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1.- INTRODUCCION 

Desde hace más de 5 000 años de antiguedad se tiene co­

nocimiento del efecto benéfico de las leguminosas sobre la fer­

tilidad del suelo y fue hasta el año de 1866, cuando flellrie-­

gel descubrió la presencia de n6dulos en las raíces de las leg~ 

minosas y en 1888 Beijerinck, puso de manifiesto que este efec­

to es debido a la bacteria del género Rhizobium la que aisló de 

nódulos de leguminosas. (4) 

~ste conocimiento determin6 el inicio de las prácticas­

de inoculación las que consistian unicamente en transferir sue­

los de parcelas en las que se habfan cultivado leguminosas a 

aquellas parcelas en las que se iban a sembrar estos cultivos -

con objeto de asegurar la presencia de la bacteria. Esta prác­

tica simple fue desechada ya que simultáneamente a la introduc­

ción de la bacteria de interes, con frecuencia se introducfan -

otros microorganismos pat6genos. Por otra parte la importancia 

económica de esta asociación di6 origen a una gran cantidad de­

estudios que dieron a conocer la importancia de emplear en la -

inoculación cepas especfficas para la leguminosa a cultivar, 

asi como de emplear cepas previamente seleccionadas con base en 

su eficiencia en la fijación de nitrógeno, interespecificidad,­

adaptaci6n al suelo y grado de competencia con cepas existentes 

en el mismo, 
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Simultaneamente se han efectuado estudios referentes a­

la propagación de Rhizobium y formas más adecuadas de introdu-­

cir el Bbizobium al suelo, lo que condujo a la producción de 

inoculantes con fines agrfcolas. 

Respecto a la forma de introducir los cultivos masivos 

de Rhizobium al suelo existen numerosas técnicas, siendo a la -

fecha lo más común la impregnación del cultivo de Rhizobium a -

un soporte sólido 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 más ampliamente usado por reunir caracte-­

rfsticas que permiten la multiplicación y sobrevivencia de 

Rhizobium por perfodos largos y porque en esta presentación es­

facil de manejar a nivel agr1cola. 

En los Estados Unidos Mexicanos para la elaboración de­

inoculantes se emplea turba importada, llegando en 1979 a 

403 267 kilogramos, que fueron utilizados en la elaboración de­

diferentes productos. (38) 

Como consecuencia en 1976 se inició la búsqueda de tur­

beras en el pafs, las que fueron localizadas en zonas indicadas 

como Histosoles y las que presentaron diferentes caracterfsti--



3 

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 caracterfsticas ffsicas y qufmicas simila-­

res a las turbas de importaci6n empleadas con este fin. Y aun 

cuando las características físicas y qufmicas son un fndice de­

su utilidad para la producci6n de inoculan tes, deben efectuarse 

estudios de crecimiento y sobrevivencia de las cepas utiliza-­

das. En relación 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 r~pido. 

Por lo que en este trabajo se pretende contribuir al co 

nacimiento de la turba nacional para emplearla como soporte pa­

ra la producción de inoculantes, para ello se evaluará la so-­

brevivencia y comportamiento de dos cepas de R. japonicum que -

corresponden al grupo de crecimiento lento del cual no existe -

informaci6n. 
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2.- OBJETIVOS 

En el presente estudio se evaluará el comportamiento de 

2 cepas de Bradyrhizobium japonicum inoculadas en turba nacio-­

nal mediante: 

Determinación del número de células viables a diferen-­

tes periodos de maduraci6n y almacenamiento del inocu-­

lante biológico. 

- Evaluación de la capacidad infectiva y efectiva de las-

2 cepas empleadas, a fin de determinar sf conservan sus 

caracter,sticas iniciales. 

- Comparar el efecto de 2 procesos de esterilización so-­

bre el soporte empleado y la viabilidad de los microor~ 

ganismos en dicho soporte. 



3.- GENERALIDADES DE LA PRODUCCION DE INOCULANTES 

Los inoculantes son cultivos vivos y concentrados de 

rizobia seleccionados e impregnados a un soporte estéril. 
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De tal modo que el primer paso para producir inoculan--· 

tes es tener cepas de Rhizobium debidamente seleccionadas. 

3.1 Caracter1sticas generales de Rhizobium. 

3.1.1 Morfológicas. 

Las bacterias del género Rhizobium presentan las si­

guientes características: son bacilos de 0,5-0.9 x 1.2 - 3.D ){, 

Gram negativos, no producen esporas, en estado joven son m6vi--

les desplazándose por dos a seis flagelos peritrfcos o por un -

flagelo subpolar. 

En condiciones de crecimiento adversas y en cultivos 

viejos presentan gránulos de poli-B-hidroxibutirato. 

3.1.2 Asociativas. 

Rhizobium es una bacteria que se encuentra normalmente­

en el suelo donde crecen leguminosas y establece asociaci6n con 

las mismas. 
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En esta for111a la bacteria fija el ni tr6geno de 1 a a tm6s 

fera favoreciendo el desarrollo de su si111bionte. 

Estos organismos fijadores de nitrógeno dan lugar a los 

n6dulos de las rafees de las plantas leguminosas, dentro de los 

cuales, las for111as bacteroides de Rhizobium fijan el nitr6geno. 

Los n6dulos que tienen aptitud para fijar el nitrógeno se deno-

111inan eficaces y desde la década de 1940 se sabe que la efica-­

cia va asociada con la presencia de un pigmento rojo en los n6-

dulos. Este pig111ento, que vuelve a los n6dulos ligera111ente ro­

sados y que pueden observarse con toda claridad cuando los n6du 

los se cortan en dos mitades, es una he111oprotefna bastante par~ 

cida a la hemoglobina de la sangre de los 111amfferos. Se denorni 

na "Leghemoglobina". (7) 

Su importancia fue un enigma hasta mediados de la déca­

da de 1970 cuando investigadores de Australia demostraron su -

función. Resulta que transporta oxfgeno, exactamente igual que 

la hemoglobina, pero su afinidad por el ox1geno es tan fuerte -

que lo entrega a los rizobia a una concentraci6n que es inocua­

para su nitrogenasa. De este modo la Leghemoglobina representa 

una especie de tampón (amortiguador) del oxfgeno, impide la ac~ 

mulaci6n de concentraciones elevadas de oxfgeno 1 ibre, mientras 

que al 111isrno tiempo proporciona el oxígeno necesario para el me 

tabolismo de Rhlzobiu111. 
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El nódulo de la rafz de las leguminosas es, pues un 

complejo sumamente especializado en el que la fijación de nitró 

geno y el consumo de oxfgeno se vuelven compatibles fisiol6gic~ 

mente. 

3.1.3 Taxonómicas. 

En la octava edición del Manual de Bergey, 1974 

Rhizobiurn fue ubicado en la parte 7 como perteneciente a la fa­

milia Rhizobiaceae. Incluyendo dentro del género Rhizobiurn a -

todas las especies capaces de establecer asociaciones mutualis­

tas con 1 as 1 egumi nos as. 

Los estudios de taxonomia numérica y de composición de­

bases del ADN mostraron la conveniencia de revisar la clasifi­

cación tradicional. (13) 

A nivel de especies, la taxonomia expuesta en estema-­

nual sobre el género Rhizobium se b·asó en el supuesto tradicio­

nal de que cada especie sólo puede inducir la formación de n6du 

los en su leguminosa especffica (4). Como a continuación se in 

dican: 



Rhizobium 

R. meliloti 

R. Trifolii 

R. 1 equminosarum 

R. ehaseoli 

R . lueinf 

R. .iaeonicum 

R. sp. (tipo Garbanzo) 

no designados 

Plantas noduladas 

Alfalfa y TrHol dulce. 

Trébol común. 

Chfcharos, Haba y Lentejas. 

Frijol y Habichuela. 

Lupinos y Soya. 

Soya. 
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Garbanzo, Cacahuate, Frijol 

lima, Jfcama, Arveja coronada y 

otras especies. 

R. sp. Garbanzo, Trébol común y Arveja, 

Los defectos de esta clasificación basada en la infec­

tividad selectiva son notables. En primer lugar, la promiscui­

dad simbiótica es un hecho frecuente, hasta el punto de que só­

lo Rhizobium meliloti cumple estrictamente el criterio original 

de nodulación especffica (7). En segundo lugar, porque han si­

do descritas hasta 14,000 especies de leguminosas, de las cua­

les sólo han sido estudiadas un 8 a 10 porciento desde el punto 

de vista de la nodulación (7). Ello sin contar que Rhizobium -

puede formar asociaciones simbióticas con no leguminosas (7). -

Por lo que en la novena edición del Manual de Bergey, 1984 la -

clasificación de esta bacteria simbiótica fijadora de nitrógeno 

fue modificada notablemente, quedando separada en dos géneros -



con base en los criterios que .a continuación se describen: 

CRITERIOS GENE ROS 

1 Capacidad de inducir la 
formación de nódulos en 
leguminosas independie~ 

temente de que fijen o­
no nitróaeno. 

2 Infección de legumino-­
sas 
a} de zonas templadas 
b} de zonas tropicales 

3 Crecimiento en medio de 
Extracto de Levadura 
Manito 1 Agar. 
a} R~pido 

b} Lento 

4 En medio de Manitol y 

sales minerales producen 
a} acidez 
b} alcalinidad 

5 Porcentaje de G + C en 
el ADll 

Rhizobium Bradyrhizobium 

+ + 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

59 - 64 (Tm} 61 - 65 (Tm} 
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Del género Bradyrhizobium unicamente se describe a la -

especie japonicum y se propone establecer otras especies hasta-
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reunir más evidencias que permitan ubicarlas de manera adecuada. 

Como quiera uno de los criterios que se sigue empleando es el -

de la característica de crecimiento rápido y lento. 

El grupo de crecimiento rápido produce enturbiamiento -

en 1nedio lfquido y colonias visibles en medio sólido en un pe-­

rfodo de 3 a 5 días de incubación a 28ºC. En tanto que el gru­

po de crecimiento lento requiere de 8 a 10 dfas para producir -

desarrollo visible, tanto en medio 1 fquido como sólido. 

Esta división tampoco es absoluta, debido a que se pre­

sentan variaciones en el desarrollo por adición, eliminación o­

sustituci6n en el medio de cultivo, de fuentes de carbono, ni-­

trógeno o extractos orgánicos. 

3.1.4 Importancia. 

La explotación agrfcola de cepas de Rhizobium seleccio­

nadas que son altamente efectivas en la fijación de nitrógeno -

depende de la disponibilidad de una tecnologfa de inoculación.­

en la cual la cepa se cultiva en forma masiva, se incorpora en­

un material que sirve como soporte en el que sobrevivirá duran­

te su distribución y estancia en el mercado, y es entonces cua~ 

do se introduce al suelo en cantidades adecuadas para que nodu­

l en las leguminosas sembradas. (35) (36) 
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La esencia de la inoculaci6n de leguminosas es el em- -

pleo de una gran poblaci6n de cepas de Rhizobium altamente efe~ 

tivas en la fijación de nitrógeno que son compatibles con la V! 

riedad de leguminosa hospedera para favorecer el establecimien­

to de una estrecha relación que se inicia con la infecci6n de -

la bacteria durante la emergencia de la radfcula y asegurar de· 

esta manera que la mayoria de los nódulos que se forman, cante[ 

gan el Rhj_5obiurl)_ introducido (15). Es importante evaluar la ne 

cesidad de inocular una leguminosa, en particular en un sitio -

espec~fico. En ocasiones una poblaci6n adecuada de cepas nati­

vas asegurará la buena nodulación sin necesidad de inocular. 

Alternativamente, una cepa de un inoculante no puede 

sobrevivir en nOmero adecuado o ser suficientemen~e competitiva 

entre la microflora nativa para formar n6dulos, y ningun bene-­

ficio económico en el rendimiento resulta de la inversión en la 

inoculación. 

Las bacterias introducidas al suelo con la semilla, de-

bido a su estratégica situación, están capacitadas para compe-­

tir ventajosamente con cualquier cepa nativa por los sitios de­

infección en la ra,z de la leguminosa huésped, como consecuen--

cia de la concentración del inoculante en las proximidades de -

los sitios potenciales de infección, que contrasta con la más­

amplia y uniforme distribución de la población nativa en el te-

rreno. (15) 
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Por lo tanto, la cQmpetencia ventajosa de las cepas 

efectivas introducidas, sobre la población natural, es sin duda, 

uno de los objetivos más importantes de la inoculaci6n artifi-­

cial de las semillas leguminosas. 

Por otra parte, se sabe que la mayor1a de las cepas rh! 

zobianas nativas no son capaces de producir la nodulación rápi­

damente. De tal modo que mediante la inoculación se asegura la 

infección temprana, pronta formación del nódulo y el inicio tem 

prano de la fijación del nitrógeno que son los objetivos práct1 

cos e importantes en el establecimiento de este tipo de simbi~ 

sis ya que si la leguminosa debe esperar a ser infectada por 

las bacterias del suelo, no adquiere el vigor que posee una 

planta inoculada artificialmente. 

Cuando en el suelo hay una población abundante en cepas 

con baja capacidad competitiya y que efcctuan la infección tar 

diamente la nodulaci6n por las cepas introducidas se facilita -

enormemente, 1ª que permite el desarrollo (en namero y persis •• 

tencia) de las cepas del inoculante en el suelo. 

El principal objetivo de la inoculación de las legumin~ 

sas es la de proporcionar suficiente Rhizobium para que sea 

efectiva la nodulación del huésped. El ndmero de células que -

se necesitan para lograr este objetivo, depende de varios fact~ 
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res tales como: Forma y edad de los inoculantes, cepas utiliza­

das, método de aplicaci6n, tipo y tamaílo de la semilla, clima.­

temperatura, humedad, tipo de suelo, preparación del terreno y­

posiblemente otros más. (35) (15) 

Existen diferentes métodos para la producci6n de inocu-· 

lantes para leguminosas. 

3.1.5 Selección de cepas. 

Aun cuando el RhizEE_~ se encuentra en forma natural -

en el suelo, existen cepas que son más eficientes en el proceso 

de reducción de nitrógeno por lo que con el fin de optimizar el 

efecto de esta asociact6n se emplean inoculantes con cepas se-­

leccionadas con base en su eficiencia en la fijaci6n de nitr6g~ 

no, capacidad competitiva con otros rizobia y el comportamiento 

de éstas bacterias en los soportes durante las diferentes eta­

pas de la producci6n y manejo de inoculante, asf como su campo.!:_ 

tamiento de adaptaci6n al suelo. 

La selección de las cepas de rizobia se basa en las si­

guientes cualidades: 
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Formación de nódulos con capacidad de fijación y sumi-­

nistro adecuado de N2. 

- Amplio 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-

q tura . 

- Habilidad para crecer en medios de cultivo, en el sopo~ 

te y en el suelo al ser inoculadas. 

- Habilidad para sobrevivir a cambios de estación en el -

suelo. (4) 

La habilidad del Rhizobium para nodular y fijar nitróg~ 

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

ción es un prerrequisito para la fijación del nitrógeno, la for 

maci6n del nódulo no asegura la efectividad, esto se debe a que 

la 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 asociación efec­

tiva entre una cepa particular de Rh!!_ob~um y una variedad esp~ 



cffica de leguminosa representa un delicado balance entre la 

constituci6n genética de los dos tipos de organismos. (12) 
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La capacidad fijadora de nitrógeno por Rhizobium en as~ 

ciaci6n con ]eguminosas es frecuentemente afectada por mal mane 

jo en su conservaci6n y propagaci6n. 

3.2 Colecci6n. 

Para la conservaci6n de cepas de Rhizobium, Vincent 

(1971) recomienda la 1 iofil izací6n para asegurar una conserva-­

ci6n genéticamente estable, y porque en esta forma el cultivo­

es facilmente almacenado. Otros métodos de conservaci6n comun­

mente empleados son: 

- Cultivos 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 desecado). 

- Congelamiento. 
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3.3 Medios de cultivo y propagaci6n. 

Existe una literatura muy extensa acerca de los reque-­

rimientos nutricionales de Rhizobium y se sabe que este microor 

ganismo utiliza monosacáridos, disacáridos y trisacáridos, ale~ 

hales, ácidos 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 óxido-reducción, tamaño del in6culo, 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 producción deben satisfacer todas sus nece 

sidades para lograr altos rendimientos celulares. 

Entre las fuentes de carbono más utilizadas se mencio-­

nan sacarosa, manito], glicerol, lactosa, etc., y para algunos 

casos particulares se indica el uso de pentosas. 

En cuanto a la fuente de nitrógeno, factores de desa-­

rrol lo y vitaminas, casi se usa exclusivamente extracto o auto­

lizado de levadura el que es una fuente excelente de amino~ci-­

dos, factores de crecimiento, vitaminas y trazas de elementos -

indispensables para el crecimiento celular. Entre las sales 

minerales se adicionan a los medios fosfatos monopotásico y di­

potásico, 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 -

nitrógeno 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 interacci6n-medio­

de cultivo, por lo que es necesario realizar una elecci6n cuida 

dosa para cada microorganismo particular, teniendo en cuenta la 

influencia de otras variables como: cantidad y calidad del 

inóculo, propiedades ffsico-qufmicas del medio y condiciones 

operativas. En la tabla 3 se exponen algunos de los medios de­

cul tivo empleados para la propagación de Rhizobium con fines in 

dustriales. 

En este caso particular es de gran importancia conside­

r.an en la formulación del medio de cultivo los siguientes aspe~ 

tos: 

- Que los rizobia desarrollados retengan su capacidad fij~ 

·dora de nitrógeno. 

- Que los rizobia alcancen cuentas de células viables ele­

vadas, Esto es deseable en el caldo de propagación asf­

como en el vehfculo o soporte empleados para inocular 7 

semillas o suelo. 



~~------------............. .. 
Tabla 3.- Medios de cultivo recomendados para la propagaci6n de Rhizobium. 

( 4) 

Ingredientes Wright* Bond Van Schreven Ourton Date g/lt (1925) (1940) (1953) (1967) (1976) 

Sacarosa 
!O.O 15.0 10.0 Manito] 10.0 2.0 10,0 KJP04 

0.1 KzHP04 0.5 9.6 0.5 0.5 KH2P04 
0.37 MgS04.7H20 0.2 0.2 0,2 o .18 0.8 NaC l 0.1 0.1 0.06 0.2 (NHq)2HP04 
o.lo CaS04. 2H20 
0.04 Ca(N03)2.4H20 

CaC03 3,0 l. o 2.0 o. 25 Glutamato de calcio 
l. 5 

FeCl3.6H20 
0.1 Agua de levadura(ml) 100. o 50.0 100,0 100. o Autolizado de 1 evadura 

1. o Agua (ml) 900.0 950.0 900.0 1000.0 900.0 

(*) Comunmenle denominado Fred y Waksman medio 79. ..... 
co 
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Otros factores. 

Necesidades de oxfgeno. Rhizobium es un microorganismo 

aerobio obligado, existen autores que indican que estos microo~ 

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 oxfgeno pueden ser influenciados por la­

composici6n del medio de cultivo, la concentración celular y 

por la presencia de polisacáridos extracelulares los que modif! 

can sensiblemente los valores de viscosidad. Burton menciona -

que una presi6n de ·0.15 atm6sferas es 6ptima para la respira- -

ci6n o suministro de 1 litro de aire/min. por cada 20 litros de 

medio. 

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

con excepción de R.meliloti que desarrolla a 35ºC: 

El tamaño del in6culo es de 0.1, .1.0, 5.0 y 10.0 por- -

ciento. Con un buen medio, una aereaci6n y temperatura adecua­

das y 1.0 porciento de in6culo 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 in6culo. 

Las variaciones de pH en el medio son mfnimas aún con 

las cepas productoras de ~cido. Un cambio drástico en el pH 
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del medio normalmente indica contaminación y es necesario reco! 

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) 

El uso de dichos soportes ha permitido resolver en for­

ma simple el problema de distribución y fundamentalmente aumen­

tar el tiempo de sobrevivencja de estos microorganismos (Date -

1970). (25) 

Las cualidades que debe reunir un buen soporte son los­

siguientes: (4) 

No tóxicos para las especies de Rhizobium. 

- Buena absorción. 

- Facil pulverización. 

- Facil esterilización. 

- Buena adhesión a las semillas. 

- Disponibilidad a bajo costo. 
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Entre los soportes que se emplean para la fabricación -

de inoculantes se tienen: turba, diferentes tipos de suelos 

(suelos altamente org~nicos o enriquecidos con harina de alfal­

fa, paja mol ida, levadura y saca rosa), carbón vegeta 1, algunas­

vari edades de carbón 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 cáscara de arroz, roca fosfó­

rica molida, compostas de cáscaras de caf~. de mazorcas de mafz 

y de bagazo de caña de azúcar. Muchos de estos soportes requi~ 

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 más empleado es la turba. (36) 

La turba es el soporte universal usado en los inoculan­

tes comerciales para leguminosas en los últimos 50 años. 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 hJmedos y resulta de la acu 

mulación y descomposición parcial de depósitos vegetales que se 

han conservado bajo condiciones de escasa aereaci6n en los re-­

mansos de los lagos, estanques y pantanos. 

El acumulamiento de plantas del género ~-!1_~9.~_!:l_I!!• es pr~ 

bablemente su forma más coman y está compuesta por más de 300 -

especies de plantas del orden de los Sphagnales, comprendiendo­

la familia ~~~q_!:!_~ceae. Este tipo de plantas se forma en di ver 

sos tipos de pantanos localizados en áreas del Norte de Europa, 

Asia y América, tambiAn existen depósitos en las regiones 

Antártidas. 

Su composición qufmica revela que contiene alrededor 

del 0.1 porciento de potasio, l.ü porciento de nitrógeno y pH -

altamente ácido entre 3 y 5.5. Estos valores son variables y -

las diferencias se atribuyen al distinto orfgen botánico, la 

edad de la turba, a la capacidad de retención de agua y a la mi 

croflora presente. (27) 

La elección de la turba para ser utilizada como soporte 

en la producción comercial de inoculantes, es de enorme impor-­

tancia ya que la calidad de los mismos depende estrechamente de 

las caracterfsticas de la turba utilizada. (32) 
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Algunas de las propiedades más importantes a tener en -

cuenta son: contenido en materia orgánica, capacidad de reten­

ción de agua, pll, facilidad· para promove·r el crecimiento y so­

portar una adecuada sobrevivencia de· las razas utilizadas. 

Las características ffsicas y qufmicas de la turba, pu~ 

den ser una indicación de su adaptabilidad a la producción de -

inoculan tes, pero la selección última deberá basarse e11 los es­

tudios de crecimiento y sobrevivencia de las razas utilizadas -

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

Actualmente la turba que se utiliza en México para la -

elaboraci6n de inoculantes es importada de Estados Unidos, lle­

gando en 1979 a 403 267 kilogramos, que fueron utilizados en la 

elaboración en diferentes productos (38). Como consecuencia -

de la dificultad que se presenta para importar la turba se pro­

cedió 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 consideración los estudios de suelos efectu~ 

dos en d iferr.ntes zonas del pa is por A. Flores Díaz. se rea 1 izó 

un muestreo de líls zonas inrlicadas como Histosoles (39) 
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Varias muestras de material se desecharon debido a su -

elevada concentración 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 la elaboración y desarrollo de este trabajo, el so-­

porte, en este caso Ja turba, cubre una parte importante en la­

fabricación del inoculante ya que la calidad del primero deter­

mina Ja sobrevivencia de las bacterias durante el almacenamien­

to. 

En la producción de inoculantes se emplea turba import! 

da, la que presenta características físicas y químicas adecua-­

das para Ja preservación de los microorganismos de interes. 

Sin embargo es importante mencionar que existen turberas nacio­

nales y que el empleo de éstas producirá erogaciones de import! 

clones, pero para ser empleada como vehículo 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, Ja turba em­

pleada debe poseer las siguientes características: 

- Elevada retención de agua. 

- Alto contenido de materia orgánica 

- y pH neutro. 
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3.5 Otros soportes. 

En la bQsqueda de otras alternativas que permitan sust! 

tuir a la turba como soporte en la producción de inoculantes se 

ha investigado la adaptación y sobrevivencia de Rhizobium en di 

versos portadores como carbón, bentonita, harina de alfalfa y -

suerosa (Strijdom & Deschodt, 1975} (10}, demostrando ser satis 

factorios durante un perfodo de 6 meses, filtrados apelmazados­

que se obtienen al procesar la cana de azQcar que mantienen p~ 

blaciones de rizobia superiores a 1 x 109 por gramo de inocula~ 

te durante 5 meses (24) (25), abonos procedentes del recicla- -

miento de desechos orgánicos (SIRDO) que mantienen poblaciones­

elevadas de células viables (10B) durante 3 meses {20), cascar~ 

llas de algodón, arroz y ajonjolf en comparación con carbón mi­

neral y turba resultaron satisfactorios durante 3 meses y medio 

donde mantuvieron poblaciones de rizobia arriba de 106 (22), p~ 

ja de trigo (34), lirio acuatice 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. Asf como éstos, hay otros soportes estudiados con result! 

dos satisfactorios la mayorfa de las veces (27}. Son alterna­

tivas que pueden sustituir a la turba debido a que poseen las -

caracter1sticas adecuadas para mantener poblaciones elevadas 

de células viables y conservar además la capacidad de infección 

y fijación de nitrógeno 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 m~s ampliamente usado en la producción de inoculan 

tes. (10) 

3,6 Manufactura de inoculantes. 

La producción de inoculantes puede ser dividida en cin­

co partes: 

Una de ellas es la recolección y preparación de los so­

portes. Disponer de un buen soporte que permita su im-­

pregnaciOn a altos valores de hQmedad para asegurar una 

alta concentración 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). El soporte antes de ser impregnado con el caldo­

de fermentación debe ser secado y molido (malla tamiz-

150-200), el secado, adem~s, de favorecer la operación­

posterior de molienda, permite la incorporación de ma-­

yor cantidad de caldo de cultivo y reduce la microflora 

nativa del mismo (1). La operación de secado debe efe~ 

tuarse fijando cuidadosamente las variables temperatura 

y tiempo, ya que los soportes con muy baja tensión de -
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humedad pueden provocar mortandad de gran namero de bac 

terias durante la impregnación con los caldos debido al 

calor liberado durante la inoculaci6n. Además, si la -

temperatura de secado es demasiado elevada pueden for-­

marse compuestos inhibitorios que impiden o retardan la 

posterior multiplicación de las bacterias. Por lo tan 

to, se recomienda efectuar el secado a temperatura no -

mayor de lOOºC y reducir la hamedad hasta aproximadame[ 

te un 9 porciento. El soporte una vez impregnado con -

los caldos llega a un valor de hdmedad que puede estar 

comprendido entre el 50 y 60 porciento, dependiendo del 

tipo de soporte y tipo de esterilización 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 impregnados pueden ser este­

rilizados con vapor o con radiaciones gamma, de los dos 

métodos el más aconsejable y económico cuando es posi-­

ble hacerlo es el que utiliza radiaciones. Una dosis -

de 5 X 106 rads, es suficiente para obtener una buena -

esterilización. Es importante esterilizar el soporte -

antes de ser empleado en la producción de inoculantes -

para elevar la calidad de éstos, sobre todo porque los­

rizobia sobreviven más 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 (Burton, 1967) cua~ 

do se utilizan rizobia de crecimiento rápido, porque 

presentan buenos desarrollos y sobreviven adecuadamente 

(Roughley a Vincent, 1967; Vincent, 19G8) es evidente -

que cuando los soportes son esterilizados muestran un -

comportamiento superior, sobre todo para las cepas de -

Rhizobium de crecimiento lento. (11) 

El calor es el más comunmente usado para esterilizar -

la turba (e.g. Hewbould, 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 in6culo en un medio de 

cultivo 11quido, La obtención de caldos con Rhizobium­

de alta concentración celular, 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 fijación de nitrógeno. (35) 
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Se debe tener un medio de cultivo correctamente balan-­

ceado para la cepa a desarrollar y un equipo de fer­

mentación con todos sus accesorios y controles que ase­

guren la obtención de suspensiones de Rhizobium de alta 

concentración en cortos períodos de proceso. 

- La tercera comprende la mezcla del cultivo líquido con­

el soporte, luego de impregnado el soporte se procede a 

desintegrar los grumos que se forman durante el trata-­

miento con los 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 la fermenta 

ción que tiene lugar en el soporte debido a la presen-­

cia de Rhizobium y además favorecer el incremento de cé 

lulas rizobiales. 

- En la cuarta fase debe considerarse que el material de 

empaque permita el intercambio de oxfgeno, pero impida­

el paso del agua, la literatura 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} 

El polietileno es casi exclusivamente usado para este -

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

l izar un recipiente de un espesor de 20-25 J(. 

- Quinta parte referente al control de los inoculantes. -

Disponer de t~cnicas 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 fermentación existe 

una etapa de desarrollo del in6culo inicial, que se hace en má­

quinas rotatorias y otra etapa inicial que es la preparación 

del medio de cultivo para el medio in6culo y el medio de fermen 

tación. La secuencia de etapas en el proceso son las siguien-­

tes: 

A. Desarrollo de un in6culo en una máquina agitadora. 

B. Esterilización del tanque de inoculación. 

C. Preparación del medio de cultivo para el tanque de ino­

culación. 

D. Transferencia de los cultivos obtenidos en m~quinas ro 

tatorias al tanque de inoculación. 

E. Fermentación en el tanque de inoculación. 
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F. Esterilización del tanque industrial, 

G, Preparación del medio de cultivo en el tanque de fermen 

taci6n. 

H. Siembra del tanque industrial con el desarrollo del tan 

que in6culo a una proporción del 5 porciento de su volu 

men. 

Al final del proceso la suspensión obtenida en el tan-­

que industrial será destinada a la impregnación del soporte. (1) 

3.7 Control de calidad. 

El control de calidad de los inoculantes de Rhizobium -

es efectuada solamente en muy pocos centros de investigación,-

variando los estil'ndares y m!ltodos de prueba. (4) 

Por ejemplo en Australia, la organizaci6n central 

(f\IRCS, Australiant, lnoculant 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-­

di ante lo siguiente: 
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A. Examen y selección de las cepas de Rhizobium. 

La buena calidad de los cul.tivos son el producto de un­

programa integrado de selección de cepas, propagación -

de un ndrnero elevad~ de rizobia, libres de contamina- -

ci6n y la vigilancia en la distribución 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) 

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

pas seleccionadas. 

C. Control de calidad del cultivo antes de que sea mezcla­

do con la turba, y 

D. Calidad del inoculante almacenado, asf corno de los ino 

culantes distribuidos mediante la cuantificaci6n del 

número de rizobia viables por gramo de producto, consi­

derando como satisfactorio un mfnimo de 108 rizobia via 

bles por gramo, anteriormente se habia establecido como 

est~ndar 106 rizobia por gramo. (4) 

Las pruebas que se realizan son: 
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f\. Al cultivo. 

l. Pruebas cualitativas. 

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

contaminación. 

(b) Aglutinación con antisueros especfficos. 

(c) Ausencia de desarrollo sobre Glucosa Peptona Agar. 

Un apreciable desarrollo indica contaminación, el -

cual está frecuentemente asociado a un cambio de 

pH. 

(d) Frotis y tinci6n de Gram. 

(e) Cultivo sobre Levadura Maní tol f\gar. 

2. Pruebas cuantativas. 

(a) Cuenta total de células (en cámara de Petroff Hau-­

s ser). 

(b) Cuenta de células viables en placa. 

(c) Aceptación o rechazo del cultivo. 

Se aceptan cultivos con un mfn imo de 500 X 106 rizo 

bia viables por mililitro y que esten libres de con 

ta mi nantes. 
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B. Al inoculante, 

Se le ·determina el nOmero de células viables por cuenta 

en placa e infecci6n en planta segOri método descrito 

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

En contraste con Australia, donde hay un centro respon­

sable de la calidad de los 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 pr~ 

pios estándares de manufactura. No hay una reglamentaci6n exa~ 

ta para la calidad de los inoculantes. Cada estado tiene sus -

propias normas de control de calidad, siendo necesario especif1 

car la viabilidad de los rizobia en los inoculantes almacena-­

dos. 

En Australia los inoculantes tienen 6 meses como limi­

te para su caducidad despues de su preparaci6n, en comparaci6n­

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 desarrollado sobre una superficie de agar, 

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

la producción en pequeña escala. 

Ventajas: 

- La manufactura del producto es muy sencilla. 

- El crecimiento es visible y muchos contaminantes se -

pueden detectar por inspección visual. 

Desventajas: 

- La cantidad de rizobia por unidad de volumen es baja­

en comparaci On con otros ti pos de i nocul antes. 

- El inoculante tiene una vida media relativamente cor 

ta. 

- El envase puede romperse f&cilmente. 

- La sobrevivencia del inoculante sobre las semillas es 

inferior con respecto al que usa turba como soporte. 

- Presenta dificultades en su aplicación, debido a la -

formación de cantidades considerables de gomas. 

- Cultivos en caldo: 
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El crecimiento de Rhizobium en un medio lfquido es una­

prdctica normal de laboratorio; para ser usado en la 

producción comercial de inoculantes solamente se requi~ 

re un cambio de escala. 

Ventajas: 

- El producto es de fácil aplicación a las semillas. 

Para los prop6sitos especiales, las células pueden 

ser concentradas por centrifugación, 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 pudrici6n. 

El caldo lubrica a la sembradora impidiendo ademas 

que se tape, como ocurre cuando se usan los inoculan­

tes a base de polvos. 

Desventajas: 

- Como inóculo para las semillas, la sobrevivencia de -

las bacterias es semejante a la de la preparaci6n s~ 

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

- Es necesario un envase desechable y econ6mico. 

- La sobrevivencia durante el transporte y el almacena­

je puede requerir refrigeraci6n. 

- Tiempo de almacenaje es corto. 

- Cultivos liofilizados: 

El proceso de liofilización es ampliamente usado en la­

preparaci6n de productos medicinales, alimenticios y 

bacterianos; se hd aplicado con buenos resultados a la­

preparación de cultivos de Rhizobium en los Estados 

Unidos y Australia. 

Ventajas: 

- Pequeños volúmenes con altas concentraciones de célu-

1 as. 

- Una prolongada vida media, especialmente en temperat~ 

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. 

- lnoculantes con polvos como soporte: 

La mayorfa de los inoculantes para leguminosas utilizan 

polvos org~nicos como material de soporte. Aunque se -

han probado muchos soportes alternos, la turba, es el -

producto mis adecuado para la formulación de inoculan-­

tes utilizados actualmente. 

Ventajas: 

- Hayor sobrevivencia de los rizobia sobre la semilla. 

- Vida media del producto comparativamente larga. 

Desventajas: 

Problema de dispersión o distribución sobre la semi--

11 a. 

- En ocasiones tapan las sembradoras. 

- P~rdida de semilla por pudrición. (6) 
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Aunque en los dltimos años han ocurrido avances de im-­

portancia en la aplicaci6n (sistemas de entrega) de inoculantes 

de leguminosas, se pueden diferenciar dos sistemas básicos. 

l. Sistema indirecto de aplicación (al suelo). 

2. Sistema directo de aplicación (a la semilla). 

El sistema indirecto incluye dos tipos: granular y lf-­

quldo. La Compafifa Uitragin 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 chlcharo. 

Los sistemas ltquidos han existido por muchos años, pero prese~ 

tan ciertos problemas como métodos aceptables de inoculación. 

Los sistemas de aplicación a la semilla incluye dos ti­

pos: a) Previo a la siembra, b) Pre inoculación. 

El primer sistema citado no es mas que el procedimiento 

convencionalmente conocido de mezclar la semilla y el inoculan­

te. 

La preinoculación de semillas consiste en inocular las­

semi llas antes de venderlas al aqricultor. Este sistema se usa 

frec11enter.eente con leguminosas de semillas pequeñas como la al­

falfa. (21) 
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4. ANTECEDENTES Y SITUAC!ON ACTUAL EN MEXICO DE LA PRODUCCION DE 

INOCULANTES 

La industria de los inoculantes para leguminosas tuvo -

su origen a principios del año de 1~00, y fue hasta despues del 

año 1925 que se prestó mayor atención a la importancia de estos 

productos en el desarrollo de la agricultura. 

Actualmente el desarrollo de la industria de producción 

de inoculantes ha adquirido una gran importancia como consecue~ 

cia del aumento de las ~reas 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, Uruguay, Brasil y México, paises en los 

que 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 relación Rhizobium-leguminosas fueron efectua 

dos en los años cuarenta por Casas Campillo y S8nchez Marroqufn, 

entre otros. En 1950 el mismo Casas Campillo inició la produc­

ción de inoculantes en la Comisión ílacional del Hafz, donde se­

buscaba introducir el cultivo de la soya en México; estos estu-
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dios duraron tres años y luego fueron suspendidos. (38) 

En 1953 se fundó AGROLAB, S.A. que produjo durante cin­

co años inoculantes para soya, chfcharo, 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 los laboratorios FLORA-MICROBIANA, S.A. comenz! 

ron a producir otro inoculante llamado Nitrobacter, producto 

que desapareció en 1960. 

En esta época se empezo a importar inocul antes de la -

empresa NITRAGIN, S.A. la que se estableció en México en 1963 -

en Guadalajara, Jal. 

En 1967 Anderson Clayton empezó 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 desapareció en 1976. 

En 1981 la SRA a través de la Comisión Técnica para el­

prograrna de empleo rural en Matehuala, S.L.P. inició la produc­

ción de inoculantes con cepas nativas para las siguientes leg~ 

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

tribuidos en forma gratuita. (33) 
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En Tezoyuca, Mor .. FIRA en 1977 inició también la produ~ 

ción de inocul antes para Soya, Siratro, Leucaena y Centrosema. -

Estos productos también' fueron distribuidos en forma gratuita. -

( 23) 

Los actuales productores de inoculantes en México son-

los siguientes: 

A.- NITRAGIN, S.A. de C.V. que inició sus actividades en 

1963 en Guadalajara, Jal. el esquema de producción que 

emplean es el siguiente: (14) 

Cepas. Son seleccionadas a través de experimentos a ni­

vel de invernadero y campo. 

Soport~. Emplean turba importada de Estados Unidos, la­

cual es esterilizada. Tamaño de partícula de 200 mallas. 

Propagación. Utilizan fermentado1es con capacidad de 

3,500 litros. 

~!l..· Se efectua en forma automHica. 

Envase. El proceso es manual y emplean bolsas de polie­

tileno. 
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Control de Calidad. Las pruebas que efectuan en el ca_)_ 

do del cultivo son el número de células por mililitro,-

detección microscópica de contaminantes y determina- -

ción del pH. Y en el producto terminado el NMP, el 

cua 1 no debe ser menor de 100 X 106 cel s/g. y contenido 

de humedad. 

B.- INDIAPAC SllAMROCK DE MEXICO, S.A. de C.V. 

Esta empresa produce el Dianitro-Fix a partir de 1975,-

el que es producido en Guadal ajara, Jal. produce para -

frijol, soya, alfalfa y garbanzo en la presentación de 

bolsas de pl~stico de 25 kg. con un costo de $ 660.00/. 

Kg. ( 3) 

C.- QUIMICA LUCAVA, S.A. de C.V. inició su producción en 

1971, elaborando inoculantes para alfalfa, soya, caca-­

huate, chtcharo, haba y garbanzo. 

Esquema de producción: 

1971-19 77 

Originarias de Bél 
gica a partir de -
1973 emplean cepas 
indígenas. 

1983-1985 



Soporte 

Es ter i 1 iza c i 6 n 

Propagaciót!_ 

Mezcla ---
Empaque 

1971-1977 

Mezcla de harina 
de alfalfa, paja 
de cebada, carb~ 

nato de calcio y 
una arcilla pesé)_ 

da. 

Autoclave. 

En frascos de vi 
drio con agita-­
ción manual. 

Manual. 

Manua 1 en bote--
11 as de plástico. 
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1983-1985 

Turba 
importada de 
Estados Unidos. 

Autoclave. 

Fe r111 entado res de 

1,800 1 i tras de 
capacidad. 

Mecánica. 

Semiautomático 

en bolsas de p~ 

lietileno de 1-
kg. 

La distribución la efectuan a través de compaílfas dis--

tribuidoras de productos a9roqufmicos. 

Los inoculantes que produjeron en aílos recientes son es 

pecfficos para soya y los volQmenes de producción co- -

rresponden a 5.5 toneladas en 1983, 55 toneladas en 

1984 y tienen programada para 1985 una producción de 

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

proporciones de 60 y 40 porciento respectivamente. (5) 

El costo por kilogramo fue en 1984 de $ 480.00. 

D.- FERTILIZANTES MEXICANOS, S.A. 

En 1975 esta empresa estableció el programa de inocula~ 

tes para leguminosas con el objeto de sustituir parcial 

mente la utilizaci6n de fertilizantes qufmicos. 

El trabajo se ha enfocado en su mayor parte al frijol.­

usando turbas nacionales, en 1979 se comenzó a trabajar 

con R. japonicum, ampliando continuamente la producción 

de inoculantes. 

Actualmente Fertimex est& planeando la construcción de­

una planta productora de inoculantes con capacidad ini­

cial de J,000 toneladas por año y se calcula esté ope-­

rando para 1986, en donde el 80 porciento de la produc­

ción ser~ para frijol. (38) 

El esquema de producción que emplean es el siguiente: 

Cepas. Cepas de colecci6n 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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ción, trabajos que se iniciaron en 1976 y de evaluación 

a nivel de campo en los estados de Sonora, Sinaloa, Ta­

maulipas, Chihuahua, Durango, Zacatecas, Puebla, Hidal­

go, Chiapas, Oaxaca, México y San Luis Potosf. 

Soporte. Emplean turba nacional esterilizada con un ta­

maño de partfcula de 200 mallas. 

Propagación. No utilizan fermentadores, solo recipien-­

tes para producir en pequeña escala. 

Mezcla_. Es automHica. 

Envase. El proceso es manual. 

Presentación. 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 inocul ante necesario para 1,683 -

hect,reas de cultivo distribuy~ndose de la siguiente 

manera: 



ESTADOS 

Chihuahua 

Durango 

E do . de México 

Jalisco 

L. Laguna 

Michoaci!n 

Nayarit 

Pu e b 1 a 

Si na loa 

Sonora 

Tamaulipas 

Veracruz 

Zacatecas 

LEGUMINOSA.S 

frijol 

frijol 

chfcharo y trébol 

frijol 

frijol y alfalfa 

soya 

frijol 

soya y garbanzo 

so ya 

frijol y soya 

frijol y soya 

frijol 

frijol 
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Otros productos de inoculantes. Diferentes institucio-­

nes de enseHanza e investigaci6n tales como el Colegio­

de Postgraduados de Chapingo, el Colegio Superior de 

Agricultura Tropical en Cárdenas, Tab. (de reciente de­

saparición), la Universidad Nacional Autónoma de México, 

el Centro Regional de Ciencias Biológicas 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 relación al control de inoculinteJ, existen normas­

básicas que rigen igualmente en todos los paises como son: la -

habilidad para competir de la bacteria que se encuentra en el -

inoculante, una población que garantice la sobrevivencia de la­

bacteria en el tiempo de adaptación al suelo, que el soporte 

esté libre de microorganismos antagónicos a Rhizobium y que el­

inoculante sea de flcil 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-­

duetos. La expedición de licencia por parte de las autoridades 

solo exige que cumplan las especificaciones que dan los mismos­

fabricantes. La licencia se renueva cada dos años. (9) 

En la tabla 2 se exponen algunas características de los 

inoculantes producidos en México. 
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Tabla l. Normas para el Control de Calidad en diferentes 

Países. (26) 

Pafs Standar 

Australia Se exige más de 1 X io8 rizobia 
viables, a excepción de Rhizobium 
que forma nódulos en Lotononis 
que es 3 X 107 (Date & Roughley 
1977). 

Canadá 

Checoslovaquia 

llueva Zelanda 

Rusia 

Estados Unidos 

Un mfnimo de 106 rizobia viables 
por gramo de inoculante es acep­
table, pero el inóculo viable 
que se necesita por semilla es -
i o3. 

3 X 108 rizobia viables por gra­
mo de inoculante. 

1 X 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 

reala111entar.i6ri exucla para la calidad­
de 1 os inoculantes, cada estado­
establece sus propias normas. 



Tabla 2. Instituciones que elaboran i no cu 1 antes en México y algunas características 

de los inoculantes. ( 26) 

Institución Localidad Tamaño Soporte Población de Un i - ;.11JJ ti - Garantía Control 
de + rizobia en el de 

partícula esteril inoculante. cepa cepa calidad 

Fertimex México, O. F. 200 Sf 108 a 10 9 + 6 meses 
ma 11 as 

L ab. de Microb. Matehuala, 200 Sf 108 + +/- 8 meses 
programa de S. L. P. ma 11 as 
empleo rural. 

Colegio de Chapingo, 200 Sf 109 + + 6 meses 
Pos tgraduados México. ma 11 as 

Qufmica Edo. de Méxi.co. 200 Sf 5 X 108 + 6 meses 
Lucava, S.A. 111a 11 as 

Nitragfn Guadal ajara, 100 y 200 Sf 108 + + 6 meses 
Jalisco ma 11 as • 

F IRA Tezoyuca, 100 Sf 108 + 6 meses 
More! os. ma 11 as 

Fac. de Quf-
109 mica , UNAM y México, D.F. 200 Sf + 6 meses 

el Instituto ma 11 as 
de Geolog!a, 
UNAM. 

+ A base de turba . 
U> 

11 Cuantificación de Rhizobium/g de turba. e 
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5.- MATERIAL Y METODOS 

A.- Se empleo turba donada por FERTILIZANTES MEXICANOS, 

S.A. de un tamaño de partfcula de 200 mallas, a la que se le 

determinaron las siguientes caracterfsticas: 

- Porciento de humedad y capacidad de retención de agua­

segan el método de la AOAC (1!)70). 

- pH, Para lo que se empleó la relación turba-agua 1:2.5-

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

- Materia orgánica. 

Se utilizó el método de Walkley & Black. Este método se 

basa en la oxidación de la materia orgánica utilizando­

el calor liberado por una solución de ácido sulfarico.­

La muestra se trata con un exceso de agente oxidante 

(ácido crómico), el excedente se determina por titula­

ción con una solución valorada de sulfato ferroso (Jac~ 

son, 1960). 

- Nitrógeno total. 

La determinación se hizo por el método de Kjeldahl. 

Este método se basa en la oxidación de la materia org~­

nica con ácido sulfarico, el cual se reduce a dióxido -
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de azufre, seguida de una reducción del nitrógeno a ión 

amonio, provocada por el mismo dióxido de alUfre, despues 

de alcalinizar la muestra digerida, el amoniaco se des­

tila para determinarlo cuantitativamente por titulación 

con una solución de ácido bórico al 4 porciento. (17) 

A la turba se le ajustó el pH a 6.8 mediante la adición 

de Caco 3 en proporción de 5 porciento. 

Esterilización.- Se emplearon dos métodos de esteriliza 

ción que corresponden a: 

- Tratamiento con vapor hamedo y presión para lo que se -

colocó en autoclave a 120ºC y 15 libras de presi6n du-­

rante una hora. 

- Radiaciones gamma, efectuada en el Centro de Estudios -

Nucleareas de la UNAM. 

La fuente de irradiación fue un equipo Gammabean, con 

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

rads. 

Al soporte esterilizado por los procedimientos anterio­

res se le sometió a determinaciones de control de esterilidad,~ 
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para lo que se inoculó la turba esterilizada en placas de petri 

que contenían 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 FQ17 del Laboratorio de Microbiologfa Experi-­

mental de la Facultad de Qufmica UNAM. 

A estas se le determinó pureza y se procedió a su prop! 

gación en el medio de Extracto de Levadura Manito], incubandose 

a 28ºC y a 200 rpm. Para determinar la curva de crecimiento, 

la que se evaluó por el método turbidimétrico de la escala de -

Me Farland ( 18). Real izandose la lectura en un Fotómetro 

Klett-Summerson Mod. 800-3. 

Para efectos de inoculación en turba se estableció como 

periodo de Incubación 6 dfas a los cuales los microorganismos -

probados alcanzaron la etapa de transición entre las fases lo­

garftmica y estacionaria que es la recomendada en la producción 

de inoculantes. 

C.- Preparación del lnoculante. 

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

una, cada bolsa con 10 g. rJe turba. 
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Lote 1, Sin esterilización. 

Lote 2. Esterilizado por autoclave el que se envasó en­

condiciones asépticas. 

Lote 3. Esterilizado por exposición de las bolsas con -

la turba a radiaciones gamma. 

Coda lote se subdividió en 3 paquetes de 16 bolsas que 

fueron utilizadas de la siguiente manera: 

Lo te 1. 

Lo te 

Lote 

1.1 Control 

1.2 Inoculadas con la cepa FQ9 

1.3 Inoculadas con la cepa FQ17 

2. 

2. 1 Control 

2.2 Inoculadas con la cepa FQ9 

2.3 Inoculadas con 1 a cepa FQl 7 

3. 

3 .1 Control 

3.2 Inoculadas con 1 a cepa FQ9 

3.3 Inoculadas con 1 a cepa FQ17 
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La inoculación se efectu6 adicionando 7.5 ml. del cul-

tivo correspondiente con una jeringa esteril, ajustando la hume 

dad a 60 porciento. 

En el caso de los controles se agrego el mismo volumen 

de medio de cultivo esteril empleado en la propagaci6n de las -

cepas. 

Cuantificación de Rhizobium. 

Los in6culos contenfan una poblaci6n de rizobia de 

28.74 X 1019 microorganismos por mililitro para la cepa FQ9 y -

12 .84 X io 19 microorganismos por mililitro para la cepa FQ17. 

El número 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 maduraci6n del inoculan 

te. 

Posteriormente se procedi6 a conservarlos en tempratu-­

ras que fluctuaron entre 20 y 30ºC tratando de reproducir las -

temperaturas de almacenamiento y distribuci6n al campo. 



56 

La cuantificaci6n de células viables se efectuó a dife 

rentes perfodos con la finalidad de efectuar el seguimiento del 

periodo de maduración y la sobrevivencia de Rhizobium y conse-­

cuentemente de la calidad del inoculante preparado. 

Los tiempos a los que se efectuó esta determinaci6n co­

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

Con objeto de comprobar las caracterfsticas de infecti­

vidad y efectividad en la fijación de nitrógeno de los inocu-­

lantes preparados, estos fueron probados en el hospedero adecu~ 

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 la solución 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 días despues de los cuáles se evaluo el peso s~ 

co de 1 a parte a e rea y el número y peso seco de 1 os n6dul os. (41) 

Esta determinación se realiz6 en los inoculantes alma-­

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

Características fisicoqufmicas de la turba 

Los resultados de los análisis practicados a la turba -

nacional se muestran en la tabla 4, como comparación se inclu--

yen en la tabla 5 datos sobre la turba nacional proporcionados-

por FER TIME X , S . A . y en 1 a ta b 1 a 6 datos sobre 1 as turbas de 

Winconsin, Badenock y NP, utilizadas en la elaboración de inocu 

lantes en Estados Unidos, Australia y España respectivamente. -

( 39) 

Los resultadoi de la capacidad de retención de agua, 

contenido de materia orgánica y pH, muestran que la turba nacio 

nal en estudio llena los requisitos fisicoqulmicos más importa~ 

tes para ser empleada como soporte en la elaboración de inocu--

!antes, ya que presenta características similares a las report~ 

das en la tabla 5. 

Tabla 4. Resultados del análisis de la turba. 
Facultad de Qulmica. UNAM. 

N to ta 1 
Materia orgánica 
Capacidad de retención de agua 

pH relación 1:2.5 

l. 75 
66,90 

125,00 

5.35 



Tabta 5. Resul~ados de los análisis de la turba. 
FERTIMEX, S.A. 

Pérdida por calcinación a 500ºC 

N total 

P total 

K 

s 

Ca 

Mg 

Fe 

Na 

e corno c 
Sales solubles 

RIA 

Capacidad de retención de agua 

Mn 

Cu 

B 

Cloruros 

Carbonatos 

C!C 

pH relación 1:3 

Al, Mo y Co 

No 

% 

66.70 

l. 68 

o .13 

0.08 

0.53 

l. 33 

0.70 

0.40 

0.11 

34.20 

0.74 

17.70 

240.00 
ppm 

220 

30 

5 

contiene 

95.6 meq 

6.2 

Trazas 
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de Na/100g. 



Tabla 6. Caracterfsticas fisicoqufmicas de turbas de diferente origen. 

Materia Capacidad 
org~nica N p K retenci 6n 

% % % "' de agua ,, 
g/100 g de 
turba seca 

México* 66.2 l. 68 0.13 0,08 240 

Badenock 64.3 l. 83 0.22 0.15 320 

Wisconsin 86.8 l. 62 

NP 69.3 1.12 172 

México** 66.9 l. 75 125 

( *) Resultados obtenidos en fertimex. 

(**) Resultados obtenidos en la facultad de Qufmica, UNAM. 

RIA pH 
% 

17.7 6.2 

12.0 6.8 

13.2 5.0 

30.7 6.9 

5.35 

Densidad 

0.50 

U1 
\!: 

' 
·' 
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Control de Esterilizaci6n 

El tiempo de calentamiento y dosis de radiaciones fue-­

ron adecuados ya que no se registró desarrollo de microorganis­

mos en los soportes después de esterilizarlos. 

Curva de crecimiento de Rhizobium 

Mediante la presente curva se definió la fecha de la 

inoculaci6n en los soportes, eligiendo el sexto dfa. Ver tabla-

7. 

Tabla 7. Curva de crecimiento de las cepas de Rhizobium 

japonicum ~Q9 y FQ17. 

T(Dfas) FQ9 FQ17 

Unidades UK UK 

o 12 14 

51 62.5 
2 117 16 7 
3 122 253 
4 169 335 
5 169 410 
6 l 7fl 430 
7 180 45 5 
8 178 530 
9 178 530 

10 173 530 
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Cuantificación de Rhizobium en los diferentes tratamientos. 

Turba sin esterilizar. 

En los 3 sublotes del lote 1 que corresponden al no in~ 

culada y los 2 inoculados se registró un desarrollo abundante -

de otro tipo de microorganismos que impidieron el desarrollo 

de Rhizobium. 

Esta determinación se efectuó unicamente a los tiempos-

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

Turba esterilizada control. 

No se registró desarrollo de ningun microorganismo en -

todas las determinaciones efectuadas durante el período que du­

ro el experimento. 

Turba es te ri l izada. 

Los resultados de la sobrevivencia de las bacterias se­

muestran en la tabla 8 y como comparación se incluyen en la ta­

bla 9 los resultados de la sobrevivencia de una cepa afectiva 

de Rhizobium phaseoli; FM en turba nacional. (39) 
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Tabla 8. Resultados de la sobrevive~cia de 1 as cepas de 

Rhizobium japonicum ( FQ9 y FQ17) . 

FQ9 FQl 7 

cel/g de inoculante cel/g de inoculan te 
T(Df as) Autoclave Rad. gamma Autoclave Rad. gamma 

o 5 .12 X 1013 1.15 X 1ol4 5. o 1 X 1o11 l. 2 5 X 101 o 

5 3.16 X 1018 l. 99 X 1014 2.13 X 1014 3.09 X 1014 

10 2.13 X 1018 1.58 X 1014 3.38 X 1016 6.31 X 1015 

15 9,33 X 101 7 3.16 X 1014 l. 07 X 1018 l. 20 X 1018 

30 l. 48 X 1018 2.13 X 1018 8. 51 X 1015 2.51 X 1016 

60 l. 86 X 1018 7.94 X 1o¡J.9 l. 58 X 1016 7. 94 X 1015 

90 5.o1 X 1017 1.07 X 1016 l. 07 X 1016 l. 99 X 1014 

120 3.38 X 1015 5. 01 X 1015 3. 98 X 1013 l. 58 X 1010 

150 5.01 X 1014 7.94 X ioll l. 99 X 1014 6. 31 X 109 

Tabla 9. Contenido de humedad y namero de células por gramo de 

inoculantes de una cepa efectiva de Rhizobium phaseoli. 

(39) 

% Húmedad Células/g de inoculante Tiempo (Dfas) 

48.8 3.5 X 109 15 

48.0 2. 4 X io8 30 

4 7. o l. 7 X 108 120 

45.33 5.5 X 10 7 180 
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La concentración de rizobia vivos/ml. que se introduj~ 

ron en la turba para los tratamientos fue de 28.74 X 1019 célu­

las por mililitro para FQ9 y de 12.84 X 1019 células por milili 

tro para FQ17. 

En 1 as primeras dete rmi naciones real izadas a 1 os produ~ 

tos, en el inicio de la prueba (Tiempo O) se encontró que la p~ 

blaci6n de células agregadas inicialmente disminuy6 bruscamente 

en esta fase en ambos tratamientos. En las determinaciones PO! 

teriores que se muestran en la tabla 8 se observa que el inocu­

lante FQ9 alcanzó su estado de madurez a los cinco dfas en el-

que se registr6 el mayor número de células por gramo de produ~ 

to, cantidad que permaneció constante hasta los 90 dfas de alma 

cenamiento para el tratamiento con vapor húmedo; mientras que -

por el tratamiento con radiaciones gamma, el número de células­

por gramo de producto tuvo un comportamiento constante durante­

la etapa de maduración 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 celular de la cepa FQ17, la cual fue-
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similar para ambos tratamientos manteniendo un ascenso gradual­

en el número de células por gramo de producto durante la etapa­

de maduración para posteriormente manifestar un descenso gradu~ 

hasta el término de la prueba. 

Ambas cepas registraron una población celular arriba -

de io9 rizobia por gramo de producto durante los 5 meses que­

dur6 la prueba. 
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lnfectividad y efectividad de Rhizobium 

Los resultados de infectividad y efectividad se mues- -

tran en las tablas 10 y 11 respectivamente. 

Tabla 10 

FQ9 

FQ17 
e ( + l 
e ( - l 

Tabla 11 

FQ9 

FQ17 

e ( + l 
e ( - l 

Masa nodular 

Vapor hamedo 

Tiempo (Dfas) 

7 30 75 

0.12 0.24 0.31 
0.15 0.23 0.23 
0.12 

0.07 

Peso seco .de la parte 

Vapor húmedo 
Tiempo (Dfas) 

7 30 75 

1.93 2.66 4.32 

2.10 2.68 3.42 

2.92 3,56 4.32 

1.69 1.52 1.68 

(gramos) 

Rad. gamma 
Tiempo (Dfas) 

7 30 75 

0.16 0.25 0.34 
0,08 0.23 0.26 

0.08 ----

ae re a (gramos) 

Rad. gamma 

Tiempo ( IJf as) 

7 30 75 

2.30 2.58 4.07 

1.92 2.93 3.98 

3.10 3.41 4.40 
1.87 l. 45 l. 61 
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Dado que la población de Rhizobium por gramo de turba -

mantenida durante toda la etapa de la prueba fue alto, resultó -

muy prometedor encontrar como las bacterias inoculadas conservan 

sus caracterfstlcas 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 esper~ 

ban similares dado que la población de Rhlzobium por gramo de 

turba resultó elevado, la diferencia en cuanto a mayor peso no -

refleja mayor efectividad sino que este experimento se realizó -

en mejores condiciones ya que en el experimento de los 30 dfas -

se registró una plaga del llamado falso medidor que aan cuando -

se controló se detecta el efecto en los tratamientos probados. 

Si bien es cierto que el control (+) de nitrógeno man-­

tiene un peso seco muy superior tanto en su masa nodular como en 

la parte aerea, los rizobia FQ9 son los que mejor manifiestan su 

capacidad infectiva y efectiva en comparación con los rizobia 

FQ17, pero sin alcanzar el nivel del control (+} de nitrógeno.­

Las observaciones realizadas más importantes en las diferentes -

etapas de infección fueron que la mayoría de los nódulos se en­

contraba en la parte superior de la raíz principal, consistían -

de nódulos grandes, uniformes y de color rosa al partirlos par­

la mitad, resultando estos datos importantes dado que reflejan -

la efectividad de los mismos. En el experimento de los 7 días -

se encontro que los controles tanto positivo como negativo se -
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contaminaron posiblemente debido a la manipulaci6n observandose­

nodulación en la parte superior de la rafz principal, elimincfodo 

se esto en los demas experimentos. 

Durante el perfodo de trabajo se analiz6 que el trata-­

miento más recomendable para la sobrevivencia de las cepas FQ9-

Y FQ17 es mediante vapor húmedo, el cual mantiene una poblaci6n­

celul ar superior al tratamiento con radiaciones gamma, 

Según estos resultados, las cepas FQ9 y FQ17 es estu-­

dio sobreviven en un alto porcentaje en turba nacional y durante 

un perfodo adecuado para su uso en la industria de los inoculan­

tes en M~xico. 

La sobrevivencia de las dos cepas de R. japonicum en -

la turba nacional es similar a la sobrevivencia de Rhizobium de­

desarrollo rápido. Estos últimos estudios fueron realizados en­

Fertimex. 
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7.- CONCLUSIONES 

1.- Dado que la turba contiene materia orgánica en altas propor 

ciones y condiciones que favorecen el desarrollo de cual- -

quier tipo de microorganismo es necesario esterilizar los -

soportes para eliminar competencia de otros microorganismos 

asf como efectos de antagonismo que interfieran con la ada~ 

taci6n y sobrevivencia del microorganismo de interés. 

2.- Los procesos de esterilización utilizados fueron adecuados­

Y por lo tanto recomendables. De tal modo que su elecci6n­

en la industria dependerá de las condiciones econ6micas de­

que se dispongan. 

3.- Las dos cepas empleadas fueron capaces de propagarse, adap­

tarse y sobrevivir a través de los 5 meses que duro el exp~ 

rimento. 

4.- Ambas cepas conservaron sus caracterfsticas de infectividad 

y efectividad. 

5.- Con base en lo anterior y en el comportamiento de Rhizobium 

de crecimiento rápido reportado en trabajos previos se co~ 

sidera que la turba nacional es un soporte adecuado para la 

producci6n de inoculantes. 
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