inoculacidn artifi--

cial de las semillas leguminosas.

Por otra parte, se sabe que la mayoria de las cepas rhi
zobianas nativas no son capaces de producir 1a nodulacién répi-
damente, De tal modo que mediante la inoculaci6n se asegura 1a
infeccidn temprana, pronta formacidn del nddulo y el inicio tem
prano de la fijacidn del nitrégeno que son los objetivos précti
cos e importantes en el establecimiento de este tipo de simbig
sis ya que si la leguminosa debe esperar a ser infectada por -
Tas bacterias del suelo, no adquiere el vigor que posee una -

planta inoculada artificialmente.

Cuando en el suelo hay una poblacidn abyndante en cepas
con baja capacidad competitiva y que efectyan la infeccidn tar
diamente la nodulacidn por las cepas introducidas se facilita -
enormemente, ya que permite el desarrollo (en ndmero y persises

tencia) de las cepas del inoculante en el syelo.

E1 principal objetivo de 1a inoculacién de las legumino
sas es la de proporcionar suficiente Rhizobium para que sea -
efectiva la nodulacibn del huésped, E1 nimero de células que -

se necesitan para lograr este objetivo, depende de varios facto
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res tales como: Forma y edad de los inoculantes, cepas utiliza-
das, método de aplicacidn, tipo y tamaio de la semilla, clima,-
temperatura, humedad, tipo de suelo, preparacidn del terreno y-

posiblemente otros mds. (35) (15)

Existen diferentes métodos para la produccidn de inocu-

lantes para leguminosas.
3.1.5 Seleccion de cepas,

Aun cuando el Rhizobium se encuentra en forma natural -
en el suelo, existen cepas que son mds eficientes en el proceso
de reduccidon de nitrdgeno por lo que con el fin de optimizar el
efecto de esta asociacidn se emplean inoculantes con cepas se--
leccionadas con base en su eficiencia en la fijaci6n de nitrége
no, capacidad competitiva con otros rizobia y el comportamiento
de éstas bacterias en Jlos soportes durante las diferentes eta-
pas de la produccién y manejo de inoculante, asf como su compor

tamiento de adaptacién al suelo,

La seleccién de las cepas de rizobia se basa en las si-

guientes cualidades:
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~Formacién de n6dulos con capacidad de fijacidn y sumi--

nistro adecuado de Np.

Ampltio espectro, es decir que sean efectivas frente a -

diversas variedades y aun especies vegetales.

Competitividad con rizobia nativos,

Capacidad de nodular en un intervalo amplio de tempera-

tura.

Habilidad para crecer en medios de cultivo, en el sopor

te y en el suelo al ser inoculadas,

Habilidad para sobrevivir a cambios de estacion en el -

suelo. (4)

La habilidad del Rhizobium para nodular y fijar nitrége

no son dos funciones separadas y distintas, y aunque la nodula-

cidn es un prerrequisito para la fijacibn del nitrégeno, la for

macibn del nédulo no asegura ta efectividad, esto se debe a que

ta infectividad y la efectividad son propiedades de la simbio--

sis en s misma, y si se cambia uno de sus miembros, estas pro-

piedades pueden resultar alteradas, ya que una asociacibn efec-

tiva entre una cepa particular de Rhizobium y una variedad espe
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cffica de leguminosa representa un delicado balance entre la -

constitucidn genética de los dos tipos de organismos. (12)

La capacidad fijadora de nitrdgeno por Rhizobium en asg
ciacién con leguminosas es frecuentemente afectada por mal mane

Jo en su conseryacifn y propagacifn.
3.2 Colecciébn,
Para 1a conservacidn de cepas de Rhizobium, Vincent -
(1971) recomienda la liofilizacifn para asegurar una conserva--
ci6én gendticamente estable, y porque en esta forma el cultivo-
es facilmente almacenado, Otros métodos de conservacidn comun-
mente empleados son:

- Cultiyos en agar inclinado.

- Cultivos en medios con agar cubiertos con parafina o va

selina estéril,

- Cultivos desecados {método de las perlas de porcelana y

suelo desecada).

- Congelamiento.
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3.3 Medios de cultivo y propagacidn,

Existe una Titeratura muy extensa acerca de los reque--
rimientos nutricionales de Rhizobium y se sabe que este microor
ganismo utiliza monosacdridos, disacdridos y trisacdridos, alco
holes, dcidos y se sabe que lasa especies difieren en sus nece-
sidades y capacidad para utilizar las fuentes de carbono y que-
esta capacidad es influenciada por el medio basal, potencial -
de 6xido-reduccién, tamado del indculo, método de cultivo y po-
siblemente otros factores, Si bien estos microorganismos no -
son demasiado exigentes en cuanto a sus requerimientos nutricio
nales, los medios de produccidn deben satisfacer todas sus nece

sidades para lograr altos rendimientos celulares.

Entre las fuentes de carbono mds utilizadas se mencio--
nan sacarosa, manitol, glicerol, lactosa, etc., y para algunos

casos particulares se indica el uso de pentosas.

En cuanto a la fuente de nitr6geno, factores de desa--
rrollo y vitaminas, casi se usa exclusivamente extracto o auto-
1izado de Tevadura el que es una fuente excelente de aminodci--
dos, factores de crecimiento, vitaminas y trazas de elementos -
indispensables para el crecimiento celular. GEntre las sales -
minerales se adicionan a los medios fosfatos monopotdsico y di-

potdsico, cloruro de sodio, sulfato de magnesio, sulfato de hie
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rro, sulfato de manganeso y cloruro de calcio.

Algunos autores recomiendan fuentes suplementarias de -

nitrégeno tales como nitratos y sales de amonio,

En todo proceso fermentativo no es posible dar un medio
tipo ya que el exito del mismo depende de la interaccién-medio-
de cultivo, por lo que es necesario realizar una eleccidn cuida
dosa para cada microorganismo particular, teniendo en cuenta la
influencia de otras variables como: cantidad y calidad del -
inéculg, propiedades ffsico-quimicas del medio y condiciones -
operativas. En la tabla 3 se exponen algunos de los medios de-
cultivo empleados para la propagacién de Rhizobium con fines in

dustriales,

En este caso particular es de gran importancia conside~

rar .en la formulacifn del medio de cultivo los siguientes aspec

tos:

- Que los rizobia desarrollados retengan su capacidad fija

“dora de nitr6geno,

- Que los rizobia alcancen cuentas de células viables ele-
vadas, Esto es deseable en el caldo de propagacibn asf-
como en el vehfculo o soporte empleados para ingcular -

semillas o suelo.
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Tabla 3.- Medios de cultivo recomendados Para la propagacién de Rhizobium, (4)

Ingredientes Wright*  Bond Van Schreven Burton  Date
g/lt (1925) {1940) (1953) (1967) (1976)
Sacarosa ———— 10.0 15.0 10.0 ----
Manitol 10.0 - ——— 2.0 10.0
K3P0yq - ---- mee- 0.1 -
KoHPO4 0.5 9.5 0.5 - 0.5
KH2P 04 - ——— - 0.37 -
Mg504. 7150 0.2 0.2 0.2 0.18 0.8
NaCl 0.1 0.1 - 0.06 0.2
(NHgz)2HPO4 ———— “-—- e 0.10 ————
CasS04.2H50 - ——— .- 0.04 ————
Ca(N03)2.4H20 —e-- - ——-- -——- .-
CaCoj 3.0 1.0 2.0 0.25 -
Glutamato de calcio .- 1.5 - m—n- ———
FeCl3.6Hy0 ---- ——-- .- ———- 0.1
Agua de levadura(ml) 100.0 50,0 100.0 ————- 100.0
Autolizado de levadura - .- - 1.0 -
Agua (ml) 900.0 950.0 900.0 1000.0 900.0

81

(*) Comunmente denominado Fred y Waksman medio 79,
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Qtros factores.

Mecesidades de oxfgeno. Rhizobium es un microorganismo
aerobio obligado, existen autores que indican que estos microor
ganismos crecen en medios con tensiones de oxfgeno tan bajas -
como 0,01 atm.(4). Sin embargo es necesario tener en cuenta -
que las necesidades de oXxigeno pueden ser influenciados por la-
conposicién del medio de cultivo, la concentracidon celular y -
por la presencia de polisacdridos extracelulares los que modifi
can sensiblemente los valores de viscosidad. Burton menciona -
que una presién de 0,15 atmésferas es 6ptima para la respira- -
cifn o suministro de 1 litro de aire/min, por cada 20 1ityros de

medio.

E1 intervalo de temperatura 6ptimas es de 28 a 30°C, -

con excepcibn de R.meliloti que desarrolla a 35°C.

E1 tamafio del indculo es de 0.1, 1.0, 5.0 y 10.0 por- -
ciento, Con un buen medio, una aereacidén y temperatura adecua-
das y 1.0 porciento de fnéculo inicial se obtienen poblaciones-
de 4 o 5 X 109 despues de 96 horas y este tiempo puede ser redu

cido aumentando la cantidad de indculo,

Las variaciones de pH en el medio son mfnimas adn con -

las cepas productoras de dcido. Un cambio dr&stico en el pH -
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del medio normalmente indica contaminacibn y es necesario recor

dar que un buen inoculante debe estar libre de contaminantes.

3.4 Soportes,

Con los caldos obtenidos una vez completado el proceso-
fermentativo generalmente se impregnan materiales en estado de-

polvo fino denominados soportes, (1)

E1 uso de dichos soportes ha permitido resolver en for-
ma simple el problema de distribucidn y fundamentalmente aumen-
tar el tiempo de sobrevivencia de estos microorganismos {Date -

1970). (25)

Las cualidades que debe reunir un buen soporte son los-

siquientes: (4)

- No téxicos para las especies de Rhizobium,

Buena absorcidn.

- Facil pulyerizacion,

Facil esterilizacion.

- Buena adhesidén a las semitias,

Disponibilidad a bajo costo,
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Entre los soportes que se emplean para la fabricacidn -
de inoculantes se tienen: turba, diferentes tipos de suelos -
(suelos altamente orgdnicos o enriquecidos con harina de alfal-
fa, paja molida, levadura y sacarosa), carbén vegetal, algunas-
variedades de carbdn mineral como la antracita y la lignita su-
plementados con bentonita, vermiculita, harina de mafz, sacaro-

sa y extracto de levadura,

Otros materiales empleados son el aserrfn descompuesto,
vermiculita, perlita, composta de cadscara de arroz, roca fosfé-
rica molida, compostas de cdscaras de café, de mazorcas de maiz
y de bagazo de cafia de azdicar., Huchos de estos soportes requie
ren el enriquecimiento con harina de alfalfa, harina de mafz, -

bentonita, sacarosa y extracto de leyadura, (16) (27)

Aun cuando muchos de estos materiales han demostrado so -
portar satisfactoriamente el crecimiento de rizobia, actualmen-

te el m&s empleado es la turba. (36)

La turba es el soporte universal usado en los inoculan-
tes comerciales para leguminosas en los dltimos 50 afies. Este-
material no se encuentra en cualquier parte del mundo, y donde-
lo hay, es de un valor que puede variar, en su uso, como base -

para inoculantes,
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La turba se forma en climas humedos y resulta de la acu
mulacién y descomposicidén parcial de dep6sitos vegetales que se
han conservado bajo condiciones de escasa aereacidn en los re--

mansos de los lagos, estanques y pantanos.

E1 acumulamiento de plantas del género Sphagnum, es pro
bablemente su forma mds comidn y estd compuesta por wds de 300 -
especies de plantas del orden de 1os Sphagnales, comprendiendo-
Ta familia Sphagnaceae. Este tipo de plantas se forma en diver
sos tipos de pantanos localizados en dreas del Norte de Europa,
Asia y América, también existen depdsitos en las regiones -

Antdrtidas,

Su composicidon quimica revela que contiene alrededor -
del 0.1 porciento de potasio, 1.0 porciento de nitrégeno y pH -
altamente dcido entre 3 y 5.5, Estos valores son variables y -
las diferencias se atribuyen al distinto orfgen botinico, la -
edad de 1a turba, a la capacidad de retencidn de aqua y a la mi

croflora presente, (27)

La eleccidn de la turba para ser utilizada como soporte
en 1a produccidn comercial de inoculantes, es de enorme impor--
tancia ya que 1a calidad de los mismos depende estrechamente de

las caracterfsticas de la turba utilizada. (32)
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Algunas de las propiedades mds importantes a tener en -
cuenta son: contenido en materia orgdnica, capacidad de reten-
cién de aqua, pH, facilidad-para promover el crecimiento y so-

portar una adecuada sobrevivencia de las razas utilizadas.

Las caracteristicas ffsicas y qufmicas de la turba, pue
den ser una indicacién de su adaptabilidad a la produccibn de -
inoculantes, pero la seleccidn ditima deberd basarse en los es-
tudios de crecimiento y sobrevivencia de las razas utilizadas -

como fue demostrado por Roughley y Vincent (1967)., (31)

Actualmente 1a turba que se utiliza en México para la -
elaboracign de inoculantes es importada de Estados Unidos, lle-
gando en 1979 a 403 267 kilogramos, que fueron utilizados en la
elaboracién en diferentes productos (38), Como consecuencia -
de 1a dificultad que se presenta para importar la turba se pro-
cedi6é a buscar turberas en el pais, que al mismo tiempo que se-
pudieran utilizar con este fin, fueran capaces de proveer gran-

des cantidades de este material.

Tomando en consideracién los estudios de suelos efectua
dos en diferentes zonas del pais por A. Flores Diaz. se realizé

un muestreo de las zonas indicadas como Histosoles {39)
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Varias muestras de material se desecharon debido a su -
elevada concentracidn de sales, continuandose el estudio solo -
con el proveniente de un yacimiento que muestra un potencial de

4 400 000 toneladas de turba. (39)

En Ta elaboracidon y desarrollo de este trabajo, el so--
porte, en este caso la turba, cubre una parte importante en ta-
fabricacion del inoculante ya que la. calidad del primero deter-
mina la sobrevivencia de las bacterias durante el almacenamien-

to.

En 1a produccidn de inoculantes se emplea turba importa
da, la que presenta caracteristicas fisicas y quimicas adecua--
das para la preservacion de los microorganismos de interes. -
Sin embargo es importante mencionar que existen turberas nacio-
nales y que el empleo de éstas producird erogaciones de importa
ciones, pero para ser empleada como vehiculo de inoculantes es-
necesario evaluar el comportamiento de la misma frente al com--

portamiento de numerosas cepas de Rhizobium.

Considerando que las necesidades primordiales de las -
bacterias son: la humedad, los nutrientes y el pH, la turba em-

pleada debe poseer las siguientes caracteristicas:

- Elevada retencidn de agua.
- Alto contenido de materia orgdnica

-y pH neutro.
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3.5 O0tros soportes,

En la bdsqueda de otras alternativas que permitan susti
tuir a la turba como soporte en lg produccidn de inoculantes se
ha investigado la adaptacidén y sobrevivencia de Rhizobium en di
versos portadores como carbén, bentonita, harina de alfalfa y -
sucrosa (Strijdom & Deschodt, 1975) (10), demostrando ser satis
factorios durante un perfodo de 6 meses, filtrados apelmazados-
que se obtienen al procesar la cafia de azdcar que mantienen po
blaciones de rizobia superiores a 1 x 109 por gramo de inoculan
te durante 5 meses (24) (25), abonos procedentes del recicla- -
miento de desechos orgdnicos (SIRDO) que mantienen poblaciones-
elevadas de c€lulas viables (108) durante 3 meses (20), cascari
11as de algodbn, arroz y ajonjolf en comparacion con carbdn mi-
neral y turba resultaron satisfactorios durante 3 meses y medio
donde mantuvieron poblaciones de rizobia arriba de 106 (22), pa
ja de trigo (34), lirio acuatico y compostas de lirio acuatico-
{28), tambien se han estudiado con estos fines y demostrando -
ser soportes buenos y recomendables durante un perfodo de 3 me-
ses. Asi como éstos, hay otros soportes estudiados con resulta
dos satisfactorios la mayorfa de 1las veces (27). Son alterna-
tivas que pueden sustituir a la turba debido a que poseen Jas -
caracteristicas adecuadas para mantener poblaciones elevadas -
de células viables y conservar ademds la capacidad de infeccidn

y fijacioén de nitrb6geno de los microorganismos.
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Numerosos intentos han sido realizados con la finalidad
de sustituir a la turba, pero se ha demostrado que es el mejor-
soporte y el mis ampliamente usado en la produccién de inoculan

tes. (10)

3.6 Manufactura de ijnoculantes.

La produccibén de inoculantes puede ser dividida en cin-

co partes:

- Una de ellas es la recolecci6n y preparacién de los so-
portes, Disponer de un buen soporte que permita su im--
pregnacidon a altos valores de himedad para asegurar una
alta concentraci6n inicial de microorganismos y del -
equipo adecuado para las operaciones de molienda, mez--
clado, tamizado, etc.. La naturaleza del soporte y su -
tratamiento previo afectan la calidad del inoculante -
(31). E) soporte antes de ser impregnado con el caldo-
de fermentacidén debe ser secado y molido {malla tamiz-
150-200), el secado, ademds, de favorecer la operacién-
posterior de molienda, permite la incorporacidn de ma--
yor cantidad de caldo de cultivo y reduce la microflora
nativa del mismo (1). La operacién de secado debe efec
tuarse fijando cuidadosamente las variables temperatura

y tiempo, ya que los soportes con muy baja tensién de -
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humedad pueden provocar mortandad de gran ndmero de bac
terias durante 1a impregnacién con los caldos debido al
calor liberado durante 1a inoculacién, Ademds, si la -
temperatura de secado es demasiado elevada pueden for--
marse compuestos inhibitorios que impiden o retardan la
posterior multiplicacién de las bacterias. Por lo tan
to, se recomienda efectuar el secado a temperatura no -
mayor de 100°C y reducir la himedad hasta aproximadamen
te un 9 porciento, El1 soporte una vez impregnado con -
ios caldos 1lega a un valor de hdmedad que puede estar
comprendido entre el 50 y 60 porciento, dependiendo del
tipo de soporte y tipo de esterilizacién del mismo. Los
inoculantes con un 30 porciento de humedad son muy se--
cos y no son adecuados como fue demostado por trabajos-

realizados en Australia. (19)

Los soportes antes de ser impregnades pueden ser este-
rilizados con yapor o con radiaciones gamma, de los dos
métodos el mas aconsejable y econfmico cuando es posi--
ble hacerlo es el que utiliza radiaciones, ‘Una dosis -
de 5 X 100 pads, es suficiente para obtener una buena -
esterilizacion. Es importante esterilizar el soporte -
antes de ser empleado en la produccién de inoculantes -
para elevar la calidad de éstos, sobre todo porque los-

rizobia sobreviven mds y mejor cuando el soporte esta -
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libre de contaminantes. (11}

Aunque se pueden producir inoculantes de elevada cali--
dad empleando soportes no esteriles (Burten, 1967) cuan
do se utilizan rizobia de crecimiento rdpido, porque -
presentan buenos desarrollos y sobreviven adecuadamente

(Roughley & Vincent, 1967; Vincent, 1968) es evidente -

que cuando Tos soportes son esterilizados muestran un

comportamiento superior, sobre todo para las cepas de

Rhizobium de crecimiento lento. (11)

E1 calor es el mds comunmente usado para esterilizar -
Ta turba (e.g. Newbould, 1951; Van Schreven, 1958, 1963
1970), aunque es menos favorable para rizobia, que la -
turba esterilizada con radiaciones gamma a una dosis de

5 X 106 rads. (Roughley & Vincent, 1967). (11)

La segunda es el crecimiento del indculo en un medio de
cultivo 1iquido, La obtencidn de caldos con Rhizobium-
de alta concentracion cé]ular, superior a 1 X 109 -
cel/ml, Para efectuar esta etapa se debe contar con ce-
pas previamente seleccionadas para la leguminosa a ser-
inoculada, que presenten un alto poder de invasividad-

y capacidad de fijaci6n de nitrégeno. (35)



29

Se debe tener un medio de cultivo correctamente balan--
ceado para la «cepa a desarrollar y un equipo de fer-
mentacidn con todos sus accesorios y controles que ase-
guren la obtencién de suspensiones de Rhizobium de alta

concentracién en cortos periodos de proceso,

La tercera comprende la mezcla del cultivo 1fquido con-
el soporte, luego de impregnado el soporte se procede a
desintegrar los grumos que se forman durante el trata--
miento con Tos caldos y se deja madurar de 2 a 3 dfas a
temperatura ambiente. Esta etapa tiene por objeto per-
mitir el escape de gases producidos durante Ja fermenta
cibn que tiene lugar en el soporte debido a la presen--
cia de Rhizobium y ademds favorecer el incremento de cé€

julas rizobiales,.

En 1a cuarta fase debe considerarse que el material de
empaque permita el intercambio de oxfgeno, pero impida-
el paso del agua, la lTiteratura en este aspecto es con
fusa probablemente porque los rizobia tienen una peque-
fia, pero definitiva demanda de intercambio gaseoso a -

través del material de empaque, (30)

E1 polietileno es casi exclusivamente usado para este -

fin ya que permite el intercambio gaseoso con el ambien
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te ¢ impide la evaporacibn de agua. Es aconsejable uti

tizar un recipiente de un espesor de 20-254{.

- Quinta parte referente al control de los inoculantes, -
Disponer de técnicas e instalaciones para efectuar los-
controles durante el proceso y asegurar la calidad del-

producto antes de ser destinado a la venta. (1} (2)

A nivel industrial en el proceso de fermentacién existe
una etapa de desarrollo del infculo inicial, que se hace en ma-
quinas rotatorias y otra etapa inicial que es la preparacién -
del medio de cultive para el medio infculo y el medio de fermen
tacion, La secuencia de etapas en el proceso son las siguien--

tes:
A, Desarrollo de un indculo en una miquina agitadora.
8. Esterilizacidén del tanque de inoculacién,

C. Preparacitn del medio de cultiveo para el tanque de ino-

culacidn,

b. Transferencia de los cultives obtenidos en mdquinas ro

tatorias al tanque de inoculacién.

E. Fermentacidn en el tanque de inoculacidn.
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F. Esterilizaci6n del tanque industrial,

G. Preparacidén del medio de cultivo en el tanque de fermen

tacion,

H. Siembra de] tanque industrial con el desarrollo del tan
que inéculo a una proporcidn del 5 porciento de su volu

men,

Al final del proceso la suspensidon obtenida en el tan--

que industrial serd destinada a la impregnacidn del soporte, (1)

3.7 Control de calidad,

E1 control de calidad de los iroculantes de Rhizobium -
es efectuada solamente en muy pocos centros de investigacién,-

variando los estdndares y mGtodos de prueba. (4)

Por ejemplo en Australia, la organizacidn central -
(AIRCS, Australiant, Inoculant Research and Control Service) a-
través del personal del departamento de agricultura que es -
quien se encarga de asegurar la calidad de los inoculantes me--

diante 1o siquiente:
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Examen y selecci6n de 1a$ cepas de . Rhizobium,

La buena calidad de 10; cﬁltivos soﬁ el producto de un-
programa integrado de'se]eccidn de cepas, propagacién -
de un niumero elevado de rizobia, libres de contamina- -
cién y la vigilancia en la distribucién del inoculante
con la finalidad de evitar elevados cambios de tempera-
tura en su almacenaje, Solamente se emplean cepas reco

mendadas por la AIRCS. {(29)

Mantenimiento y salida de los cultivos tipo de las ce--

pas seleccionadas.

. Control de calidad del cultive antes de que sea mezcla-

do con la turba, y

Calidad del inoculante almacenado, asi como de Jos ing
culantes distribuidos mediante la cuantificacidn del -
nimero de rizobia yiables por gramo de producto, consi-
derando como satisfactorio un mfnimo de 108 rizobia via
bles por gramo, anteriormente se habia establecido como

esténdar 106 rizobia por gramo. (4)

Las pruebas que se realizan son:
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A. Al cultivo,

1, Pruebas cualitativas.

(a) pH. Abajo de 6 y arriba de 8, generalmente indica -

contaminacibn,

(b) Aglutinacitn con antisueros especificos.

(c) Ausencia de desarrollo sobre Glucosa Peptona Agar.
Un apreciable desarrollo indica contaminacidn, el -
cual estd frecuentemente asociado a un cambio de -
pH.

(d) Frotis y tincién de Gram.

(e) Cultivo sobre Levadura Manitol Agar.

2. Pruebas cuantativas.

{a) Cuenta total de células (en cgmara de Petroff Hau--
sser),

(b) Cuenta de células yiables en placa,

(c) Aceptaci6n o rechazo del cultivo.
Se aceptan cultivos con un mfnimo de 500 X 106 rizoe
bia viables por mililitro y que esten libres de con

taminantes.
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B, Al inocu]anté,

Se le ‘determina el ndnero de células viables por cuenta
en placa-e infeccién-en planta éegﬁﬁ'método descrito -

por Date y Vincent, (1962). (8)

En contraste con Australia, donde hay un centro respon-
sable de la calidad de 1os inoculantes, en Estados Unidos, los
productores de inoculantes son los propios responsables de se--
leccionar las cepas de rizobia y de montar o establecer sus pro
pios estdndares de manufactura., HNo hay una reglamentacidn exac
ta para la calidad de los inoculantes. Cada estado tiene sus -
propias normas de control de calidad, siendo necesario especifi
car la viabilidad de los rizobia en los inoculantes almacena--

dos,
En Australia los 1inoculantes tienen 6 meses como limi-

te para su caducidad despues de sy preparacién, en comparacidn-

con los 12 meses que se establecen en los Estados Unidos. (8)

3.8 Tipos de inoculantes.

Las principales formas en que se presentan comercialmen

te los inoculantes son: (6)
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- Cultivos sobre Agar:

Es un cultivo desarroliado socbre una superficie de agar,

dentro de un envase de vidrio, esta técnica se usa para

la produccién en pequefia escala.

Ventajas:

- La
- B

manufactura del producto es muy sencilla,

crecimiento es visible y muchos contaminantes se -

pueden detectar por inspeccidén visual,

Desventajas:

- La

en

- El

ta,

~ El

- La

cantidad de rizobia por unidad de volumen es bhaja-

comparacidn con otros tipos de inoculantes.

inoculante tiene una vida media relativamente cor

envase puede romperse facilmente,

sobrevivencia del inoculante sobre las semillas es

inferior con respecto al que usa turba como soporte,

- Presenta dificultades en su aplicacidn, debido a la -

formaci6n de cantidades considerables de gomas.

- Cultivos en caldo:
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E1 crecimiento de Rhizobium en un medio 1fquido es una-
prdctica normal de laboratorio; para ser usado en la -
produccidén comercial de inoculantes solamente se requie

re un cambio de escala,
Ventajas:

- E1 producto es de fdacil aplicaci6én a las semillas. -
Para los propdsitos especiales, las células pueden -
ser concentradas por centrifugacidn, minimizando los-

costos de transporte,

No es necesario humedecer las semillas para aplicar -
el producto, con lo cual se ahorran hasta 5 6 6 kilo-
gramos de semilla por hectdrea, que de otro modo se-

pierde por pudricién,

E1 caldo lubrica a la sembradora impidiendo ademds -
gque se tape, como ocurre cuando se usan los inoculan-

tes a base de polvos.
Desventajas:
- Como indculo para las semillas, la sobrevivencia de -

las bacterias es semejante a la de la preparacién so

bre agar, e inferior a aquellos que usan turba como -
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soporte,

- Es necesario un envase desechable y econfmico.

- La sobrevivencia durante el transporte y el almacena-~

je puede requerir refrigeracidn,

- Tiempo de almacenaje es corto,

- Cultivos liofilizados:

El proceso de liofilizaci6n es ampliamente usado en la-
preparaci6n de productos medicinales, alimenticios y -~
bacterianoss se ha aplicado con buenos resultados a la-
preparacidn de cultives de Rhizobium en los Estados -

Unidos y Australia.

Ventajas:

- Pequefios voliamenes con altas concentraciones de ¢élu-

las.

- Una prolongada vida media, especialmente en temperatu

ras elevadas.

- Nula oportunidad para el crecimiento de contaminantes,
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Desventajas;:
- Se requiere de equipo de precio elevado.

- Pobre sobrevivenvia sobre la semilla,
Inoculantes con polvos como soporte:

La mayorfa de los inoculantes para leguminosas utilizan
polvos orgdnicos como material de soporte. Aunque se -
han probado muchos soportes alternos, la turba, es el -
producto mds adecuado para la formulacién de inoculan--

tes utilizados actualmente,

Ventajas:

- Mayor sobrevivencia de los rizobia sobre la semilla,

- Vida media del producto comparativamente larga.

Desyentajas:

- Probtema de dispersién o distribucién sobre ta semi--

Ha.
- En ocasiones tapan las sembradoras.

- Pérdida de semilla por pudricién. (6)
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Aunque en los Gltimos afios han ocurrido avances de im--
portancia en la aplicacidén (sistemas de entrega) de inoculantes

de leqguminosas, se pueden diferenciar dos sistemas bdsicos.

1. Sistema indirecto de aplicacidén (al suelo).

2. Sistema directo de aplicacidén {a la semilla).

E1 sistema indirecto incluye dos tipos: granular y 1{-~
quido. La Compaiifa Nitragin desarrollo el sistema granular a -
principios de la década del setenta como modo de dosificar can
tidades masivas de bacterias por medio de equipos aplicadores -
de insecticidas en la siembra, sobre soya, cacahuate y chicharo.
Los sistemas 1fquidos han existido por muchos afios, pero presen

tan ciertos problemas como métodos aceptables de inocultacion,

Los sistemas de aplicacion a 1a semilla incluye dos ti-

pos: a) Previo a la siembra, b) Pre inoculacién,

El primer sistema citado no es mds que el procedimiento
convencionalmente conocido de mezclar la semilla y el inoculan-

te.

La preinoculacidén de semillas consiste en inocular las-
semillas antes de venderlas al agricultor, Este sistema se usa
frecuenterente con Jequminosas de semillas pequefias como la al-

falfa, (21)
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4. ANTECEDEWTES Y SITUACION ACTUAL EN WEXICO DE LA PRODUCCION DE
| INOCULANTES '

La industria de los inoculantes para legumingsas tuvo -
su origen a principios del afio de 1900, y fue hasta despues del
afio 1925 que se presté mayor atencién a la importancia de estos

productos en el desarrollo de la agricultura.

Actualmente el desarrollo de la industria de produccién
de inoculantes ha adquirido una gran importancia como consecuen
cia del aumento de las dreas sembradas con leguminosas, ya sea-

como forraje o como alimento para humanos,

Los inoculantes son producidos en Estados Unidos, Aus--
tralia, India, la mayorfa de los pafses Europeos y en America -
Latina en Argentina, Uruquay, Brasil y WMéxico, paises en los -
gque se producen mediante diferentes métodos y se distribuyen -

con diferentes presentaciones, (1)

En México, los primeros estudios de que se tienen re--
ferencia sobre la relacidén Rhizobtum-leguminosas fueron efectua
dos en los afios cuarenta por Casas Campillo y Sanchez Marroquin,
entre otros. En 1950 el miswmo Casas Campillo inicié la produc-
cidn de inoculantes en la Comisién Hacional del Hafz, donde se-

buscaba introducir el cultivo de la soya cn México; estos estu-
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dios duraron tres afios y luego fueron suspendidos, (38)

En 1953 se fundd AGROLAB, S.A, que produjo durante cin-
co aios inoculantes para soya, chicharo, haba, frijol, alfalfa,
lenteja y veza con cepas nativas de rizobia y turba nacional, -

el producto fue registrado con el nombre comercial de "Rhizobin",

En 1955 Tos laboratorios FLORA-MICROBIANA, S.A. comenza
ron a producir otro inoculante llamado Nitrobacter, producto -

que desaparecid en 1960,

En esta época se empezo a importar inoculantes de la -
empresa NITRAGIN, S.A. la que se establecid en México en 1963 -

en Guadatajara, Jal,

En 1967 Anderson Clayton empezd a producir el inoculan-
te PAGADOR, para soya, frijol, alfalfa y trébol, empleando tur-
ba importada de Estados Unidos y cepas nativas e introducidas -

(38). Este producto desapareci6 en 1976,

En 1981 la SRA a través de la Comisidn Técnica para el-
programa de empleo rural en Matehuala, S.L.P, inicié Ta produc-
ci6n de inoculantes con cepas nativas para las siguientes legu

minosas: Acacfa, Leucaena y Prosopis, estos productos eran dis-

tribuidos en forma gratuita. (33)
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En Tezoyuca, Mor;:FIRA‘eh”1977 inici6 también la produc

ci6n de inoculantes para,Sbya, Siratro, Leucaena.y Centrosema. -
Estos productos‘tambiéﬁffuefdn distribuidos en forma gratuita.-

(23)

Los actuaTes productores de inoculantes en México son-

los siguientes:
A.- NITRAGIN, S.A. de C.V, que inicid sus actividades en -
1963 en Guadalajara, Jal. el esquema de produccidn que

emplean es el siguiente: (14)

Cepas, Son seleccionadas a trayés de experimentos a ni-

vel de invernadero y campo.

Soporte, Emplean turba importada de Estados Unidos, la-

cual es esterilizada. Tamafio de partfcula de 200 mallas,

Propagacién, Utilizan fermentadowes con capacidad de -
3,500 litros.

Mezc]i: Se efectua en forma automdtica.

Envase. E1 proceso es manual y emplean bolsas de polie-

tileno.
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Control de Calidad. Las pruebas que efectuan en el cal

do del cultivo son el nimero de células por mililitro,-
deteccibn microscépica de contaminantes y determina- -
cidn del pH, Y en el producto terminado el NWUP, el -
cual no debe ser menor de 100 X 100 cels/gq, y contenido

de humedad,

INDIAPAC SHAMROCK DE MEXICO, S.A. de C.V.

Esta empresa produce el Dianitro-Fix a partir de 1975,-
el que es producido en Guadalajara, Jal. produce para -
frijol, soya, alfalfa y garbanzo en la presentacidn de
bolsas de pldstico de 25 kg. con un costo de $ 660.00/.

Kg. {3)

QUIMICA LUCAVA, S.A. de C.V, inicid su produccidn en -
1971, elaborando inoculantes para alfalfa, soya, caca--

huate, chfcharo, haba y garbanzo.

Esquema de produccidn:

1971-1977 1983-1985

Cepas Originarias de Bél
gica a partir de -
1973 emplean cepas
indigenas.,



1971-1977

Soporte : Mezcla de harina
‘ C de alfalfa, paja

de cebada, carbo

nato de calcio y

una arcilla pesa

da.
Esterilizacién Autoclave.
Propagacién En frascos de vi

drio con agita--
cibn manual,

Mezcla Manual,
Empaque Manual en bote~-

1las de plédstico,
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1983-1985

Turba
importada de
Estados Unidos.

Autoclave,

Fermentadores de
1,800 litros de
capacidad.

Mecdnica.

Semiautomdtico
en bolsas de po
lietileno de 1-

kg,

La distribucidén la efectuan a través de compaifas dis--

tribuidoras de productos agroquimicos.

Los inoculantes que produjeron en anos
pecfficos para soya y los voldmenes de
rresponden a 5.5 toneladas en 1983, 55

1984 y tienen programada para 1985 una

recientes son es
produccién co- -
toneladas en -

produccion de -

100 a 120 toneladas y para 1986, 200 toneladas.
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Su produccidn es distribuida en Sonora y Sinalosa en

proporcienes de 60 y 40 porciento respectivamente. (5)

E1 costo por kilogramo fue en 1984 de $ 480.00.

FERTILIZANTES MEXICANGS, S.A,

En 1975 esta empresa estableci6 el programa de inoculan
tes para leguminosas con el objeto de sustituir parcial

mente la utilizacidn de fertilizantes quimicos.

E1 trabajo se ha enfocado en su mayor parte al frijol,-
usando turbas nacionales, en 1979 se comenz6 a trabajar
con R, japonicum, ampliando continuamente la produccidn

de inoculantes,

Actualmente Fertimex estd planeando la construccidn de-
una p]antq productora de inoculantes con capacidad ini-
cial de 5,000 toneladas por afio y se calcula esté ope--
rando para 1986, en donde el 80 porciento de la produc-

cién serd para frijol, (38)
El esquema de producci6n que emplean es el siguiente:

Cepas. Cepas de coleccidn las que han sido aisladas lo-
calmente y otras proceden de colecciones internaciona-

les. Estas han sido sometidas a un proceso de selec- -
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cién, trabajos que se iniciaron en 1976 y de evaancjén
a nivel de campo en los estados de Sonora, Sinaloa, Ta-
maulipas, Chihuahua, Durango, Zacatecas, Pueb]a, Hidal-

go, Chiapas, Oaxaca, México y San Luis Potosft,

Soporte. Emplean turba nacional esterilizada con un ta-

mafic de partfcula de 200 mallas,

Propagacién, No utitizan fermentadores, solc. recipien--

tes para producir en pequefa escala,

Mezcla, Es automdtica.

Envase. E! proceso es manual,

Presentacidn, Bolsas de polietileno de 500 gramos.

Control de Calidad. Lo efectuan en el producto termina-

do y despues de su empleo al lugar donde fue destinado
el inoculante, Determinando para los dos casos el NMP-

de Rhizobium y contenido de humedad. (37)

En 1984 se produjo el inoculante necesario para 1,683 -
hectdreas de cultivo distribuyéndose de la siquiente -

manera.



ESTADOS

Chihuahua
Durango
Edo. de México
Jalisco

L. Laguna
Michoacén
Nayarit
Puebla
Sinaloa
Sonora
TamauTipas
Veracruz

lacatecas
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LEGUMINOSAS

frijol

frijol

chicharo y trébol
frijol

frijol y alfalfa
soya

frijol

soya y garbanzo
soya

frijol y soya
frijol y soya
frijol

frijol

Otros productos de inoculantes. Diferentes institucio--

nes de ensefanza e investigacidn tales como e] Colegio-

de Postgraduados de Chapingo, el Colegio Superior de -

Agricultura Tropical en Cdrdenas, Tab. (de reciente de-

saparicién), la Universidad Nacional Autdénoma de México,

el Centro Regional de Ciencias Biol6gicas y el Centro -

de Investigaciones y Estudios Avanzados, etc. elaboran-

los inoculantes que emplean en sus trabajos de inverna

dero y campo. (38)
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Con relacién al controf de inoculﬁnﬁes)fekispén‘nofmas-
bdsicas que rigen igualmente en todos Tos paiéeﬁ'ﬁomo sonﬁ’1a -
habilidad para competir de la bacteria que seﬁencuentra en el -
inoculante, una poblacidn que garantice la sobrevivencia de la-
bacteria en el tiempo de adaptacidon al suelo, que el soporte -
esté libre de microorganismos antagbnicos a Rhizobium y que el-

inoculante sea de fdcil manejo.

Cada pafs tiene sus propias normas de control de cali--

dad, en la tabla 1 se exponen algunas de interés,

En México no hay normas legales para este tipo de pro--
ductos. La expedicién de licencia por parte de las autoridades
solo exige que cumplan las especificaciones que dan los mismos-

fabricantes. La }icencia se renueva cada dos ahos. {9)

En la tabla 2 se exponen algunas caracterfsticas de los

inoculantes producidos en México,
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Tabla 1. Normas para el Control deTCalidad én diferentes -

Paises.

Pafs

Australia

Canadd

Checoslovaquia

Hueva Zelanda

Rusia

Estados Unidos

Standar

Se exige mds de 1 X 108 rizobia
viables, a excepcibn de Rhizobium
que forma nédulos en Lotononis
que es 3 X 107 (Date & Roughiey
1977).

Un minimo de 105 rizobia viables
por gramo de inoculante es acep-
table, pero el ind6culo viable -
que se necesita por semilla es -
103,

3 X 108 rizobia viables por gra-
mo de inoculante.

1% 108 rizobia viables por gra-
mo de inoculante.

5 a 10 X 107 rizobia viables por
gramo de inoculante.

En los Estados Unidos no hay una
reglamentacidn exacla para la calidad-
de los inoculantes, cada estado-
establece sus propias normas.



Tabla 2. Instituciones que elaboran inoculantes en México y algunas caracteristicas

de los

Institucidn

Fertimex

Lab, de Microb,
programa de
empleo rural,

Colegio de
Postgraduados

Quimica
Lucava, S.A.

Nitragin

FIRA

Fac, de Quf-
mica, UNAM y
el Instituto
de Geologfa,
UNAM .

inoculantes,

Localidad

México, D.F.

Matehuala,
S.L.P,

Chapingo,
México.

Edo. de México,

Guadalajara,
Jalisco

Tezoyuca,
Morelos,

México, D.F,

+ A base de turba.
" Cuantificacién de Rhizobium/g de turba,

Soporte

esteril

(26)
Tamaifio
de +
particula
200 St
mallas
200 ST
mallas
200 ST
mallas
200 S5
mallas
100 y 200 sf
mallas
100 ST
mallas
200 ST
mallas

Poblacidén de
rizobia enel
inoculante,

108 a 109

108

109
5 X 108
108

»

108

10°

Uni-

cepa

Multi- Garantia

cepa

+

+/-

meses

meses

meses

meses

meses

meses

meses

Control
de
calidad

068
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5.- MATERIAL Y NETODOS

A.- Se empleo turba donada por FERTILIZANTES MEXICANOS,
S.A. de un tamadio de partfcula de 200 mallas, a la que se le -

determinaron las siguientes Caracterfsticas:

- Porciento de humedad Y capacidad de retencign de agua-

segin el método de Ta AQAC (1970),

- pH. Para lo que se empleS la relacién turba-agua 1:2.5-

y un potenciometro Beckman pH Meter Mod. H2. (27)

- Materia orgénica.
Se utilizé el método de Walkley & Black., Este nétodo se
basa en la oxidacign de la materia orgdnica utilizando-
el calor liberado Por una solucién de &cido sulfdrico. -
La muestra se trata con un exceso de agente oxidante -
(dcido crémico), el excedente se determina por titula-
cién con una solucién valorada de sulfato ferroso (Vack

son, 1960),

- Nitrdgeno total.
La determinacién se hizo par el método de Kjeldahl, -
Este método se basa en la oxidacién de 1a materia org§-

nica con 4cido sulfirico, el cual se reduce a di6xido -
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de azufre, seguida de una reduccidn del nitrdgeno a ién
amonio, provocada por el mismo didxido de azufre, despues
de alcalinizar la muestra digerida, el amoniacc se des-
tila para determinarlo cuantitativamente por titulacitn

con una solucién de dcido bérico al 4 porciento. (17)

A la turba se Te ajusté el pH a 6.8 mediante 1a adicion

de CaCO3 en proporcién de 5 peorciento,

Esterilizacidén,- Se emplearon dos métodos de esteriliza

cién que corresponden a:

- Tratamiento con vapor himedo y presifn para lo que se

colocd en autoclave a 120°C y 15 libras de presidn du-

rante una hora.

- Radiaciones gamma, efectuada en el Centro de Estudios

Mucleareas de la UNAM,

13

La fuente de irradiacifn fue un equipo Gammabean, con

radiacién gamma de cobalto 60, aplicando una dosis de 6 mega-

rads,

Al soporte esterilizado por los procedimientos anterio-

res se le someti6 a determinaciones de control de esterilidad,-
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para 1o que se inoculd la turba esterilizada en placas de petri
que contenian Papa-Dextrosa-Agar y Extracto de Levadura Manitol

-Agar,

B.- Cepas.

Se emplearon 2 cepas de R, japonicum que corresponden a
las claves FQ9 y FQl7 del Laboratorio de Microbiologia Experi--

mental de la Facultad de Qufmica UNAM,

A estas se le determindé pureza y se procedid a su propa
gacién en el medio de Extracto de Levadura Manitol, incubandose
@ 28°C y a 200 rpm. Para determinar la curva de <crecimiento,
la que se evalud por el método turbidimétrico de Ta escala de -
M¢ Farland (18). Realizandose la lectura en un Fotdmetro -

Klett-Summerson Mod, 800-3.

Para efectos de inoculacién en turba se establecié como
pericdo de incubacién 6 dfas a los cuales los microorganismos -
prohbados alcanzaron l1a etapa de transicifn entre las fases lo-
garftmica y estacionaria que es la recomendada en la produccidn

de inoculantes.

C.- Preparacién del inoculante,

ET soporte fue dividido en 3 lotes con 48 bolsas cada -

una, cada bolsa con 10 g, de turba,.



fueron

Lote 1,

Lote 2.

Lote 3.

Lote 1a-Sihfesﬁeri1izaciOnl
Lote‘2.5E5§éf1iiz§db por autoclave el que se envasé en-
'lcbndiciohes asépticas,

Lote 3, Esterilizado por exposicidn de las bolsas con -

la turba a radiaciones gamma.

Coda lote se subdividié en 3 paquetes de 16 bolsas que

utilizadas de la siguiente manera:

.1 Control
.2 Inoculadas con la cepa FQ9

.3 Inoculadas con la cepa FQ17

.1 Control
.2 Inoculadas con la cepa FQ9

.3 Inoculadas con la cepa FQ17

.1 Control
.2 Inoculadas con la cepa FQ9

.3 Inoculadas con la cepa FQl7
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La inoculacidn se efectud adicionando 7.5 ml. del cul-
tivo correspondiente con una jeringa esteril, ajustando la hume

dad a 60 porciento.

En el caso de Tos controles se agrego el mismo volumen
de medio de cultivo esteril empleado en la propagacidn de las -

cepas,
Cuantificacién de Rhizobium.

Los in6culos contenfan una poblacidn de rizobia de -
28.74 X 1019 microorganismos por mililitro para la cepa FQ9 y -

12.84 x 101°

microorganismos por mililitro para la cepa FQl7.
E1 nimero de células viables en el cultivo se cuantifi-

c6 por el método de Miles y Misra. (41)

Las bolsas inoculadas se mantuvieron a temperatura am--
biente durante 7 dfas para favorecer la maduracifn del inoculan

te,

Posteriormente se procedié a conservarlos en tempratu--
ras que fluctuaron entre 20 y 30°C tratando de reproducir las -

temperaturas de almacenamiento y distribucién al campo.
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La cuantificacién de células viables se efectué a dife
rentes perfodos con la finalidad de efectuar el seguimiento del
perfodo de maduracién y Ta sobrevivencia de Rhizobium y conse--

cuentemente de la calidad del inoculante preparado,

Los tiempos a los que se efectud esta determinacidn co-

rresponden a 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 y 150 dfas.

Con objeto de comprobar las caracterfisticas de infecti-
vidad y efectividad en la fijacifn de nitr6geno de los inocu--
lantes preparados, estos fueron probados en el hospedero adecua
do para lo que se emplearon semillas desinfectadas de soya va-
riedad JUPITER, las que se colocaron en Jarras de Leonard modi-

ficadas con vermiculita a pH 7.0 y 1a sclucién de Jensen,

Las plantas se mantuvieron en invernadero a tempera--
tura de 25°C y una humedad relativa de 70 porciento durante un-
perfodo de 45 dias despues de los cudles se evaluo el peso se

co de la parte aerea y el ndmero y peso seco de l1os nédulos, (41)

Esta determinaci6n se realizd en los inoculantes alma--

cenados durante 7, 30 y 75 dfas.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas fisicoquimicas de la turba

Los resultados de los andlisis practicados a la turba -
nacional se muestran en la tabla 4, como comparacidn se inclu--
yen en la tabla 5 datos sobre la turba nacional proporcionados-
por FERTIMEX, S.A. y en la tabla 6 datos sobre las turbas de -
Winconsin, Badenock y NP, utilizadas en la elaboraci6n de inocu
lantes en Estados Unidos, Australia y Espafia respectivamente. -

(39)

Los resultados de la capacidad de retencién de agua, -
contenido de materia orgdnica y pH, muestran que la turba nacio
nal en estudio 17ena los requisitos fisicoquimicos mds importan
tes para ser empleada como soporte en la elaboracién de inocu--
lantes, ya que presenta caracteristicas similares a las reporta

das en la tabla 5.

Tabla 4. Resultados del andlisis de ta turba.
Facultad de Quimica, UNAM,

%
N total 1.75
Materia orgdnica 66.90
Capacidad de retencidén de agua 125,00

pH relacién 1:2.5 5.35
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Tabla 5. Resultados de los andlisis de la turba.
FERTIMEX, S.A;

4
Pérdida por calcinacién a 506f6~: | 66.70
N total . SR _ 1.68
P total | ' 0.13
K 0.08
S ‘ 0.53
Ca ' 1.33
Mg . 0.70
Fe o 0.40
Na 0.11
C como C 34.20
Sales solubles 0.74
RIA 17.70
Capacidad de retencién de agua 240.00

ppm
Mn 220
Cu 30
B 5
Cloruros
Carbonatos ‘ No contiene
CIC 95.6 meq de Na/100g.
pH relacibn 1:3 6.2

Al, Mo y Co Trazas



Tabla 6. Caracterfsticas fisicoquimicas de turbas de diferente origen.

Materia Capacidad
orgdnica N P K retencién RIA pH  Densidad
L I SO
turba seca
México* 66.2 1.68 0.13 0.08 240 17.7 6.2 0.50
Badenock 64.3 1.83 0.22 0.15 320 12.0 6.8 ----
Wisconsin 86.8 1.62 m—— - - 13.2 5.0 —---
NP 69.3 1,12 am-- -—— 17z 30,7 6.9 -
México** 66.9 1,75 - - 125 ---- 5,35 -

( *) Resultados ohtenidos en Fertimex,

(**) Resultados obtenidos en 1a Facultad de Qufimfca, UNAM.
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Control de Esterilizacion

E1 tiempo de calentamiento y dosis de radiaciones fue--
ron adecuados ya que no se registrd desarrollo de microorganis-

mos en los soportes después de esterilizarlos,

Curva de crecimiento de Rhizobium

Mediante la presente curva se definié la fecha de la -
inoculacidn en los soportes, eligiendo el sexto dfa. Ver tabla-

7.

Tabla 7. Curva de crecimiento de las cepas de Rhizobium

japonicum FQ9 y FQ17.

T{Dfas) FQ9 FQ17

Unidades UK UK
0 12 14
1 51 62.5
2 117 167
3 122 253
4 169 335
5 169 410
6 178 430
7 180 455
8 178 530
9 178 530
10 173 530
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Cuantificacién de Rhizobium en los diferentes tratamientos.

Turba sin esterilizar,

En los 3 sublotes dei lote 1 que corresponden al no ing
culado y los 2 inoculados se registrdé un desarrollo abundante -
de otro tipo de microorganismos que impidieron el desarrollo -

de Rhizobium,

Esta determinaci6n se efectud unicamente a los tiempos-

0 y 5 dfas y se procedio a eliminar este lote,

Turba esterilizada control,

No se registrd desarrollo de ningun microorganismo en -
todas las determinaciones efectuadas durante el perfodo que du-

ro el experimento,

Turba esterilizada,

Los resultados de la sobrevivencia de las bacterias se-
muestran en la tabla 8 y como comparaci6n se incluyen en la ta-
bla 9 los resultados de Tla sobrevivencia de una cepa afectiva

de Rhizobium phaseoli; FM en turba nacional, (39)
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Tabla 8. Resultados déJTa sobrevivehcjélde las cepas de

Rhizobium jaboniédmi(FQijJFQlf).

FQ9 FQ17

cel/g de inoculante cel/q de inoculante

T(Dfas) Autoclave Rad, gamma  Autoclave Rad. ganna
0 5.12 x 101% 1,15 x 1014 5.01 x 1011 1,25 x 1010

5 3.16 x 1018 1,99 x 104 2.13 x 1014 3.00 x 10%4
10 2.13 x 1018 158 x 10t* 3.38 ¥ 1010 .31 x 101°
15 9.33 x 1017 3.16 x 1014 1.07 x 1018 1 20 x 20%8
30 1.48 x 1018 2,13 x 1018 8,51 x 10'% 2,51 x 1010
60 1.86 ¥ 1018 7,94 x 1017 1.58 % 1016 7,94 x 1015
90 5.01 x 1087 1,07 x 1016 1.07 x 101 1,99 x 10%*
120 3.38 x 101% 5,01 x 1010 3.98 x 1013 1,58 x 1010

150 5,01 x 1014 7,94 x 101! 1.99 x 10'% 6.31 1 10°

Tabla 9. Contenido de humedad y nimero de c6lulas por gramo de

inoculantes de una cepa efectiva de Rhizobium phaseoli.

(39)
% Hamedad Células/g de inoculante Tiempo (Dfas)
48.8 3.5 X 10° 15
48.0 2.4 % 108 30
47.0 1.7 % 108 120

45.33 5.5 X 107 180
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La concentracién-de rizobia vivos/ml. que se introduje

019 célu-

ron en la turba para los tratamientos fue de 28.74 X 1
las por mililitro para FQ9 y de 12.84 X 1019 células por milili

tro para FQl7.

En las primeras determinaciones realizadas a los produc
tos, en el inicio de Ta prueba (Tiempo 0) se encontrd que la po
blacién de célutas agregadas inicialmente disminuyd bruscamente
en esta fase en ambos tratamientos, En las determinaciones pos
teriores que se muestran en la tabla 8 se observa que el inocu-
lante FQ9 alcanz6 su estado de madurez a los cinco dfas en el-
‘que se registré el mayor nimero de células por gramo de produc
to, cantidad que permanecid constante hasta los 90 dfas de alma
cenamiento para el tratamiento con vapor himedo; mientras que -
por el tratamiento con radiaciones gamma, el ndmero de células-
por gramo de producto tuvo un comportamiento constante durante-
la etapa de maduracidn ascendiendo notablemente entre los 30 y-
60 dfas de almacenamiento, registrando posteriormente un desen-

so celular gradual,

En ambos tratamientos el tiempo de almacenamiento fue -

de 5 meses.

Por otro lado en la misma tabla 8 se muestra el compor-

tamiento de sobrevivencia ce]u]ar de 1a cepa FQ17, la cual fue-
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similar para ambos tratamientos manteniendo un ascenso gradual-
en el ndmero de células por gramo de producto durante la etapa-
de maduracion para posteriormente manifestar un descenso gradual

hasta el término de la prueba, .

Ambas cepas registraron una poblacibn celular arriba -
de 109 rizobia por gramo de producto durante los 5 meses que-

duré la prueba.
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QRAFICA I. JOBREVIVENCIA DE RH1ZOBIUM JAPONICUM
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GRAFICA 2. SOBREVIVENCIA DE RHIZORIUM JAPONICUM
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Infectividad y efectividad de Rhizobium

Los resultados de infectividad y efectividad se mues- -

tran en las tablas 10 y 11 respectivamente.

Tabla 10
Masa nodular (gramos)
Yapor himedo Rad. gamma
Tiempo (Dfas) Tiempo (Dfas)
7 30 75 7 30 75
FQo9 0.12 0.24 0,31 0.16 0.25 0,34
FQ17 0.15 0.23 9.23 0.08 0.23 0.26
C(+) 012 soee meee e -
c{-) 0,07 —mem —ee- 0,08 oo -ee-
Tabla 11
Peso seco de la parte aerea {gramos)
Vapor hdmedo ' Rad. gamma
Tiempo (Dias) Tiempo (Dfas)
7 30 75 7 30 75
FQ9 1,93 2.66 4.32 2.30 2.58 4.07
FQ17 2.10 2.68 3.42 1,92 2.93 3.98
c{+) 2,92 3,56 4,32 3.10 3.41 4.40

c(-) 1,69 1.52 1.68 1,87 1,45 1.61
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Dado que Ta poblacibn de Rhizobium por gramo de turba -
mantenida durante toda la etapa de la prueba fue alto, resultd -
muy prometedor encontrar como las bacterias inoculadas conservan
sus caracterfsticas infectivas y su alta capacidad efectiva como
se muestra en las tablas 10 y 11 respectivamente. Los resulta-
dos de las inoculaciones efectuadas a los 30 y 75 dfas se espera
ban similares dado que la poblacidn de Rhizobium por gramo de -
turba resultdé elevado, la diferencia en cuanto a mayor peso no -
refleja mayor efectividad sino que este experimento se realizé -
en mejores condiciones ya gque en el experimento de los 30 dfas -
se registrd una plaga del 1lamado falso medidor que aldn cuando -

se control6 se detecta el efecto en los tratamientos probados.

Si bien es cierto que el control (+) de nitrdgenc man--
tiene un peso seco muy superior tanto en su masa nodular como en
1a parte aerea, los rizobia FQ3 son los que mejor manifiestan su
capacidad infectiva y efectiva en comparacidn con los rizobia -
FQ17, pero sin alcanzar el nivel del control (+) de nitrbégeno,-
Las observaciones realizadas més importantes en jas diferentes -
etapas de infecci6n fueron que la mayorfa de 1los nddulos se en-
contraba en la parte superior de la rafz principal, consistfan -
de n6dulos grandes, uniformes y de color rosa al partirlos por-
la mitad, resultando estos datos importantes dado que reflejan -
1a efectividad de los mismos, En el experimento de los 7 dfas -

se encontro que los controles tanto positivo como negativo se -
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contaminaron posiblemente debido a la manipulaci6n observandose-
nodulacidn en la parte superior de la rafz principal, elimindndo

se esto en Jos demas experimentos.

Durante el perfodo de trabajo se analizd que el trata--
miento mds recomendable para la sobrevivencia de las cepas FQ9-
y FQ17 es mediante vapor himedo, el cual mantiene una poblacidn-

celular superior al tratamiento con radiaciones gamma,

Segldn estos resultados, las cepas FQ9 y FQl7 es estu--
dio sobreyiven en un alto porcentaje en turba nacional y durante
un perfodo adecuado para su uso en la industria de los inoculan-

tes en México.

La sobrevivencia de las dos cepas de R. japonicum en -
1a turba nacional es similar a la sobreyivencia de Rhizobium de-
desarrollo rapido. Estos Gltimos estudios fueron realizados en-

Fertimex,
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7.- CONCLUSIONES

Dado que ta turba contiene materia orgdnica en altas propor
ciones y condiciones que favorecen el desarrolio de cyal- -
quier tipo de microorganismo es necesario esterilizar los -
soportes para eliminar competencia de otros microorganismos’
asf como efectos de antagonismo que interfieran con la adap

tacifn y sobrevivencia del microorganismo de interés.

Los procesos de esterilizacidon utilizados fueron adecuados-
y por lo tanto recomendables, De tal modo que su eleccidn-
en la industria dependerd de las condiciones econémicas de-

que se dispongan,

Las dos cepas empleadas fueron capaces de propagarse, adap-
tarse y sobreyivir a través de Jos 5 meses que duro el expe

rimento.

Ambas cepas conservaron sus caracterfsticas de infectiyidad

y efectividad.

Con base en 1o anterior y en el comportamiento de Rhizobium
de crecimiento rdpido reportado en trabajos previos se con
sidera que la turba nacional es un soporte adecuyado para la

produccidn de inoculantes.
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