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"Ahora nos falta ver si, por ser hombre, merece la muerte.

"Entiendo yo, sefiores, que nunca ha negado nadie, jy cbmo
habia de negarlo yo;i que todas las criaturas son producidas -
por nuestra comin madre la Naturaleza, para vivir en sociedad.
Ahora bien, si yo pruebo que el hombre parece nacido para rom
perla, ¢no probaré a la vez que, yendo contra el fin de la --
creacidn, merece que la Naturaleza se arrepienta de su obra?

Fragmento de "Historia de los P&jaros'.
Cyrano de Bergerac.
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RESUMEN

Se realizdo un experimento comparativo para determi
nar la calidad como soporte de una composta obtenida a
partir de desechos orgdnicos y turba mexicana. Ambas se
inocularon, por separado y en combinaciones proporciona
les, con una cepa de Rhizobium phaseofi CIAT-632 cuyas
densidades poblacionales se determinaron por el método
de cuenta viable en placa. Se utilizd un disefio facto--
rial para evaluar el efecto del soporte y la interaccion
tiempo soporte. Se obtuvieron buenos resultados con una
mezcla al 50% de turba y composta durante 135 dias. En
los soportes con mayor cantidad de composta se observa-
ron colonias contaminantes que se sobrepusieron a las -
poblaciones de rizobia, por los que aquéllos se esteri-
lizaron por radiacidn gamma y se evaluaron durante 30 -
dias sin encontrar efectos tdxicos. E1 andlisis fisico-
quimico indicé que el lote de composta usado contenia -
un bajo porcentaje de materia orgdnica, alto contenido
de Fe y baja concentracidon de algunos metales pesados,
por lo que se recomienda mejorar la seleccidn de mate--
riales de origen y tratar de elevar y mantener el conte

nido de materia organica.
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INTRODUGCION

Uno de los problemas fundamentales en el mundo es
la alimentacion. En México la disponibilidad per capita
de calorias es aceptable (2,500 a 2,600 cal/dia), pero
paraddjicamente cerca de un 60% de Ta_poh]acién padece
desnutricidén (Quintero, 1984). Los factores que propi-
cian esta situacidon son diversos: distribucidn, especu
lacidn, desculturizacidon, carestia y entre ellos la in
capacidad productiva no es primordial por ser la solu-
cidon bdsicamente politica, social y econdmica (Bermi--
dez, 1984; Chavez, 1984). Por lo tanto, es necesario -
considerar ante el incremento poblacional y la proble-
mitica —o franca incapacidad— de incorporar a la pro
duccidn agricola zonas no explotadas actualmente (Ha--
11liday, 1976; Elrlich, 1971), el desarrollo de formas
alternativas para aumentar la eficiencia en la produc-
cion de alimentos (Bourgues, 1984; Gdlvez, 1984) bus--
cando un equilibrio entre el uso intensivo de la tie--
rra, la conservacidn de los recursos, la buena calidad
del ambiente y un desarrollo social y econdmico satis-
factorio (Morales & Pineda, 1982; Gomez-Pompa & Toledo,

1971).

Los intentos por aumentar la produccidn de los --



cultivos estdn cominmente asociados a tecnologia que -
produce fuertes perturbaciones en los ciclos de la ---
biésfera (Huidobro, 1984; Brown, 1970), ya que la ex--
plotacidon de un ecosistema sdlo es posible cuando se -
disminuye su madurez y/o se detiene la sucesidn, con -
la consecuente disminucidn de la diversidad y el aumen
to en la importancia de la circulacion de nutrientes -
por fuera de los organismos (Margalef, 1981), factores
que implican disminucidn de los mecanismos homeostdti-
cos de la biogeocenosis (Acot, 1978). La manutencién -
de la explotacidn con una alta productividad neta de -
la comunidad por lapsos prolongados, en el caso especi
fico de los agroecosistemas, requiere de un considera-
ble aporte energético externo o subsidio a través del

cultuvo mecanizado, la irrigacjﬁn, la seleccidn genéti
ca, el uso de bio., y la aplicacidn de fertilizan--
tes (Odum, 1972), sin que el aumento en rendimiento o
la energia que contienen los *limentos asi producidos

sean proporcionales a la inver.idn energética (Brown,

1970), generdndose ademds, gran cantidad de poluciones
fisicas y quimicas (Acot, 1978) que pueden mantenerse

y acumularse en los ecosistemas por ser excesivas o no
existir los procesos naturales especificos para su de-

gradacidn (Margalef, 1981; Odum, 1972).

Entre los principales limitantes de la agricultu-

ra moderna se encuentra la disponibilidad de fésforo y



nitrdgeno; el primero por su ciclo bicgeoquimico sedi-
mentario y el segundo por ser, tal vez en la actuali--
dad, el nutriente mds importante debido a que el reque
rimiento en los cultivos es muy elevado (Rojas, 1982;

Medina, 1977). Sin embargo, a pesar de su relativa ---
abundancia en la atmdésfera, 79% de su composicidn co--
rresponde a la forma gaseosa N, s6lo 1o que se consi-
dera nitrdgeno inorgdnico es aprovechable para las ---
plantas (NHy, NO3) y estas formas del elemento se pier
den constantemente del suelo ya sea por lixiviacidn, -
volatilizacidn y en la cosecha; ademds de que la micro
flora eddfica compite ventajosamente con los cultivos

por los iones nitrogenados (inmovilizacién)(Alexander,
1980; Ruiz et af, 1967) por lo que para mantener las -
altas tasas de produccidon agricola deben aportarse con

tinuamente fertilizantes quimicos (Rojas, 1982).

La produccidn industrial de fertilizantes nitroge
nados es muy onerosa desde el punto de vista energéti-
co, ambiental y, por ende, econdmico ya que la fija---
cion del Nz por el proceso de Haber-Bosh (Sienko & Pla
ne, 1972) requiere para la reduccidn hasta NH3, combus
tibles fosiles como fuentes energética y de hidrdgeno,
encareciendo notablemente el precio de los alimentos -

(Brill, 1977).

En 1974 el consumo de fertilizantes nitrogenados
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cion (Alexander, 1980).

La inoculacidn consiste bdsicamente en introducir
al suelo la cepa de Rhizobium en forma directa'h im---
pregnando las semillas; en ambos casos se emplea un --
inoculante que consta de un material que sirve como sg
porte a las bacterias manteniéndolas viables por pro--
longados periodos de tiempo, sin que pierdan sus carac
teristicas tipicas de infectividad y efectividad (Alex

-

ander, 1980).

La turba es el material que senemplea cominmente
como soporte para inoculantes por sus caracteristicas
como alta capacidad de retencidn de agua y elevada can
tidad de materia orgdnica {Bur?cn, 1981). En muchos --
paises, particularmente los de regiones tronicales que
no poseen depdésitos turberos o donde la turba disponi-
ble no es de calidad, se han 'robado diversos materia-
les como excipientes alternativos con la finalidad de
disminuir los costos de aplicacion de inoculantes, --
siendo promisorias por ahora algunas formulaciones a -

base de carbén y composta (Garcia, 1981).

La composta puede considerarse como un humus arti
ficial resultante del tratamiento y manejo especializa
do del material orgdnico propenso a descomposicidn, cu

yo origen puede ser agricola, industrial o urbano. EI



proceso de composteo es una solucidn aceptable y econd
mica para procesar desechos al aprovechar el producto

bdsicamente como abono (Rubio, 1979).

En la Ciudad de México, cuyo crecimiento y trans-
formacidn estdn entre los mds espectaculares del mundo
(0lea, 1982) el proceso de composteo podria ser una al
ternativa interesante ya que la dotacidon de servicios
piblicos requieren de inversiones cuantiosas que no --
son productivas, pues en una megalépolis de tales di--
mensiones dichos servicios se encuentran en la etapa -
de rendimiento decreciente (Flores, 1981). Asi, la eli
minacion de desechos sé6lidos es uno de los principales
problemas del Distrito Federal, ya que tan sélo dentro
de sus 1imites politicos se producen 34,966 toneladas
diarias de basura, y hay que cﬁnsiderar que la zona ur
bana abarca un drea mucho mayor, y al ser deficientes
colecta y procesamiento de desechos, las condiciones -

sanitarias son precarias (SAnlP, 1982).

E1l Sistema Integral de Reciclamiento de Desechos
Orgdnicos (SIRDO) posee una tecnologia que combina la
descomposicidn aerobia y anaerobia para el procesamien
to de los desechos sdlidos, simultdneamente con las --
aguas negras (Cuadro 1), resultando como producto fi--
nal un abono en forma de tierra seca rico en macro y -

micronutrientes (Cuadro 2). E1 SIRDO representa una al



ternativa para lugares donde no existe érenaje Yy reco-
leccion de basura ya que mediante el tratamiento de de
sechos evita la formacidn de focos de contaminacién me
jorando asi el aspecto sanitario de la localidad. Ade-
mids, el producto resultante tiene un valor econdmico -
como abono que puede incrementarse al ser usado como -
soporte para inoculantes de leguminosas, permitiendo -

asi un mayor ingreso a la comunidad (Mena, 1983).



OBJETIVO

Con base en lo anteriormente expuesto, el objetivo
que delinea el presente trabajo es: Determinar la Utili
dad del Abono obtenido del SIRDO como Soporte de Bacte-
rias de la especie Rhizobium phaseofi en Inoculantes pa
ra Leguminosas, al usarlo Integro o en Combinacidn con
Turba Nacional, mediante Cuenta Viable Periddica duran-

te un lapso de 135 dias en Almacén a 4°C.



ANTECEDENTES

Las caracteristicas de las leguminosas y sus efec-
tos sobre los suelos han sido reconocidas en diferentes
épocas y culturas. Egipcios y Romanos las empleaban co-
mo plantas forrajeras y mejoradoras del suelo (DISPERT,
1968). Los campesinos medioevales europeos conocfan los
efectos beneficiosos de 1a rotacion de estas plantas --
con otras formas cultivables (Pratt, 1965). En China, -
la siembra de leguminosas es una practica ancestral que
se combina con la aplicacidn de desperdicios (vegetales,
animales y humanos) con la finalidad de aumentar el ren
dimiento por unidad de area (King, 1911 op. ecit. Foth &
Turk, 1972).

Un cultivo de leguminosas puede requerir cuatro ve
ces la cantidad de nitrdgeno necesaria para otros culti
vos (Frederik, 1978); sin embargo, cuando existe nodula
cidn efectiva el nitrdgeno no es un factor limitante pa
ra las leguminosas. En tales circunstancias su consumo
(ingesta) provee proteinas vegetales de muy buena cali-
dad, mejor que las de los cereales, llegando a comparar

se con las proteinas de origen animal (Boerma, 1970).

Ademds de su valor alimentario las leguminosas pue
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den incrementar la productividad del suelo mejorando su
fertilidad, al usarlas como abono verde (Daubenmire, --
1979) y/o por sus exudados radiculares de sustancias ni
trogenadas asimilables por otras plantas (Alexander, --
1980), cuando se siembran como cultivo alterno espacial

o temporalmente con algin otro.

Recientemente se ha cuantificado la relacidn de --
las leguminosas con el aumento de la productividad de -
los suelos. E1 rendimiento de una zona con monocultivo
de maiz puede incrementarse significativamente cuando -
se usa una rotacion maiz-avena-leguminosa durante tres
afios en la misma zona (Page & Willard, 1946). En condi-
ciones propicias es posible tener ganancias promedio -.
de nitrogeno de 100 kg/ha/afio (Alexander, 1980), e in--
clusive se reportan ganancias de 300 kg/ha/afio en la --
URSS (Imshenetsky, 1978), aunque debe mencionarse que -
estos rendimientos se han obtenido en campos experimen-
tales con condiciones muy favorables. No obstante, cual
quier aumento en la productividad por efecto de las le-
guminosas tiene como condicidn a padiori la formacidn de
nddulos radiculares, consecuencia de una infeccién por
bacterias del género Rhizobium spp. siendo éstas las --
responsables de la fijacidn del nitrdgeno atmosférico -
por poseer el mecanismo bioquimico conocido como siste-
ma nitrogenasa (Brill, 1977) cuyos requerimientos ener-

géticos y de condiciones anaerobias condicionan que la

11



fijacidon se realice, casi exclusivamente, al producirse

la asociacion de planta y bacteria.

La simbiosis Rhizobdium-Leguminosae es muy signifi-
cativa para la agricultura moderna pues la cantidad de
nitrdgeno que se fija por este medio es sustancial (--
Dawson, 1970), calculdndose que en 1973 fueron fijadas
182.5-10% toneladas de nitrdgeno (Hardy & Holstein, ---
1973) 1o que significé cinco veces el fertilizante usa-
do ese afio; ademds debe considerarse que el desarrollo
de una tecnologia que aproveche la fijacion biclégica -
del nitrdgeno atmosférico serd una l1lave que abrird las
perspectivas de mayor rendimiento a menor costo (Hardy
& Havelka, 1975). Por tanto, es muy importante el estu-
dio de la simbiosis sobre todo si se considera que cada
cepa de Rhizobium posee caract;risticas propias de in--
fectividad; mds adn, de la totalidad de las infecciones
s6lo un 5% desarrollan nddulos y de éstos sélo un peque
fio porcentaje es efectivo. En algunos casos la relacidn
puede devenir en parasitismo en diversos grados, segiin
la tasa de fijacidn cubra las demandas del hospedero, e
inclusive una infeccién masiva puede ocasionar su muer-

te (Alexander, 1980).
E1 conocimiento de Ta simbiosis Rhizobium-Legumino
sae se inicid cuando Liebig y Busingnault, en 1830 (eop.

cit. Burton, 1967), demostraron experimentalmente l1a ca

12



nacidad fijadora de las leguminosas al hacerlas crecer
en un medio deficiente en nitrégeno y cuantificar la -
cantidad fijada del elemento. En 1879 Frank (op. cit.

Soriano, 1978) reconocié que los nddulos radiculares -
de las leguminosas eran causados por bacterias, pero -
fue hasta 1886 que Hellriegel y Wilfart (op. 24it. Bu--
rris, 1974) observaron por primera vez la relacidn né-

dulo-fijacidn.

En 1888 Beijerink (op. eit. Vargas, 1969) aislo -
por vez primera la bacteria causante de la nodulaciédn,
indicando la necesidad de suministrar artificialmente
los microorganismos al suelo, 1o que motivé el desarro
110 de la industria de los inoculantes. No obstante --
fueron los mismos Hellriegel y Wilfart quienes en 1888
(op. eit. Jordan, 1962) inocularon por primera vez se-
millas con suelo donde habian crecido leguminosas ante
riormente, con el método que denominaron como fransfe-
nencia. Resultd aceptable la nodulacidn, sin embargo,
se presentd el problema de contaminacién del suelo ino
culado ademds de que los costos de transferencia de --

suelos resultaron muy elevados.

Las nrimeras prdcticas de inoculacion de semillas
con cultivos artificiales la realizaron en 1896, por -
separado, Nobbe, Hiltner (op. cit. Herndndez, 1980) vy

Voelcker (op. cit. Roughley, 1981). Los primeros usaron

13



un medio dé cultive a base de azicar, aspargina, gelati
na y extracto de leguminosas al que denominaron nitra--
gin y posteriormente trataron un método a base de algo-
dén sin obtener resultados satisfactorios. Por su parte
Voelcker trabajo con bacterias crecidas en un medio aga
rizado suspendiéndolas posteriormente en agua para ino-
cular las semillas o el suelo. Este método ain es em---

pleado en Australia en pequefia escala.

Algunos intentos por mejorar la introduccidn de ce
pas efectivas fueron desarrollados por Marks (1905), Mc
Alpine (1906) y Donan (1912); sin embargo, es hasta fe-
cha mds reciente que la investigacidn en este campo tu-
vo mayor auge ante el deseo y/o la necesidad de introdu
cir exitosamente especies de leguminosas a nuevas dreas

(Roughley & Pulsford, 1982).

En 1942 se realizd el primer experimento para pro-
bar la eficiencia de varias c:upas de Rhizobium. Durante
1944 se determinaron algunos de los principales efectos
del almacenaje en la longevidad y efectividad de siete
grupos cultivados sobre diversos medios agarizados y --
turba. E1 principio del método usado en la actualidad a
base de turba seca, finamente molida y estéril se desa-
rroll1é en 1946 y, en 1952, finalmente se establecid un
método para preparacidn masiva de inoculantes empaqueta

dos en pfio4ifm duplex (Roughley & Pulsford, 1982).

14



E1 desarrollo actual de la industria de los inocu-
lantes ha diversificado y especializado la investiga---
cion en este campo. Por un lado, ante la deficiencia fi
sica o cualitativa de depdésitos turberos en muchos pai-
ses, se investigan diversos materiales para emplearlos
como sustitutos de la EHEP“' entre los cuales pueden --
citarse mezclas de suelo y carbdn (Newbold, 1951), tur-
ba y suelo combinados (Van Scherven ef af, 1954), suelo
con polvo de cdscara de coco (John, 1966), paja de tri-
go (Schiel & Diegues, 1970), bagazo de cafia (Liederman,
1971), polvo de celulosa (Pugashetti et a£, 1971), com-
posta vegetal (Iswaran ot af, 1972), lodo filtrado con
desperdicios de la molienda de la cafia de aziicar (Phil-
pots, 1976), polvo de cdscara de coco mds composta de -
mazorcas de maiz (Corby, 1976), poliacrilamida (Dommer-
gues & Diem, 1979), cdscara de cacahuate, carbdn, vermi
culita, mazorcas y poliacrilamida (Sparrow & Ham, 1983).
Los resultados son variables en cuanto a la calidad de
los inoculantes; sin embargo, hasta el momento ningidn -
material ha superado a la turba (Graham et af, 1974). -
En otro sentido, se realizan pruebas con la finalidad -
de mejorar las cepas para obtener estabilidad genética,
mayores capacidades infectivas y efectivas, alta capaci
dad competitiva para la formacion de nédulos, mayor via
bilidad y resistencia bajo diversas condiciones ambien-
tales durante la preparacion, el almacenaje y la inocu-

lacién (Date, 1976; Brockwell et af, 1968).
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A pesar del auge y desarrollo de la tecnologia de
los inoculantes, pocos estudios hin utilizado Rhizobium
phaseofi (Strijdom & Deschodt, 1976) huésped del frijol
comin (Phaseolus vulganis L.), cultivo de gran impor--
tancia alimentaria en América Latina donde se produce -
el 23% del abastecimiento mundial (FAO, 1974 op. cit. -
Ham & Hubell, 1974), ya que la mayor parte de la produc
cidn de inoculantes (aproximadamente un 80% en Estados
Unidos) se destina bdsicamente a cultivos como la soya
(Geicine max L.) y la alfalfa (Medicago sativa L.) (Da-
te & Roughley, 1977); mas aidn siendo las lequminosas --
tropicales un grupo de gran importancia fitogeogrédfica
por su abundancia y diversidad (la mayor proporcidn de
las aproximadamente 13,000 especies descritas se encuen
tran en estas regiones) no se han desarrollado métodos
apropiados para capitalizar la fijacion de N, de estas
zonas (Alexander, 1980; Frederick, 1978; Spargue, 1975)
y se considera que ante la problemdtica de la malnutri-
cidon proteica y el alto costo (e los fertilizantes para
produccidon de alimentos en los paises en desarrollo, --
principalmente en los trdopicos, la explotacidon de la fi
jacidén bioldgica del N, (simbidtica o de vida libre) es
una fuente promisoria de nitrdgeno proteico para consu-
mo humano; sin embargo, es necesario ante todo poseer -
una tecnologia de inoculantes aplicable en estos paises
(Ayanaba, 1978) que consideren necesidades regionales --

de tipo econdmico y de tipo bioldgico, ya que las legumi
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nosas del trdpico son significativamente distintas de -
las de regiones templadas (Morales & Pineda, 1982; Spar
gue, 1975) 1o que ocasiona riesgos de tener grandes pér
didas econdmicas al tratar de introducir, en paises po-
bres, ya sea leguminosas de otras latitudes o inoculan-
tes producidos en otros paises o continentes. En el pri
mer caso el problema puede ocasionarse porque las cepas
nativas de Rhizobium spp. no sean infectivas o efecti--
vas en las plantas introducidas; y en el segundo caso -
puede suceder que exista fuerte competencia de las ce--
pas importadas con las cepas nativas en detrimento de -
las plantas o bien que por ser cepas de espectro amplio
no sean lo suficientemente infectivas (Roughley & Puls-
ford, 1982). Esto es muy importante en paises como Méxi
co donde las cepas para inoculacién no se especifican -
por el gobierno o son distribuidas por algin tipo de a-
gencia de control, como sucede en Australia, Nueva Ze--
landa y Brasil principalmente, sino que cada productor

debe probar sus propias cepas y/o conseguirlas de otras

fuentes (Date, 1976).

En México la aplicacidon de inoculantes tiene un --
costo excesivo pues la mayoria se elabora a base de tur
ba importada (Quintero, 1975). En 1983 Nitragin, indus-
tria pionera en la elaboracidn de inoculantes (con sede
en Guadalajara, Jal.) fabricéd 600 toneladas de las cua-

les del 60 al 70% correspondid nara soya, utilizando --

17



turba importada de Wisconsin, E.U. (Guzmdn, 1984). Ante
estas circunstancias FERTIMEX, planed desarrollar una -
planta productora para emplear turba del pais (Trujillo,
1981). Sin embargo, siendo este un recurso no renovable
(Halliday, 1976) y para evitar dependencia del mercado

exterior, se han realizado investigaciones encaminadas

al desarrolle de una industria nacional para manufactu-
rar inoculantes, empleando materiales de desecho o no -
aprovechados en la actualidad. Algunos de estos traba--
jos emplearon cepas de R. phaseof{ y otros utilizaron -
especies de leguminosas poco estudiadas, pero ain son -
pocos los esfuerzos desarrollados para la consecucidn -
de estos objetivo;. Entre- 1as investigaciones realiza--
das se pueden citar las siguientes: cachaza y suelo tra
tado con R. trifolii (Hernénde;. 1980); aserrin, bagazo
de cafia y cdscara de coco con R. japonicum (Garcia, ---
1981); compostas agricola y urbana con R. phaseoli (Ra-
mirez, 1982); composta de liric acudtico con R. phaseo-

£4{ (Mufioz, 1983).

En consecuencia este trabajo tiene el propdsito de
contribuir en la blisqueda de un soporte alternativo a -
la turba, investigando el abono obtenido del SIRDO ya -
que podria constituirse como una materia prima cualita-
tiva y cuantitativamente adecuada para la produccidn in
dustrial de inoculantes, pues en su elaboracidn se uti-

lizan aguas negras y materiales orgdnicos de desecho y
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se estima que su produccifn oscila entre .25 y 30 tons/
ano, dependiendo de las dimensiores del sistema y del -

nimero de familias participantes (Mena, 1983).
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BIENES Y
SERVICIOS

AGUAS

JABONOSAS

Iﬂ LTRO LENTO |

TANQUE DE
SEDIMENTACION

AGUA
CLARIFICADA

DESECHOS llO-)
GEO RADABLES

EQUIPAMIENTO

CAMARA DE

LODOS
SANITARIOS DESCOMPOSICION

COMPOSTA
TANQUE CAMPO DE CULTIVO:
PiScCicOoLA HORTICOLA
FLORICOLA
FRUTICOLA
ETC.
i.A\fADEROS
/ INOCULANTES
CUADRO 1. DIAGRAMA DE

FLUJO DEL PROCESO SIRDO.

DESECHOS NO
DEGRADABLES

METAL ¥
VIDRIO

PLASTICOS

+ Actualmente sin
utilidad directa
para el sistema.




AN

; CUADRO 2. .

m"ﬂﬂ COMPOSICION DEL ABONO ORGANICO PO? COSICHA.
( 4 COSECHAS )

C.R.D.F.

Oxkutzcab

FECHA : XIT - 81 VIII - 82 IIT - 83 VI - 83.
COSECHA: 2a. * 3a. da.
CAMARA : A A B A
PH  (1:5) 7.72 7.89 6.88 7.10
M.O. (%) 39.04 24.63 45.21 22.34
REL. C/N. 15.5 17.7 12.3 12.4
N (%) 1.46 0.81 2.14 1.05
P (%) 0.38 0.23 0.59 0.30
K (%) 0.41 0.92 0.45 0.44
Ca (1) 3.94 11.12 12.43 4.86
Mg (%) 0.33 0.33 0.38 0.30
Na (%) 0.38 0.40 0.29 0.10
B (PPM) 15.6 11.91 25 © 26
Fe  (PPM) 23088 26500 8304 23500
Mn  (PPM) 374 340 172 915
Cu  (PPM) 44 28 72 29
In  (PPM) 312 129 531 151

* MUESTRA CONTAMINADA CON AGUAS JABONOSAS.

comision nacional de fruticultura SARH
km. 14.5 carretera méxico-toluca-méxica 18 d f.
apdo. postal 41-740- méxizo 10, d. f.

conmutador con 10 lineas 570-24-99



METODOLOGIA

Para cumplir el objetivo y de acuerdo al modelo ex
perimental se prepararon cinco soportes a base de com-
posta del SIRDO y/o turba nacional, proporcionada por -
FERTIMEX, obteniéndose cuatro soportes experimentales -
(S1, S2, S3 ¥y Su), un testigo experimental (Ss) y dos -

testigos de contaminacidn (Sg y S7) como 1o muestra el

cuadro 3.

SOPORTE COMPOSICION PORCENTAJE DE
COMPOSTA : TURBA COMPOSTA EN EL

SOPORTE

Sy 1:0 100%

Sz 3 :1 75%

S, 1 :1 50%

Sy 1 5.3 25%

Ss 0:1 0%

Ss 1:0 100%

Sy 0 : 1 0%

Cuadro 3. Composicidn Proporcional y Porcentual
de los Soportes Experimentales y de los Testigos.

PREPARACION DE LOS SOPORTES.

La composta y la turba fueron secadas a temperatura
ambiente, molidas y tamizadas a malla 200 (Burton, 1981).

A cada soporte se le determind el contenido de Materia -
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Orgdnica (% M0) por el método de Walkley y Black (Jack-
son, 1976), Humedad (% H), Capacidad de Retencidn de --
Agua (CRA) (Caldwell, Carlyle & Dawson, 1967) y pH (Jack
son, 1976) en relacidn 1:2.5 (soporte:agua) con un po--
tenciometro Corning 125. Las pruebas de pH y %H se rea-
lizaron nuevamente al preparar el inoculante y al fina-
lizar los periodos de maduracifn y almacenaje. Ademds,
a los soportes S; y Ss se les realizaron pruebas para -
cuantificar fésforo (P) (Jackson, 1976) y nitrdgeno to-
tal (% N) por el método de micro-Kjeldhal (Jackson, 1976),
mientras que en los Laboratorios Nacionales de Fomento
Industrial (LANFI) se les practicaron pruebas para de--
terminar concentraciones de metales pesados (Cd, As, Hg
y Pb) (Anexo 1).

Los soportes se neutralizaron mediante 1a adicidn
de HC1 1.0 N y Ca(OH), en sustitucidn de CaCO3 (Mc Kea-
gue, 1978). Por (ltimo se esterilizaron en frascos de -
vidrio por calor himedo a 121°C y 1.5 Kg/cm? durante --
cuatro horas. Cada frasco contenfa 10 + 0.05 g de sopor

te.

PREPARACION DEL INOCULO.

Se utilizd una cepa de coleccidn del Laboratorio -
de Microbiologia Agricola de la Universidad Autdnoma Me

tropolitana Iztapalapa de Rhizobium phaseoli CIAT-632,
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Ta cual se procedid a crecer en medio 1{quide constitui
do por extracto de levadura/manitol/rojo congo (ELMRC,
modificado de Vincent, 1975; cuadro 4) en un rango de
temperatura de 29 + 1°C en una estufa "Riossa’ y en agi-
tacion a 200 + 5 rpm en un agitador "Shaker Lab-Line" duran-
te 96 horas, obteniéndose la densidad poblacional al fi

nalizar este lapso.

REACTIVO CANTIDAD POR LITRO
-Manitol 7.00 g
-KaHPO,, 1.00 g
-MgS50,+7H,0 0.20 g
-NaCl 0.10 g
-Extracto de Levadura 0.50 g
-CaC0; (1) 0.01 g
-Agua Destilada Aforar
-Rojo Congo . 0.025 g
-Agar (2) 15.00 g

Cuadro 4. Constitucidn del Medio de Cultivo Extracto
de Levadura/Manitol/Rojo Congo (ELMRC). pH 6.8 - 7.0.

(1) Unicamente se utiliza er medio 1iquido y no se -
adiciona en medio sélid-

(2) Solo se utiliza para preparar medio sdlido.

PREPARACION DEL INOCULANTE (SOPORTE + INOCULO).

Los soportes ya esterilizados fueron introducidos,
en campo estéril, en bolsas nuevas de polietileno, que
se consideraron estériles, con un ooro de 0.05 mm ¢ y -

un tamafio de 1515 cm para posteriormente introducir el

inbculo y adicionar agua destilada, desionizada y este-
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rilizada hasta alcanzar la humedad de 60 - 70% usada en
la preparacion de inoculantes, asi como la cantidad ne-
cesaria de dcido o base para 1legar a un pH neutro, en

las proporciones que se indican en el cuadro 5. Final--
mente las bolsas fueron cerradas herméticamente por ca-

lor con una selladora comercial.

SOPORTE VOLUMEN DE  VOLUMEN DE VOLUMEN DE CANTIDAD DE
INOCULO (m1) H,0 (m1)  HC1 1.0 N Ca(OH), (g)

Sy 2.5 - 0.6  ------
S2 2.5 0.7 0.6 @ eseews
S3 2.5 1.5 — 0.0266
Sy 2.5 2.1 - 0.0556
Ss 2.5 3.2 --- 0.0837
Se --- 2.5 0.6 = =ce==-
S, - 5.7 i 0.0837

Cuadro 5. Preparacidn de los Inoculantes incluyendo los -
reactivos de Neutralizacion.

Al concluir la preparacidn las bolsas fueron debi-
damente etiquetadas y puestas en incubadora de marca co
mercial para iniciar asi la fase de maduracidn de 15 --

dias a 29 + 1°C.

Concluida esta fase las bolsas pasaron a la fase -
de almacenaje en refrigeracion a 4 + 0.5°C por un lapso
de 135 dias para observar el control de calidad de los

inoculantes elaborados.

DISENO EXPERIMENTAL.
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Para la evaluacidn estadistica se recurrié a un di
sefio de tipo factorial (A+B) de efectos fijos (Daniel,
1979) (Anexo 3) para determinar interaccién y/o diferen
cias significativas entre los soportes, realizando con-
teo de rizobios viables periddicamente (Yincent, 1975)

para cada soporte de acuerdo al siguiente cuadro.

NUMERO DE CONTEO _ TIEMPO (DIAS) CLAVE

1 0 to
2 7 t;
3 15 tys
4 30 tao
5 45 tis
6 60 ey
8 90 fyg
9 105 tios
10 120 tizo
11 135 t13s

Cuadro 6. Periodicidad del Conteo expre-
sada en dias a nartir de l1a elaboracidn
de los inoculantes.

Se elaboraron tres bolsas o réplicas por soporte -
por tiempo para un total de 33 bolsas por tratamiento y

un total general de 165 bolsas.

En cada cuenta viable se realizé para cada bolsa -

conteo en placa por duplicado (Vincent, 1975) de las di
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luciones 1:10%, 1:107, 1:10%, 1:10%, 1:101° y 1:10!! --
considerando sélo la dilucidén en cuyas dos cajas el ni-
mero de colonias oscilase entre 5 y 50. Los valores de
densidad poblacional se obtuvieron como el promedio de
ambas cajas multinlicado por la exponencial de la dilu-
cidén. La constitucidn de la placa fue a base de medio -

agarizado ELMRC-Agar (Cuadro 4).

Para los soportes Sg y S; se realizaron conteos en
to, tigs tegs tag ¥ ti20 utilizdndose una bolsa nor teg

tigo por conteo.

En vista de la contaminacidon observada y reportada
en resultados y discusidon se procedid a que los sopor--
tes con relacidn composta:turba de 1:0 (100% de compos-
ta) y 3:1 (75% de composta) fueran también esteriliza--
dos por radiacidn a una dosis de 5.0-108 rads (Roughley
& Pulsford, 1982) (Anexo 2) y posteriormente fueron nre
parados como inoculantes para compararlos por separado
con turba esterilizada por calor himedo, elabordndose -
ademds tres testigos de contaminacidn como se indica en
el cuadro 7, donde también se mencionan las cantidades

de agua y reactivos de neutralizacion.

Con estos soportes se siquid un procedimiento ana-
1090 al descrito anteriormente (Prenaracién de los So--

pertes y del Inoculante), salvo que las bolsas fueron -
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selladas con el soporte dentro antes de la esteriliza--
cidén y la adicidn del indculo se realizé después median
te un corte y posterior sello, siempre en campo estéril.

Los tiempos de conteo fueron tgy, t7, tis ¥ tzg.

SOPORTE  COMPOSICION  VOLUMEN DE  VOLUMEN DE VOLUMEN DE  CANTIDAD
COMPOSTA:TURBA INOCULO (m1)  H20 (ml) HC1 1.0 N Ca(OH), (q)

SRy 1:0 2.5 3.5 Qif  emenmobn
SR, 3:1 2.5 3.5 0 sesessa
SR, 0:1 2.5 4.0 o 0.0837
SR, 1:0 i 6.0 0 s
SRs 3:1 " 6.0 0.6 U
SR 0:1 wn 6.5 i 0.0837

Cuadro 7. Preparacidon de los Soportes Radiados (SR; y SR;) para su compa-
racion con Turba (SR3) y sus respectivos testigos de contaminacién (SRu,
SRs y SRg).
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RESULTADOS

La caracterizacidon fisicoquimica de los soportes -
se presenta en el cuadro 8.1; con fines comparativos al
gunos de estos datos se utilizaron para elaborar perfi-

les grdficos que se encuentran en el cuadro 8.2.

Los valores de %“MO, %#H, CRA y pH fueron analizados
por el método de regresidn lineal simple (Daniels, 1979)
determinidndose la relacidn empirica de cada uno de es--
tos factores con respecto a la composicidén porcentual -
de turba en el soporte. Todos los coeficientes de corre
lacion fueron superiores a |0.94| y las regresiones fue
ron significativas a un nivel critico de o« = 0.01 para
MO y #H y a« = 0.05 para CRA. En las grdficas 1 a 4 se

presentan los valores empleados en las regresiones.

Las cantidades de HC1 1.0 N o Ca(OH); empleadas pa
ra neutralizar los soportes se obtuvieron mediante in--
terpolacidon en curvas de titulacidn, que se muestran en

graficas (Anexo 4).
La determinacidn de pH en ty (pHg) indicd que los

valores para los soportes neutralizados por acidifica--

cion (S, y S,) fueron menores que 7.0, mientras que los
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soportes que se basificaron (S3, Sy y Ss) el pH fue su-
perior a 7.0; estos datos junto con los de las pruebas

efectuadas en ty3s (pHyss) se presentan en el cuadro 9,
pudiéndose observar que en general existe una tendencia
al incremento de pH en el inoculante a medida que trans
curre el tiempo, con excepcidn del soporte S5 donde se
registra decremento aunque su valor al final de la fase
experimental se considera neutro (pH = 6.9). En los ---
otros soportes el cambio promedio de pH fue de |0.69 %

0.09]|, sin embargo, la conclusidon del andlisis estadfis-
tico es que la variacidon de pH entre tg y tj3s en con--
junto, no es significativa. La prueba empleada fue una

prueba de parejas de muestras usando estadistico "t" --

(Parker, 1981).

En el cuadro 10 se encuentran los valores de %H :
Ex obtenidos en tg y tyas (%Hg y %Hy35), incluyéndose,
con fines comparativos, los va'ores de %H, & Ex (de los
soportes en bruto). E1 decremento de humedad entre tg ¥y
ti13s se analizd estadisticamente con la prueba de "t-pa
reada", encontrdndose que el cambio medio de ‘porcentaje
de humedad fue A(%H) = -25.39 + 8.60 siendo esta varia-
cién significativa con un nivel critico de o« = 0.05 pe-
ro no a nivel a = 0.01. Dado que existié un aumento sen
sible entre los Ex de las cuantificaciones de %*H a los
soportes en bruto y los inoculantes, se decidid ana!i-;

zar estas variaciones por medio de un "ANDEVA" de clasi
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ficacion simple (Parker, 1981), concluyendo que existi-

an diferencias significativas y ademds que:
Ef[%Hi) # Ex(%Hg) = Ex(%H;3s5)

contra lo esperado que era:
EX(%H;) = Ex(%Ho) # ExX(%Hy3s)

Estas Gltimas comparaciones se realizaron siguien-
do el método de prueba de rango midltiple "S.S.R." (Par-

ker, 1981).

Las pruebas de pH y %H correspondientes a tys (fi-
nal de la maduracidn) no pudieron realizarse por causas

ajenas al desarrollo del trabajo.

La densidad poblacional rizobiana en el indculo 11
quido adicionado a los scportes fue de 2.0-10% + 0.950-

10? bacterias/ml.

La cuenta viable inicial ty se realizd minutos des
pués de preparado el inoculante. A partir de este momen
to se detectan respuestas diferenciales de la cepa en -
cada soporte, obteniéndose un promedio de 5.915-10% = -

3. B46-10° bacterias/gr en el primer conteo.
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En el soporte S, en la cuenta t;: se otservaron -

bacterias y hongos contaminantes que se reconocieron

por su intensa absorcion de colorante (rojo congo) o -
por sus colonias de color blanco, segin el caso. Las -
evaluaciones posteriores se caracterizaron por la pro-
liferacidon de estos microorganismos que a los 45 dias

resultaron ya incontables, dificultando 1a observacion
de las colonias rizobianas, las cuales disminuyeron --
gradualmente hasta valores menores de 105 bacterias/gr

en tyg.

E1 soporte S; también mostrd la contaminacidn des
crita anteriormente sé!o'que a partir de t3g, siendo -
incontables las colonias contaminantes para t,s mien--
tras que las colonias rizobianas declinaron y en t; s

ya no fueron observables en las diluciones 1:106.

Las bacterias contaminan es fueron identificadas
por tincidon de Gram como bacilos negativos (Gavifio, --
Judrez & Figueroa, 1980). En algunas cajas de siembra
de estos dos soportes también se observaron ocasional-
mente colonias de color balnco cremoso, translicidas -
que producian mucilago, de crecimiento extenso (ocupan
do casi toda la placa), con bordes semejando dendritas,
sin observarse absorcidon de rojo congo, constituidas -
por bacilos gram positivos de aproximadamente dos ve--

ces el tamafio de un rizotio caracteristico. Se intentd
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inducir nodulacidn en frijol en jarras de Leonard (Vin
cent, 1975), pero la aplicacidn de la técnica fue defi
ciente y no se obtuvieron resultados. Los valores de -
densidad poblacional y la ocurrencia de la contamina--
cion en estos dos soportes se indican en el cuadro 11

junto con los resultados cualitativos de los testigos

de contaminacién (Sg y S-); el cardcter positivo que -
se reporta en Sy —a base de composta exclusivamente—
se debid a una forma de contaminacion similar a la ha-
1lada en S; y S, y que ya ha sido descrita anteriormen
te, mientras que en S; —a base de turba-— todas las -

evaluaciones fueron negativas.

Los valores de densidad poblacional por réplica--
tiempo-soporte (y{jk) para S3, Sy, y S5 se encuentran -
respectivamente en los cuadros 12, 13 y 14 incluyéndo-
se ademds la densidad poblacional media tiempo-soporte
(v

vo respecto al promedio (%).

i ), su error tipico (Eg) asi como su valor relati-

En el soporte S; en el nimero de rizobios existen
fluctuaciones entre 5.769-101° y 1.,445-1010 bacterias/
gr en el lapso de t;s a t-s con posterior disminucidn.
En este caso se encontraron algunas bolsas con contami

nantes sin ser una caracteristica sistémica.

Sobre los soportes con mayor cantidad de turba --
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(Sy ¥ Ss) se obtienen, en los diversos conteos, los ma-
yores valores poblacionales. E1 comportamiento de los -
rizobia es, en general, muy similar en ambos casos sien
do ligeramente superiores las poblaciones de Ss. En es-
tos soportes el tamafio poblacional alcanza valores cer-
canos a 10!! bacterias/gr (durante la maduracidn) y umna
disminucidn notable entre tys y tgo; aunque se debe men
cionar que entre estos dos tiempos de conteo ocurrido --
una descompostura del refrigerador, por lo que todas --
las bolsas estuvieron cerca de una semana a una tempera
tura aproximada de 30°C. La grafica 5 presenta las cur-
vas de supervivencia de los rizobia en los cinco sopor-
tes. Cada punto representa un ?if expresado como loga-

ritmo decimal.

Los resultados del analisis de varianza (ANDEVA -
I) para los soportes esterilizados en autoclave se mues
tran en el cuadro 15. Los datos de los tratamientos S,
y S, se excluyeron del andlisi. por las caracteristicas
de contaminacidn. Las conclusiones del analisis son: el
efecto de la interaccidn es no significativa, asi como
tampoco lo es el efecto de los soportes; mientras que -
el efecto de tiempo es significativo a un nivel critico

a = 0.01.

Se realizd un andlisis para detrminar autocorrela

cidn por los métodos grafico y analitico. En ambos ca--
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sos se analizaron los residuos de la regresion lineal -
simple {yij ) (minimos cuadrados ordinarios) y los valo

res observados (Vij.)' Los valores residuales (ei - V{j.

- ;ij.} se encuentran en la grifica 6, que visualmente
parece indicar autocorrelacion positiva, pero no fue --
confirmada por el método analitico pues el estadistico
"d" para Sy y Ss cae en la region de aceptacidon de Hg,
mientras que para S3, "d" se encuentra en la regidn de
incertidumbre a un nivel critico de « = 0.05 (Gujarati,

1981).

E1 andlisis de regresidn con varias muestras (cua
dro 16) confirmd que no existen diferencias significati
vas entre las pendientes de las curvas de regresion de

cada uno de los soportes (Ostle, 1965).

E1 cuadro 17 contiene los valores de: densidad po
Elacional media por soporte {ii..) y densidad poblacio-
nal media general (V...) asi como las ecuaciones empiri
cas de crecimiento poblacional para cada uno de los so-
portes que se utilizaron para obtener las ;i' asi como

la ecuacidn tedrica general.

Para los soportes SR;, SR, ¥ SR3 y sus respecti--
vos testigos los valores de densidad poblacional se en-
cuentran en el cuadro 18 y en la grafica 7 se observan

sus curvas de supervivencia. Los valores del ANDEVA II
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para estos resultados se proporcionan en el cuadro 19 y
las conclusiones son: a) que no existe interaccidn sig-
nificativa y b) que la diferencia entre los soportes es
no significativa. E1 valor poblacional medio general --

fue de 2.855-10° + 0.840-10° bacterias/gr.

En el cuadro 20 se presenta un resumen de los --

andlisis estadisticos efectuados.
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SOPORTE

Sy

S2

S3

Sy

Ss

CUADRO 8.1 Resumen de

* MO

16.5

25.3

30.5

41.5

47.6

% H, %CRA  pH
5.0 90.4 7.7
5.9 97.9 7.6
6.8 120.0 6.5
8.2 136.0 6.6
9.1 155.1 5.7
caracte;isticas

1.61

soportes antes de la inoculacion.

23.08

fisicoquimicas en los
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SOPORTE pHo pHsae RANGO

S, 6.98 7.89 -0.92
S, 6.83 7.53 -0.67
Sy 1.22 ‘ 7.73 -0.48
Su 7.16 7.80 -0.64
Ss 7.34 6.88 0.44

Prueba para parejas de muestras usando el estadisti

co " tn .

A = 4; & = 0.46; S_ = 0.54
A

P
U]

=1.910; 2(t) >4 = g.05

Conclusidon: la variacion de pH al inicio y al final

del periodo experimental es no significativa.
CUADRO 9. Determinaciones de pH a los soportes du--

rante el periodo experimental y andlisis

estadistico de la variacion.
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SOPORTE %Hi

B)

c)

+ Ex, %Hg + Exq %Hyzs * Exjss
5.00 + 0.21 21.36 + 1,25 18.17 + 1.08
5.90 + 0.48 24.27 + 1.17 16.17 + 1.57
6.75 £ 0.59 57.55 £ 1.186 24.26 + 1.39
8.15 + 0.50 69.91 + 1.77 22.17 =+ 1.20
9.10 £ 0.27 73.0Y £ 0.67 34.42 + 0.87
6.98 + 0.41 49,22 + 1.20 23.04 + 1.22

t-student (parejas de datos).

t = -3.067; 9(t) < « = 0.05

Conclusidn: la variacion de %Ho v %H;35 es significa-
tiva con a = 0.05

ANDEVA (clasificacidn simple).

F=12.778; 0(F) < « = 0.01

Conclusidn: significativa.

S<5xR.

Ex13s > Exp > Eii

by3s-4 = 0.794; 9(a) > a« = 0.05
Ag-4 = 0.812; Q{A} > a = 0.05
b135-9 = 0.018; 9(a) > « = 0.05

Conclusion: la diferencia entre Tos EQ de %Hy35 y %Hgp
los hace estadisticamente iquales entre -
si y significativamente distintos al Ey(%

Hil‘

Cuadro 10. Andlisis Estadistico de los Porcentajes de Hu

medad (%H) v los Valores del Error Tinico (Ew).
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s‘l 52

CONTEO - Vije CONTAMINACION
1 2 ) 1 2 3 Sg S,

L. 0.450 0.450 0.450  0.575 0.053 0.550 = el
t, 0.065 0.365 0.390  0.335  2.850  0.650
t. 0.115  0.540* 1.860  1.650  1.550 24.000
t , 1.550* 23.000* 1.150* 0.570 10.950* 1.360 + -
t,. *#*  15,500* 0.260% 82.500* 6.500 e
t, 7.500* 0.250% e 6.000 19.000* 2.050* + -
ke b b e 0.165* 15.000*  0.040*
t, PN o o b 0.195* U.J.I‘O* * =
t L2 L2 W L2 LA i
tm I *h Lad *k *x *h e; + -
t! - ¥ LA i - Wk ﬂ*l i;

138
* Muestras Contaminadas. ** Muestras Contaminadas sin colonias rizobianas observables.

Cuadro 11. Ocurrencia de la Contaminacidn en S, y S, y Resultados Cualitativos en los -

Testigos S¢ y S7.



CONTEO

to
ts
tis
T30
tus
teo
t7s
tag
tios
ti2o

tiss

.400
.250
.350
.090
.500
.000
.850
.220
.150
.450
. 900

Lik

0.650

0.200

4.000
43.000
37.000
38.000
20.000
1.000
0.800
0.020
0.075

1

16.
110.
20.
.000
.600

.250
.500
. 900
130.

000
000
000
500

.200
.100

57.
20.
53.
14.

i

.100
«317
.083

697
167
667
450

.740
<51
.557
.358

0.281

35.

.521
.062
42.
10.

804
737
611

.106
.318
.296
.422
.332

25.
65.
34.
80.
53.

66

49.
42.
85.
15,
92.

55
64
45
74
24

.36

97
43
76
74

CUADRO 12, Valores de densidad poblacional en el soporte

S3 por réplica por conteo (yéjk) incluidos ==

los valores medios por conteo (pij) con su --

respectivo error tipico (EQ} y el valor por--

centual del error con respecto a su media (%).

Los valores absolutos se multiplican por la -

ekponencia] 10% y las unidades son bacterias

viables por gramo de soporte.
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CONTEO

to  0.865
t7  6.550
t1s 87.000
tsp 4.450
tys 24.500
tgo 54.000
t,s 112.000
tgy 5.000
tios 3.400
ty1,o 0.450
tiss 1.000
CUADRO 13.

Viik ij

2 3
0.560 0.775 0.733 0.111 15.11
7.000 6.950 6.833 0.174 2.55
125.000 5.500 72.500 43.173 59.55
195.000 24,000 74.483 74.124 99.52
140.000 34.000 66.167 45.338 68.52
63.000 1.450 39.483 23.507 59.54
3.250 17.500 44.250 41.793 94.45
3.500 4.000 4.167 0.540 12.96
3.550 3.600 3.517 0.074 2.09
6.500 3.000 3.317 2.148 64.76
0.290 2.450 1.247 0.778 62.44

Valores de densidad- poblacional en el soporte

S, por réplica por conteo v, incluidos --

je!
los valores medios nor conteo (?iﬁ) con su ~-
respectivo error ti,ico (Eg) y el valor por--
centual del error con respecto a su media (%).
Los valores absolutos se multiplican por la -
exponencial 10?2 y las unidades son bacterias

viables por gramo de soporte.
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CONTEO 'kj& 'ij. Ei %
1 2 3
ty 0.450 0.117 0.775 0.447 0.233 52.01
ty 2.100 3.600 3.850 3.183 0.669 21.02

tis 2BD.000 57.000 22.500 119.833 98.837 82.48

tip 3.300 285.000 38.000 108.767 108.616 99.86 .

tys 27.000 359.500 13.500 33.333 16.719  50.16
tgy 70.000 36.000 59.500 55.167 12.310  22.31
t;s B89.000 5.500 107.500 67.333 38.426  57.07
tey 7.500 3.400 7.000 5.967 1.582  26.51
t;ps 3-650 3.400 4.°00  3.817  0.368 9.64
tip 0.B50 5.000 4.500 3.450 1.602  46.43
tizs 3.500 1.950 2.000 2.483  0.623  25.08

CUADRD 14. Valores de densidad poblacional en el soporte
S; por réplica por conteo Ui.jk) incluidos --
los valores medios por conteo (Gijj con su --
respectivo error tipico (Eil y el valor por=-
cemtwal del error com respecto a su media (%).
Los valores absolutos se multiplican por la -

expomemcial 10° y las unidades son bacterias

viables por gramo de soporte.
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FUENTES DE
VARIACION

SOPORTES
TIEMPO
INTERACCION

ERROR
RESIDUAL

TOTAL

CUADRO 15.

A

2
10
20

66
98

SUMA DE
CUADRADOS

8.644-1021
7.909-1022
2.425-10%2

1.553.1023
2.673-1023

CUADRADOS
MEDIOS

4.322.1021
7.909- 102!
1.213-10%1

2.353-1021

F

-----

p > 0.05
p < 0.01
p > 0.05

Andlisis de Varianza (ANDEVA 1) para los Soportes

Esterilizados por Calor Hiimedo.
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GRUPOS £x2 zy2 £x¥ I¥2-(zxy)2/ix? te?,  Ieyce, d

Ss 385 6843.972 643.186 5769.457 - - - -  4475.564 634.019 1.717
Sy 385 18788.527 1202.493 15032.710 - - - - 8415.177 3905.115 1.072
Ss 385 349%57.002 1510.500 29030.741 - - - - 17755.607 ° 3933.423 1.558

REGRESION PONDERADA 49832.908

REGRESION 11555 60589.500  3356.179 50837.173"
COMUNAL

Fo= 0.2721 < 3.35 F(, . 0 05 = 2.27)

CUADRO 16.1 Prueba estadistica de la regresidn de CUADRO 16.2 Prueba estadistica
varios grupos y el valor obtenido del para determinar --
estadistico "Fp" inferior al valor de autocorrelacion.

“"F" de tablas con a = 0.05 y x» = 2,27



DENSIDAD MEDIA POBLACIONAL ECUACION EMPIRICA DE CRECIMIENTOQ

(F;  + EF)-10°, POBLACIONAL.
S 15.042 + 10.599 ﬁj +10° = 20.686 - 0.104 x*
Sy 30.291 + 17.301 st -10° = 46.605 - 0.287 x*
Ss 36.695 ¢+ 24.688 ‘:,' +10° = 60.512 - 0.384 x*
(V... t E§)+10% = 26.549 + 9,555 y‘?j +10% = 42,598 - 0.259 x+

*x Nimero de dias a partir de la preparacién, indicado por el subindice de t .

CUADRO 17. Pardmetros poblacionales de Rhizobium phaseofi. Se indican respectiva-
mente para cada soporte y en conjunto: Densidad Media Poblacional (V +
Ey, V... + Ey) y la relacidon empirica de Crecimiento Pob!ac1onal(? e
109, i.j.' 10%) obtenida del ajuste por el método de Regresidn Linea1
Simple por Minimos Cuadrados.



CUADRO 18. Densidad poblacional en los soportes SR1,
SRz y SR3 por réplica-tiempo-soporte ----
(yijk)' Densidad media poblacional por so
porte-conteo(?}._) al finalizar los con--
teos(?k“] y valor medio general (V...)Se -
incluyen las observaciones de los testi--
gos de contaminacidn. Todos los valores -
se multiplican por la exponencial 109 y -
las unidades son bacterias por gramo de -
soporte.
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CONTEO SR, SR, SR, TESTIGOS

Viit Y ik Vijk SRy SRs SRg
t, 0.040 0.050 0.205
0.020 0.055 0.045
0.100 0.100 0.030
V.. 0.053 0.082 0.093
e DI + +
0.029 0.019 0.069 - - -
t, 4.000 3.000 1.650
1.500 4.500 1.650
4.000 9.500 0.500
ii.3.187 5.667 1.267
X - +
1.021 2.407 0.469 - -
ss 1.750 1.400 0.500
1.850 1.500 2.000
1.000 1.050 0.100
¥ 241,533 1.317 0.867
o * . :
0.329 0.167 0.708 - - -
bss 0.650 11.000 6.700
1.150 3.500 1.300
0.300 35.000 1.050
Y. 0.700 16.500 3.017
+ + +
0.302 11.635 2.257 - - -
V; 1.363 5.891 1.311
N + +
0.419 2.969 0.553
7. 2.855 + 1.012
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FUENTE DE A SUMA DE

VARIACION CUADRADOS
SOPORTE 2 1.166+1020
TIEMPO 3 2,311-1020
INTERACCION 6 3.008+1020

ERROR RESIDUAL 24 5.930-10R0
TOTAL 35 1.291-1021

CUADRANOS
MEDIOS

8.297-1019
7.704-1019
5.013-1013
2.471-1019

3.358 p > 0.05
3.318 p < 0.05
2.029 p > 0.05

CUADRO 19. Andlisis de Varianza (ANDEVA II) para los soportes este

rilizados por radiaci6n gamma (SR).



CUADRO 20. RESUMEN DE ANALISIS ESTADISTICOS.

INFERENCIA ESTADISTICA Y OBJETIVO. HIPOTESIS VALOR DEL SIGNIFICACION CONCLUSION
ESTADISTICO DESCRIPTIVA
OBTENIDO.

- ANALISIS DE REGRESION. Determinar
si el coeficiente de correlacidn
es significativo para la relacidn
empirica entre el contenido de --
turba en el soporte y las siguien
tes variables.

% MO Hyip=0, Hn:o#O t = 5.867 p < 0.01 Se rechaza Hy > Correla-
cidn Significativa.
% H Hy:p=0, Hpip#0 t = 7.000 P < 0.01 Se rechaza Hy + Correla-
cion Significativa.
CRA Hy:p=0, Hp:o#0 t = 3.706 P < 0.05 Se rechaza Hj + Correla-
cidn Significativa.
pH Ho:"=0‘ HA;pgn t =-1.701 p > 0.05 No se rechaza H0 + Co--
rrelacion No Significati
- PRUEBA PARA PAREJAS DE MUESTRAS. va.
Estimar si el cambio de pH en los H0:3=0. HA:EfO t=-1.910 p > 0.05 No se rechaza H, » Dife-
inoculantes al inicio y al final rencias No Significati--
del desarrollo experimental fue - vas. (*)

significativo
- PRUEBA PARA PAREJAS DE MUESTRAS



Estimar si el cambio de %H en los
inoculantes al inicio y al final
del desarrollo experimental fue -
significativo.

ANALISIS DE VARIANZA (Disefio Com-
pletamente Aleatorizado). Determi
nar si el cambio en el error tipi
co de las determinaciones de hume
dad varid significativamente al -
final del desarrollo experimental
con respecto a las determinacio-
nes pre y post inoculacidn.
PRUEBA DE RANGO MULTIPLE. Estable
cer si la diferencia entre las me
dias del error tipico, en la de--
terminacidon de humedades, son sig
nificativamente distintas.

Ho:a'O. HA:Q#S

t =-3.067

Ho:£a=Q HA:ErfO F =

H 2 =2 =g
0 1 2 3

HA:EIfezfea

A'21# 2

H & =g
0 2# 3

Hy.2 #E
A:72" "3

s =0.794
3

A =0.812
2

a =0,018
2

p < 0.05

p < 0.01

p < 0.05

p < 0.05

p> 0.05

Se rechaza Ho + Diferen-
cias Significativas. (*)

Se rechaza Ho -+ Diferen-
cias Significativas.

Se rechaza HD + la media
mayor es significativa--
mente distinta de la me-
nor.

Se rechaza Ho -+ la media
menor es significativa--
mente distinta de la in-
mediata mayor.

No se rechaza H, + la me
dia mayor y la inmediata me



- ANALISIS DE VARIANZA (Factorial).
Determinar si existen diferencias HO:Eu=0. HA::ufO F
significativas entre los soportes
y/o si existe alguna interaccion
significativa de tiempo-soporte -
sobre las poblaciones de R. pha-- H0:£a3=0 F
seold. HA:ZaB#O

- ANALISIS DE AUTOCORRELACION. Para
los soportes.

S d=
3

S d=
y

S d=

- ANALISIS DE REGRESION (Para varias
muestras). Determinar si las pen-- H :p] =pz=03 F =
dientes en varias muestras pertene Hpte lfpz#DJ
cen a la misma poblacion.

- ANALISIS DE VARIANZA (Factorial). H _:Ea=0 F =

i

1.

L.

0.

3

1.837 p> 0.05

0.515 p> 0.05

4=0.05
717 4-d <d<d-d
072 d<d-d
558  d<4-d

i

2721 p > 0.05

358  p> 0.05

nor son iguales.

No se rechaza H0 + no hay

diferencias significatives
en el efecto de los sopor-
tes.

No se rechaza H, » no exis
te interaccion significati
va.

No es concluyente.

Se acepta Ho + no hay au
tocorrelacion.

Se acepta H0 + no hay au
tocorrelacidn.

No se rechaza Ho + no hay
diferencias significativas
entre las pendientes.

No se rechaza H  + no hay di



Determinar si existen diferencias
significativas entre los soportes
irradiados y/o si existe alguna -

interaccidn significativa de tiem Hy:Eas=0

po-soporte sobre las poblaciones
de R. phaseoll.

(*) Pruebas de Dos Colas.

HA:EuBfﬂ

F = 2.029

p> 0.05

ferencias significativas
para el efecto de los so
portes.,

No se rechaza Ho + No in
teraccion significativa.



DISCUSION

Entre las caracteristicas fisicoquimicas de la tur
ba, que la hacen el soporte usado con mayor frecuencia
a nivel mundial en la industria de los inoculantes, se
encuentran su contenido de nutrimentos y su elevada pro
porcion de materia orgdnica que a su vez determinan ---
otras propiedades importantes como v. ga. 1a capacidad de
retencion de agqua o la capacidad amortiguadora, y que -
en conjunto mantienen viables y genéticamente estables
a poblaciones rizobianas por lapsos nrolongados, brin--
dindoles proteccidn ante variaciones ambientales v.gr.,
cambios de pH y desecacidn (Date, 1976); pero como se -
indicé la turba puede resultar costosa. Por tanto, ante
la necesidad de producir inoculantes se trabaja con di-
versos materiales con la finalidad de encontrar un exci
piente iddnec para reemplazarla y su evaluacidn implica
que previamente cumplan con algunos reauisitos ademds -
de algunas variables fisicoquimicas bdasicas, tales co-
mo: a) que tal material sea asequible con facilidad, de
preferencia localmente; b) sin complicaciones para pro-
cesar y esterilizar o en todo caso que no contenga mi--
croorganismos contaminantes, patdgenos o que pudiesen -
competir con los rizobia por los nutrimentos; ¢) que no

sea toxico, o dicho de otra forma, que se encuentre 1i-
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bre de contaminantes como metales pesados, pesticidas,

derivados de polivinilo, cianuro, arsénico y vidrio en-
tre otros; finalmente d) que sea barato (Graham et. af.,
1974). De ahi que al observar algunas caracteristicas -
de las compostas del proceso SIRDO (Cuadro 2) se consi-
derd la posibilidad de emplearlas como soporte para ino
culantes, ya que inicialmente cumplen con algunas de --
las cualidades deseadas al poseer, en promedio, una ele
vada proporcidn de materia orgdnica (%M0 = 35.5 + 2.5)

aunque no tan alta como la de la turba usada en Austra-
1ia donde #MO = 86.6 (Burton, 1981); ademds por su con-
tenido de nutrientes se consideran ricas en macroelemen
tos (N, P, K, Ca y Mg) y muy ricas en algunos microele-
mentos (Cu, Mn, Zn y B), contraindicdndose concentracio
nes elevadas de Fe y Na. En general se le tiene como un
abono de buena calidad (SARH-CONAFRUT, 1981) y desde el
punto de vista sanitario es aceptable (SSA, 1981)(Anexo
5). Por otro lado, como material alternativo posee el -
atractivo de que podria adquirirse facilmente en distin
tas Tocalidades al funcionar el SIRDO en varias partes

de la Repiblica (+); es también un material barato com-

(+) SIRDO HUMEDO. En operacidn: Col. Mercedes Barrera, Mérida, —-
vue. (2 unidades, 24 familias); Col. %xico Nuevo, Atizepan -
ce Zaragoza, Tdo. de México (1 unidad, 80 familias).

En oonstruceibn: Tepepan, ¥ochimilee, D.F. (1 -
unida?, 27 familias); Libkeracién del Pueblo, USC2VI, Tlalpan,
D.F. (58 familias).

En proyecto: E1 Molino, Iztapalapa, D.F. (1340
fanilias); Col. Boscues del Pedregal, Ajusco, D.F., Manzana -
20 Sector 3 (17 “anilias); Los Peves, Edo. de !éxico (320 Za-
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parado con la turba, comercializdndose el kiloaramo de

composta como abono a $40.00 mientras que el kiligramo

de turba cuesta aproximadamente $200.00 (++) lo que po-
dria significar una disminucidn en el costo de produc--
cion de inoculantes en el pais y con la ventaja adicio-
nal de hacer mds rentable al SIRDJ, lo que representa -
una buena alternativa para mejorar las condiciones sani
tarias al evitar la inapropiada acumulacién de desechos
s6lidos y liquidos en zonas carentes de drenaje y colec

ta de basura.

Para la realizacidon de este trabajo se eligido la -
cuarta cosecha por ser la mids reciente y la que menores
posibilidades tiene de haber sufrido degradacidon de ma-
teria orgdnica en el almacén (Mufioz, 1984), aunque su -
contenido de materia organica era el mids bajo de las --
cuatro cosechas (Cuadro 2), por lo que se decidid combi
narla con turba nacional tratendo de mejorar su calidad

orgédnica.

De acuerdo a la descripcidén metodoldgica, la prime

ra parte del trabajo se dedicd a evaluar las caracteris

milias (Mena, 1983).
(*+) Precios de 1983 al iniciar el presente trahajo (Mena, 1983 &
Pibera, 1985).
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ticas fisicoquimicas de los materiales a fin de conocer
sus condiciones iniciales y determinar en las pruebas -
mds rdpidas y sencillas como nH, %40, %H y CRA si di---
chas variables en las mezclas turba-composta seguian un
patrdn aditivo, de acuerdo con la proporcidn de sus com
ponentes, confirmada por las correlaciones y sus nive--
les de significacion, 1o que permitid que pruebas mis -
costosas y/o laboriosas como las de nitrdgeno total, po
tasio y metales pesados pudiesen practicarse exclusiva-
mente a la turba y la composta, logrando calcularse por

interpolacidn los valores deseados en sus mezclas.

La determinacidon de %M0 realizada en el laborato--
rio (16.) fue inferior al 22% reportado inicialmente --
por la SARH para la cuarta cosecha, 1o que parece indi-
car que la degradacién orgdnica en la composta continia
durante el perfodo de almacenamiento, por lo que serfa
recomendable confirmarlo y en todo caso determinar la -
tasa de descomposicidn de materia orgdnica con el fin -

de obtener un mejor control de calidad.

E1 %MO en los soportes estd relacionado proporcio-
nalmente con su contenido de turba y como una consecuen
cia el %“H v la CRA siguen comportamientos similares; --
asi la CRA en la composta fue del 90.4% mientras que en
la turba nacional fue de 155.1%, aunque en la turba usa

da en Australia la CRA puede llegar a ser de hasta 300%
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(Burton, 1981), pero su contenido de materia orcdnica -
puede ser de casi el doble del de 1a turba mexicana; --
por lo tanto, las cantidades de agua agregadas al sopor
te después del indculo para lograr la consistencia es--
ponjosa necesaria fueron de 0 hasta 3.2 ml en cada 10 g
de soporte, determinando que los %H, variasen ampliamen
te y, tal vez con ello, la potencial vida media del so-
porte al disminuir la disponibilidad de agua. Asi la --
A%H, fue de 25.33%, encontridndose ya en S3; valores cer-
canos al 60 - 70% deseables al preparar inoculantes ---
(Roughley & Pulsford, 1982). La adicién diferencial de

agua se realizd debido a que al agregar inicialmente un
"stock" bacteriano constante en el soporte (2.5 ml por

10 g) la composta ($;) 1legaba a la saturacidn himeda,

mientras que l1a turba (Ss) quedaba demasfiado seca, op--
tando entonces por mantener constante la mdxima canti--
dad de agua en cada soporte en lugar de la cantidad ab-

soluta de agua agregada.

Por otro lado, a 1o largo del desarrollo experimen
tal se detectaron gran cantidad de bolsas (>60%) en las
que el sellado por calor fue mis o menos imperfecto de-
bido a que la bolsa en ocasiones era derretida por el -
aparato, dejando pequefios orificios, 1o que se pensd --
provocaria una pérdida heterogénea de la humedad ademis
del consecuente aumento en la evaporacién. Por lo que -

se decidid no sdlo determinar si la cantidad de agua emn
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los soportes en tyis era significativamente diferente a
la de tg, sino gue también probar si, debido a la azaro
sa imperfeccidon en el sellado de las bolsas, se incre--
mentaba la variacidén media (Ex) no sdlo entre ty y t;ss
sino también de las determinaciones de %Hi a los sopor-
tes en bruto. Aunque la conclusidon estadistica indica -
que las pérdidas de agua son significativas, por lo que
probablemente habria que buscar una forma de sellado --
mas efectiva tal como practicar varios dobleces a la --
bolsa y mantenerlos con una cinta adhesiva, no podria -
atribuirse exclusivamente a la forma de sellar los cam-
bios de humedad lo que es corroborado por el andlisis -
de los Ex's, siendo plausible la posibilidad de la exis
tencia de alguna variable no cuantificada al producir -
el inoculante, tal como la influencia de la esteriliza-
cion por calor himedo en forma no homogénea en los ZH,

antes de agregar el indculo pues se observé que, en di-
ferentes grados, el polvo se humedecid a pesar de haber
sido esterilizado en frascos con tapdn de sello de goma,
teniendo que recurrir a utilizar una espdtula estéril -
para raspar las paredes del frasco en el momento de va-
ciar el polvo a las bolsas, ya que quedaba adherido al
vidrio debido bdsicamente a la humedad adquirida duran-

te la esterilizacion.

Una prdctica comidn en la produccidn de inoculantes

a base de turba se refiere a su neutralizacidn con CaCO,
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(Roughley, 1981) ya que el desarrollo dptimo de Rhizo--
bium spp. se obtiene en un rango de 6.5 < pH < 7.0 (Var
gas, 1969), no obstante en el caso del presente trabajo
debido al pH bdsico de 1a composta se considerd la posi
bilidad de neutralizar las combinaciones que resultasen
con esta caracteristica utilizando para ello dcido clor
hidrico. Los resultados fueron satisfactorios para es--
tos soportes (Sy; y Sz), pero curiosamente en los sopor-
tes dcidos (S3, Su y Ss), a los que se les agregd -
Ca(0H)2 en lugar de CaCO; por ser el primero un poco --
mds soluble, los valores de pH fueron superiores a 7.0,
debido posiblemente a los efectos combinados del Ca(OH),
en el soporte y el CaCO; del medio (ELMRC, Cuadro 4). -
De cualquier %orma la capacidad amortiguadora de la tur
ba, también relacionada con su. mayor proporcion de mate
ria orgdnica, quedd manifiesta al finalizar el perfodo

experimental al ser el (nico soporte que quedd dentro -
del rango 6ptimo, contra la tendencia generalizada al -
aumento de pH en les otros soportes; sin embargo, esta

elevacion, de acuerdo con la conclusidn del andlisis es
tadistico, no produce efectos de consideracién. Final--
mente debe mencionarse que este punto es controversial.
Para algunos autores como Sparrow & Ham (1983) el pH no
es un factor primordial mientras que para Date (1976) -
es uno de los pardmetros que determinardn la calidad --

del inoculante.
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La presencia de hongos y bacterias contaminantes -
en los soportes S; y S. condiciond su exclusion defini-
tiva del ANDEVA I, aunque en un principio se considerd
la posibilidad de incluirlos ain con el riesgo de ses--
gar la comparacidn, ya que los valores de bolsas conta-
minadas podrian estimarse a partir de las muestras no -
contaminadas de la misma interseccién tiempo-soporte, -
pero al constituirse la mencionada contaminacidon en una
caracteristica sistémica en ambos soportes y al no rea-
lizarse diluciones inferiores a 1:10%, por considerar -
que una densidad menor a 1-10% bacterias por gramo esta
ria por abajo del limite de calidad (Mufioz, 1984), se -
decidié eliminarlos del andlisis con la intencidn de te
ner un modelo estadistico balanceado y evitar pérdidas

en el nivel de confiabilidad del mismo (Méndez, 1981).

Del andlisis de S3, Sy y Ss se concluyd que no ---
existid alguna combinacién tiempo-soporte estadistica--
mente distinta de otras, 1o que no subordiné la compro-
bacidn de la hipdtesis acerca de la iqualdad de trata--
mientos especificamente (Daniel, 1979) pues el efecto -
significativo del tiempo no es de interés primordial v
de hecho se esperaba rechazar la hipdtesis nula nimero
2 (Anexo 3) (Durdn, 1985), ya que en el analisis se in-
cluyen densidades poblacionales corresnondientes a las
fases de inoculacidon, maduracidon y almacenaje en los --

cuales existen grandes variaciones del tamafic poblacio-
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nal.

E1 ANDEVA I realizado no permite rechazar la hipd-
tesis nula del efecto de los soportes; sin embargo, no
dejan de 1lamar la atencidn dos hechos: el primero de -
ellos es que las medias individuales en cada tratamien-
to siguen un orden de magnitud que posiblemente esté co
rrelacionado positivamente con 1a pronorcidn de turba -
en el sonorte como lo estdn las caracteristicas fisico-
quimicas mads favorables para el desarrollo de los rizo-
bia, ya que en la composta la cantidad de materia orgd-
nica y 1a capacidad de retencidon de agua son bajas y, -
como ya se indicd, las combinaciones muestran caracte--
res proporcioﬁa]es a las de sus componentes; ademas, en
la composta existen elevadas concentraciones de Fe que
podria actuar como inhibidor del crecimiento microbiano
(Muiioz, 1984). E1 sequndo de los hechos es que los valg
res del error de las medias (7ip} en general son eleva-
dos; la comparacidon puede realizarse ya que los Eg se -
presentan como porcentajes de sus ?ij_para evitar confu
siones debidas a las escalas, y puesto que el andlisis
de varianza es muy sensible a la variacidn individual -
de cada medicion —tanto que el efecto de los factores
podria quedar enmascarado por el alto valor del error—
que podria achacarse a diversas variables no controla--
das tales como: a) el sellado imperfecto de las bolsas,

que originalmente se pensd ocasionaria evaporacidn e in
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tercambio gaseoso heterogéneos en las bolsas que a su -
vez seria factible de correlacionar con las variaciones
entre réplicas, no obstante esta suposicidn no pudo com
probarce pues como se indicd, les Fx de las determina--
ciones de %H fueron estadisticamente iguales al iniciar
y al finalizar los conteos y; b) el método de cuenta --
viable en placa, aunque puede economizar tiempo y recur
sos tanto humanos como materiales y monetarios (Hernin-
dez, 1980), es indirecto v provee una fuente considera-
ble de error (Odum, 1972) ya que los valores obtenidos

estdn dados por muestras tomadas de muestras en un pro-
ceso iterativo desde el gramo de soporte tomado de cada
bolsa hasta la Gl1tima alicuota de una serie de por lo -
menos cinco diluciones sucesivas. Por lo tanto, se apli
c¢d un andlisis para detectar una posible autocorrela---
cidon que enmascarase el efecto de los soportes, que al

no resultar significativa permitido utilizar el andlisis
de regresion para varias muestras (Ostle, 1965) emplean
do exclusivamente los valores de cada interseccidn so--
porte-tiempo (?ij} a fin de evitar el efecto de las va-
riaciones individuales. La conclusidon de este dltime --
analisis no fue distinta de la conclusién del ANDEVA I,
por lo tanto se acepta que las diferencias entre los so
portes es meramente azarosa; no obstante debe recordar-
se que éste G1timo andlisis es menos sensible que el --
ANDEVA I, por lo tanto no debe dejar de considerarse la

posibilidad que de haber realizado un disefio experimen-
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tal con mayor sensibilidad {tal vez un mayor aimerc de
muestras), se podrian haber puesto de manifiesto dife--
rencias que en estos andlisis no fueron significativas

(vargas, 1985).

Las normas de calidad convencionales indican que,
en Australia, para un inoculante a base de turba, es --
aceptable un valor de 2000-10° bacterias/gramo por un -
lapso no inferior a 6 meses (Roughley, 1981); sin embar
go, puesto que en México no existe reglamentacion al --
respecto (Mufioz, 13984) v ante la nroliferacidn de inocu
lantes a base de una gran diversidad de materiales al--
ternativos a la turba, lo mejor es indicar, en estos ca
sos, las caracteristicas individuales tanto de densidad
poblacional como de caducidad jBurton. 1931)..por lo --
que ante las conclusiones estadisticas en este trabajo,
puede decirse que un inoculante a base de composta y --
turba combinadas en nronorciones de hasta 1:1 (50% - --
50%), mantiene viables hasta por 135 dias poblaciones -
bacterianas de Rhizobium phasteofi CIAT-632 en una densi
dad de 2.655-101% + 0.955-1010 bacterias/gramo y de ---
acuerdo con la ecuacidn empirica general la poblacidn -
no alcanzaria una densidad inferior a los 2-10% bacte--
rias/gramo antes de 156 dias, no obstante éste Gltimo -
aserto debe verificarse empiricamente nuesto que el coe
ficiente de correlacidon resultd menor a -0.9. Finalmen-

te queda agregar que el uso de una formulacidon como Ta
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descrita en este parrafo tendria la ventaja adicional -
de no requerir del proceso de neutralizacion debido a -

su pH casi neutro.

Es posible que el promedio general de los soportes
hubiese sido mayor de no haber existido la elevacidn in
controlada de la temperatura entre t;s y tgg ¥y cuyo ---
efecto tal vez haya sido la causa del colapso poblacio-
nal entre estos dos tiempos, pues esta fue la dnica va-
riacidn conspicua a la cual podria achacarse el fendme-
no; ademds de que al restaurar la temperatura a 4°C los
conteos indicaron que el decremento poblacional conti--
nué en forma muy similar a la que se observaba antes --

del accidente.

La esterilizacion por calor himedo en 1a produc---
cidon de inoculantes a base de turba es la mejor manera
para obtener cultivos puros de Rhizokium spp. (Roughley
& Pulsford, 1982), por tal motivo en este trabajo se --
eligid dicho método cun una variacién, que consistid de
un aumento en la decsis de 1 a 4 horas, ya que la compos
ta por su origen es evidente que debe tener asociados -
microorganismos termofilicos y/o esporogénicos, puesto
que en el proceso productivo se Tlegan a alcanzar tempe
raturas cercanas a los 60 C (Mena, 1983). No obstante a
pesar de la esterilizacidon la contaminacidon bhiolégica -

no pudo ser evitada y es muy dificil explicar su presen
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cia y su origen, lo que si es notable es el patrdon de -
aparicidn y ocurrencia que parece sequir una relacién -
inversa a la cantidad de la composta en el soporte mads

de tipo temporal y cualitativa oue cuantitativa, va que
Ta contaminacidon se detectd gradualmente primero en al-
gunas bolsas del soporte S; que aumentaron su nimero en
el transcurso del tiempo, a la par que se iniciaba en -
el soporte S; para convertirse finalmente en un fendme-
no generalizado en ambos tratamientos, mientras que en
S;, el soporte con mayor cantidad de composta después -
de Tos anteriores, también se encontraron algunas bol--

sas contaminadas, aunque su nimero fue irrelevante (<10%).

Estos resultados podrfan ser los hechos mas rele--
vantes para emitir una posible explicacidn, y aunque es
muy aventurado afirmarlo, la evidencia sugiere que la -
composta podria mantener algunos microorganismos esporu
lados que resistieron la esterilizacidén y que prolifera
ron en la fase de maduracidon en condiciones para ellos
mds adecuadas. Otra evidencia a favor de ésta hipdtesis
es la ausencia de contaminantes en los soportes irradia
dos. La posibilidad de que la contaminacién ocurriese -
por la manipulacién de las bolsas, durante la adicidn -
de 1a cepa o al tomar las muestras, se considera poco -
probable ya que de 1o contrario habria afectado a todas
las bolsas distribuyéndose aleatoriamente por todos los

soportes y no basicamente en aquéllos con mayor canti--
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dad de composta, reforzando esta consideracidn el hecho
de que er las bolsas testigo de la composta (Sgz) la con
taminacidon fue positiva y del mismo tipo que en S; y en
Sz, mientras que en el testigo de la turba (S;) no hubo
contaminacién. A la luz de estos resultados se conside-
ro necesario haber tenido testigos para cada uno de los
soportes y no sdélo para S; y Ss. Ramirez (1982) al eva-
luar compostas de origen rural y urbano, esta Gitima si
milar a 1a composta del SIRDO, no reporta (sin indicar

lo contrario) la presencia de microorganismos contami--

nantes.

Debido a la especial morfologia de las colonias de
crecimiento extenso encontradas ocasionalmente en algu-
nas cajas, se sospechd de un caso de pleomorfismo, ca--
racteristica comin del género Rhizobium app. (Vargas, -
1969); desafortunadamente no fue posible inducir nodula
cién en frijol, una de las pocas formas sencillas de --

identificar género y especie (Alexander, 1980).

La proliferacifn de formas contaminantes no permi-
te emitir una decisidn definitiva sobre la calidad de -
la composta como soporte de inoculantes, ya que la dis-
minucion de 1a poblacidn rizobiana pudo deberse a diver
sos factores o a su interaccidn, entre estos se podrian
mencionar: a) competencia directa de los rizobia con --

las poblaciones contaminantes o una forma de inhibicidn
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competitiva por la produccidn de alguna sustancia toxi-
ca para los primeros (antibiosis); b) presencia de algu
nas sustancias téxicas para los rizobia que podrian de-
rivarse ya sea de los materiales de origen de la compos
ta como podrian ser hierro, sodio, metales pesados o --
bien alguna sustancia derivada de la degradacidon de ma-
teria orgdnica por el calor durante la esterilizacidn -
(Roughley & Pulsford, 1982), sin olvidar que durante --
las fases de produccidn de la composta tanto en el tan-
que de sedimentacidn como en la cdmara de fermentacidn

interviene una microcomunidad muy diversa (Metcalf & --
Eddy, 1979) cuyos productos de secrecidn o excrecidn po
drian constituirse en ant}biéticos para los rizobia, --
aunque en tal caso dichas sustancias deben tener especi
ficidad muy alta ya que de lo tontrario el proceso de -
composteo no podria completarse. Por lo tanto, con la -
finalidad de corroborar si la contaminacién fue debida

o no a la manipulacién del material experimental y para
evaluar la respuesta de los rizobia —en caso de no -—-
existir toxicidad— en los soportes, éstos se esterili-
zaron por medio de radiacion, método que mantiene la ma
yoria de sus caracteristicas evitando posibles cambios

ocasionados por calor (Schrbeder, 1972), probdndose la

viabilidad de la cepa CIAT-632.

No encontrar contaminacidn en los soportes SRy, --

SR, y SR3 ni alguna diferencia significativa en cuanto
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a la densidad poblacional de %. phaseo®?l entre los tres,
implica que la composta pex se no contiene elementos tf
xicos y por tanto podria evaluarse en un desarrollo ex-
perimental de mayor envergadura; sin embargo, debe con-
siderarse que la esterilizacidn nor radiacion es un mé-
todo costosc por lo aue antes de aplicarlo debe conside
rarse si en la produccién-masiva, en caso de lograr un
buen nivel de calidad, el costo del método podrd amorti

zarse por el valor del inoculante (Ramirez, 1982).

Es necesario recordar que este trabajo es limitado
en su conclusidn general pues la evaluacidn de un mate-
rial como soporte requiere la investigacidn exhaustiva
de otras variables como otras especies v. gr. R. japond
cum u otras cepas del mismo R. phaseofi{ ya que cada una
proporciona respuestas especificas bajo distintas condi
ciones (Sparrow & Ham, 1983) como el tipo de soporte, -
la humedad, la temperatura de almacenaje, el modo de es
terilizacidén (si se aplica), el tipo de empaque, etc.,
que ademds parecen tener un efecto sinérgico (Roughley,
1981). Ademds no debe olvidarse que 1a mejor comproba--
cion a la funcionalidad de un soporte se produce al ve-
rificar en el camno de cultivo si las cepas inoculadas

son infectivas y efectivas (Date, 1976).

De cualquier forma es necesario recalcar que el de

sarrollo de una industria de inoculantes con la compos-
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ta como materia prima, implica primero legrar uniformi-
dad en el nroceso de produccidn para disminuir la dife-
rencia en porcentajes de materia orgdnica entre cnse---
chas, y segundo, aumentar el contenido medio del porcen
taje de materia orgdnica tratando de 1levarlo hasta un

minimo de 50 - 60%, pues como ya se menciond ésta es --

una de las propiedades primordiales para un soporte.
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CONGLUSION

1. La utilizacion de la composta del SIRDO como so
porte para inoculantes es posible, en las condiciones -
experimentales descritas, cuando dichko material se com-
bina con turba nacional en una oronorcidn de hasta 1:1
(50% a 50%), manteniendo densidades poblacionales de --
Rhizobium phaseoli CIAT-632 de 2.655-10'0 + 0.955-10'°
bacterias/gramo de soporte en un lanso de 135 dias, aun
que se considera la posibilidad de que un disefio experi
mental mds sensible podria haber puesto en evidencia di
ferencias significativas entre los soportes experimenta
les empleados y, por tanto, la proporcidn de composta -
utilizable en un inoculante tal vez seria inferior a la
encontrada en este trabajo. De cualquier forma, la capa
cidad de la composta para usarse como soporte en la pro
duccidn comercial de inoculantes requiere aln de inves-
tigaciones exhaustivas que involucren diversas condicio
nes exnerimentales, como el empleo de otras cepas o va-
riacidén en las formas de almacenaje e inclusive aplica-
cion de otros métodos de evaluacidn, aunque la confirma
cion decisiva deberd producirse en el campo, comproban-
do que ademas de la viabilidad se mantienen las capaci-

dades infectiva v efectiva de la cena.
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2. E1 empleo de un soporte constituido mavoritaria
mente por la composta del SIRDG no es recomendabie por
el momento ya que: a) es necesario uniformizar el conte
nido de materia orgdnica durante la produccidn de i1a --
composta, pues la variacidn entre las cuatro cosechas -
obtenidas hasta el inicio del nresente trabajo fue bas-
tante amplia, considerando aue la proporcidn de la cuar
ta cosecha en especifico fue muy baja —1lc cue a la vez
influyd negativamente en otras propiedades deseables co
mo la capacidad de retencidn de agua y la capacidad ---
amortiguadora de pH—; b) es posible que por su origen
la composta utilizada en una proporcidn 1:0 (100%) con-
tenga microorganismos espﬁrulados con capacidad nara re
sistir 1a esterilizacidn por calor himedo durante cua--
tro horas a 121°C y 1.5 kg/cm?, los cuales se desarro--
11an y proliferan durante la fase de maduracién y c) el
contenido de fierro en la composta se considera elevado,
hecho que podria corregirse aumentando la eficiencia en
la separacidon selectiva de los desechos s6lidos que ori

ginan la composta.

3. La esterilizacidn por radiacion gamma de los so
portes bdsicamente por composta corrobord la inexisten-
cia de sustancias téxicas que podrian inhibir el desa--
rrollo rizobiano, por 1o menos durante la fase critica
en la maduracidn del inoculante, considerando gque la --

densidad poblacional media en los soportes durante los
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30 primeros dias es aceptable desde el punto de vista -
de calidad; sin embargo, la utilizacid6n de este método
de esterilizacidn es costosa y poco nrdctica, por lo --
que seria dificilmente amortizable en caso de comercia-

lizar el inoculante.

4. Encontrar la forma apropiada para usar la com--
posta del SIRDO como soporte implica uma potencial dis-
minucion en los costos de produccidon de inoculantes en
México, por ser un material asequible con facilidad y -
de bajo costc o por 1o menos no tan costoso como la tur
ba importada, ademds de ser una contribucidn para solu-
cionar el problema de la basura en el pais. Por otro la
do, significaria un beneficio sanitario v econdmico di-
recto para la comunidad que lo- nroduzca ya que la com--
posta empleada en la produccidn de inoculantes haria --
mads rentable el sistema al incrementar el precio de ven

ta de Ta composta.
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Estimado doctor Hernindez:
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marcadas por usted como: Pios, Sirdo, Turbz y hzolla, --
recibidas en este laboratorio el éia 25 de 3unio ce ‘934
junto.con su solicitud de servicios.
‘A" continuaciSn se informan los resultados obtenidos y --
los.métodos Lt lizados:
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_Hg vg/100 ml. 1.0 1.0 10 123  Ditizoma
FE e T e e ” P " e - - - - & mB
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Referencia bibliogrifica.- Standard Methods for the
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Esperamos tener la oportunidad de servirle nuevamente.

Atentamente,

QuIm. AdeYa Reyes Rodrlgyéz
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Labrgel

CEnc=J=s ..
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ANEXO 2.

insiifvio nccioncl de invesiiguciones nucleares

Julio 13 de 1984.

- M. en C. DAVID MUROZ GONZALEZ,
Responsable del Proyecto S|RDO

_Departamento de Biotecnologfia

“-U.A.M. - IZTAPALAPA
Presente.

Por este conducto Te informamos que
fueron irradiadas las muestras de material orgénico del proceso SIRDO,
-que ‘nos fueron enviados el dia 9 del presente mes.

Estas muestras fueron irradiadas e.n =
el Irradiador experimental Gammacell 220 de Cobalto 60 durante 17.5 -
hrs., recibiendo una dosis total de 5.0 Mrad.

La dosimetria empleada con estas -
pruebas fue a base de dosimetros de Acrilico Rojo AECL (Batch 4, Run
1). .

Por otro lado, hacemos de su conoci-
miento que no se observaron cambios fisicos aparentes.

*pvna

Letpumm trgrer= Fleragry nat



ANEXO 3. MODELO ESTADISTICO.
Disefio experimental de tipo factorial (A-B), donde:
A(sopo'-te} = {Sll 52' S3l SI.' SS}

B(tiempo] = {tg, t7, t1s, ti0, tuss teos t7s, taps

tiss, ti120, ti3s}

E1 modelo, de efectos fijos para disefio completamen

te aleatorizado, puede describirse de 1a siguiente forma:

y‘:jk =y + GJ’. + BJ- - (ﬂslij + Eijk

donde:

4=1,2, 3, 4, 5.

Vijk es una observacidn tipica, p es una constante,
a representa un efecto debido al factor n(soporte)‘ B -
representa un efecto debido a 1a interaccidn de los fac

tores A y B, y Eijh representa un error experimental.

83



Sunosiciones: a) Las observaciones en cada una de

las (f celdas constituyen una --
muestra aleatoria de tamafio n ex
traida de la noblacidon definida
por la combinacién particular de
lTos niveles de los factores.

b) Cada una de las «4j poblaciones -
estd normalmente distribuida.

c¢) Todas las poblaciones tienen 1la

misma varianza.

Hipbtesis:
5 5
(1) Hu:fdu{ =0 US Hp: i}il(‘{# 0
11 11
(2) Hy: j:-IBj =0 VS Hp: j_z‘l 8; 0
5,11 5,11
(3) Hy: i_,jfl',l [uﬂlij- =0 VS HA:L,_{EI 4 (as}éj- ¢ 0.



ANEXQ 4. NEUTRALIZACION DE SOPORTES.

La neutralizacion de los soportes acidos se efectud
con Ca(OH), sdlido, pero al realizar las determinaciones
para las curvas de titulacion se empled una solucidon de

0.05 M; 1a relacidn es la siguiente:

Ca(OH), g 3.704-1073 g/mi-v, ml

donde:

Ca(OH]z g = masa en gramos de hidrdoxido de calcio.

Y

volumen de solucion 0.05 M de Ca(OH}2

expresada en ml.

Mientras que la relacidn entre Ca{OH}2 0 CaCOa solido

es de:

CaC0, g = 1.35 Ca(OH), g

donde:
CaCD3 g = masa en gramos de carbonato de calcio con

el mismo equivalente gramo de calcio en -

una masa dada de hidrdxido de calcio.
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ANEX0 5.2.

k1l Ing. Joaquin Leyes Franco solicitd se analisfro
una puestra de Abono Crgfnico ™ C/MARA COLECTIVA“, la °*
cufl le infeorro a Usted en forrz detallada las conclu--
siones que arrojo de dicko Anfilisis.

El AnSlisis Fisico, fuimice efectuado por técnicos
de pucstros laloratorios Je suelos, aguas y plantas ea'
dicho abono nos dice:

1).- La zateria CrpfSnica es 1a principal aportaciba

2).-

3).-

4p.-

5).-

6).-

7).-

d<el abono, por lo que se considera surer- rico
esto recundarfi en wcjcrar ls estructura Jel --
suclo, retencila del ajua y proteccifn contra’
la erosibn.

Tazbiéa es rico en N,P,K,Ca y iig. Comparado --
con ls Corjosta, Est;e:col Vecuno, Fstierccl *
Percizo y Fsticrcol Tovino errofa cesi results
dos sesejantes de l,P &, Ca y lg.

L1l ccntenido de Sodio en lz ruestra es oiy La-
jo, sin enbargo se oliservl gue el reperte del*
laloratorio de agrologfa indica que puede ser’
tdxico, por lo cusl ce sugicre se rezslicen snii
lisis pcriodicos.

Los microunutricntes cwmo Cu, Fe, Mn, tn y F --
son altos ea couraracibia con los abonus Ory&ni
cos descritos en el iricio (2).

Al dosificar este zbono se dete tonar en cucata
los n:icrcorgaulszos ya que cstos pueden -cnc--
nerar toxiuns,

Ll Fe prescate en dicha nuecira os nuy alto y -
puede repercutir en toxicidad 2 algunas plartas

y €sto a su viz causa un desajuste ca el nut:Lalig

eo dando por censccuencizs deficicucia de “icro-

DUETieates.  (cgxora Colectiva)
1 Ton. de ahono es cquivalente a:

122 Kgs. do Sulfato Jdo Awcuio (20.5%) N= 2.501%
65 Lzs. de Superfoziate (201) P=1.3 %
13 Kgs. de falicztic de Petoasie (544%). K= 0.9 %

ATi NTAILENTE

=m0 "->

]



ANEX0 5.3.

i DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

AUTONOMA DE MEXICO

Rpurind Posel 1730 Ciulnd Mivercitarie D7, o 2 o fldl e 1202,
Miuce 2, OF.
TSR Het

Ca 22 Tozefing Mere
oeriiucdore dcl Tiwgo
Teeolofa (dtornztiva

erdda,Tue,

™n relacd o2 12 consulia precontada jor Ud. 2 el
Tovreroiordie Je lcluaintolosfz,ccn Dacke 2 de Tormo do 1072;uznzeuos do ou

ccnari=ie to 01 remdindo do el illisis de ou mateima e nloto ohicaidn

o 1= clneoa acrdbicn, 12 mucstre fuf rroccsalds poz 1o D¥ol. otz ek
tzuzanilla § el Diol. Froildn :squi::c:.,ccn tﬂm;ic:.: adpouning pora la
ottcicidn de Pitonenfiodos j; otrzs formes de Nelnmintos Faiéjerca, .

cutl i ode resulicies wonntives ca fofos lou cusoyes realizcloc.
"

Jore los fires gue hoyo Iuger o cxltiunde la

p0.cate,

~sonti eilc,
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