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I INTRODUCCION

Las necesidades del aitrfgeno para aumentar la produccibn
agrf.co‘la han sido cubiertas, generalmente a través de la apli-
cacibn de fertilizantes nitrogenados.

f

© Bstos fertilizantes se obtienen industrialmente mediante
la reduccibn del dinitrégeno atmosférico, proceso en el que se
requiere el consumo de grandes cantidades de energfa.

, ElL nitrégeno atmoaférico es también reducido a través de
' un proceso biolégico natural, en el que intervienen numerosos
microorganismos procaribticos, Este conocimiento y la importan
cia que tiene sobre la fertilidad del suelo, determiné el sur-
gimiento de la Industria productora de Inoculantes Biolégicos
que es empleada como aslternativa para aumentar la productivi-
dad agrfcola, ésta a su vez permite disminuir el uso de ferti-
lizantes nitrogenados y los riesgos de contaminacién que se dg
rivan de la aplicacién constante y desmedida de los mismos.

Los Inoculantes Biolégicos més empleados son aquelles aue
contienen bacterims de la familia Rhizobiaceae, las que se asQ
cian con leguminosas y a través de la relacibén mutualista fi-
jan el nitrdgens atmosfdrico, Eshos tienen la ventaja de ser
econfémicos y por lo tanto su adquisicién estd méds al alcance
del agricultor, pero para proporcionar los beneficioa que ge
esperan, el productor debe reunir ciertas caracteristicas cua-
litativas y cuantitativas, las que serén dadms con loa -ouida~
dog y buen manejo durante el proceso de produccibn, condicio-
nes de almacenamiento y distribucibn, para lo que se requiere
de una supervisibén continua que aaegﬁre la calidad del produc-
to.



. Bn los Estados Unidos Mexicanos, la produccibn de inocu—-—
"lantes se inici6. en los afios 40 ¥ su consumo ha aumentado con
siderablemente en la ltima decada.

Bstoas productos son registrados en la Direccifn General

dd Politica y Desarrollo Agropecuario y Porestal, y la calidad
de los mismog es responsabilidad de cada una de las industrias
que los fabrican, les que soc basan en normas o limites de cali
dad internos acordes a les referencias mundiales y no a normas
oficiales, ya que no exieste un reglamento que marque los requi
sitos minimos que debe cumplir un inoculante, 1o que conduce a
ung gran variabilidad de los productos que se expenden.

Lo anterior indica la importancia de establecer un regla-
mento de normas de calidad, asi como de la metodologia adecua-
da para determinar la calidad de este tipo de productos.

Por lo que en este trabejo se plantea como objetivos:

—~ Comprobar la wariabilidad de algunos de los productos
que se distribuyen en nuestro pafs, para ello se reali-
z6 un estudio comparativo de cinco productos comercia——
les, elaboralos por Quimica Iucava, Nitragin, Fertimex,
Bianitro-Fix y Fira. Y seis productos elaborados en la
Facultad de Quimica, UNAM.

— Ofrecer la secuencia gque debe tener un manual de procg
dimientos de control de calidzd que sirva dc base en la
elaboracibn de inoculantes sélidos.



IX GENERALIDADRS

2.). DEFINICION DE INOCULANTE E IMPORTANCIA DE SU USO

Los Inoculantes Biolégicos Agricolas son mezclas de culti
vos bacterianos cuyo uso tiene la finalidad de favorecer la nu

tricifn de los vegetalss superiores e incrementar la producti-
vidad agricola.

Como ejemplo de estos se tienen a las “Poafobacteriasm -
que son mezclas de bacterias y algunos hongos, los que a tra--
véa de su actividad minerslizasdora y solubilizadora de compueg
tos fosfatados orgénicos e inorgfinicos aumentan en el suelo la
cantidad de fésforo disponible.

Otro ejemplo es el conocido cowo Inoculante pars Legumino
sa ¢ Nitraginas. Estos estdun constituidos por bacterias de 2la
famjilia Rhizobiaceae, las que tienen la propiedad de infectar
las rafces de las leguminosas donde forwan nédulos y bajo &sta
agociacibn fijan el nitrbgeno atmosférico, el que al ser redu—
cido es utilizado por las miasmas bacterias y por la leguminosa
& las que egstan esociadas, aumentsndo de este mode la cantidad
de nitrégeno disponible para la planta. Debido a la especifici
dad de la simbiosis entre la leguminosa y los rhizobia, exiate

inoculantes para soya, frijol, alfaslfa, cacahuate, trébol, en-
tre otras.

Log Inoculantes Biolbgicos se expenden bazjo diferentes -~

formas de presentacibén y se aplican sobre la semille o direcia
mente en el suelo,

{ 2,17,36).



2.2 ASPRCTOS GENERALES DE RHIZOBIUM Y BRADYRHIZOBIUM

Estas bacterias se caracterizan por su capecidad para for-
mar n6dulos en law raices de algunas leguminosas, bajo esta a~
gociacién algunas participan en la adquisicibn del nitrégeno
atmosférico mediante una remccién simbibtica, que permite que
el nitrégeno atmosférico sea transformedo a una forma aprove—-
chable por el vegetal.

Ta infectividad o habilidad para formar los nédulos, ¥ la
efectividad o capacidad de fijar ¢l nitrbgeno, son propiedades
de la simbiosias en sf misma, y si se cambia uno de los inte——-—
grantes de la agociacién estas propiedades pueden resultar al-
teradas, ya que una asociacién efectiva entre una cepa en par-
ticular del microorgenismo y una variedad especifica de la le-
guminoga represeate un delicado balance entre la constitucién
genética de dos tipos de organismos diferentes que varfan den-
tro de 1l{mites amplios.

Estas bacterias habitan en el suelo, son amerobias y qui~-—
miorganotréficas, fermentan varios carbohidratos, algunas Ve-
ces acumulan Acido pero no gas.

En el cuadro 2.2.1 se describen sus caracteristicas tinto-
rigles y de corscimicnto en Extracto de Levadura Manitol aAgar
Bojo Congo (ELMAR), Peptona Glucosa Agar Pirpura de Bromocre——
s0l (PGAPB), Leche tornasolada, as{ como gu Serologia e Invasi
vidad.

( 5,6 ).



202.1 CARACTERISTICAS DIFPERENCIALES DE LOS GENEROS

RHIZOBIUM Y BRADYRHIZOBIUK (5,6).

CARACTERISTICAS

GENERO RHIZOBIUM GENERO BRADYRHIZOBIUM

Morfologia
Yy
Tincibén

Bacilos cortos {0.5-0.9 micras de ancho y de
1.2-3.0 micras de largo), Gram negativos, mé
wviles, algunas veces llegan a asociarse en =
cadenag cortas, presentan grénulos prominen-

tes del polimero Beta-Hidroxibutirato, no -
presentan endosnoras.

Crecimiento
en
EIMARC

Colonias redondas,
planas, coavexes §
cbnicas; incoloras
o blancas, firmes,
con goma, absorben
poco colorante (ro
sa transldcido).Ce
pas de crecim:.en‘ao
rdpido (3-5 d). Hl.
tamafio de las colo
nias as de 2=4 mm
de di&metro.

Colonias redondad, ple~—
nas, convexas o cbnleas;
incoloras, blancas rara-—
mente roasas, transldci--
das, gomosas y firmes 3

cepas de crecimiento len
t0 (se detectan a log =
5-10 dfas de incubacién)
con tamafio no mayor de 1
mm de diémetro,

Crecimiento
en
PGAPB
Temp.25-28 T
Incub. 48 h

No hay crecimiento,
provoca poco cambio

Este medio facilita
taminantes.

¥y cuando llega & crecer
del pH.

la deteccibn de los con-

Leghe. -
Tornasolada
Temp. 25 °C,

Reaccibn alcalina
con zona de suero.

Reaccifn alcalina sin ~-
zona de suero.

Invasividad

Nodulan a las legu
rzinoias de clima —
emplado: R.legumi
nogsarum, R.phaseo—
I:L, ﬁ."Erifo_lE_:u., R
T P

meliTobi.

Nodulun u lus legumind~-
sas tropicales: R.japo-—
nicum, R.lupini.

Serologia

Aglutinacibn (flagelar y/6 somAtica) cop an—

tisuero especifico.

son ldbiles al calor.

reacciones cruzadas
Remeliloti.

Los antigenos flagelares
Tueden presentarse

con Agrobacterium 2

Otras

Productor de aci-——
dez, prefiere como
carbohidratos a ln
glucosa, manitol,

sacarose;algunas —
cepas reaquiere vi-
taminas; pH 6 - 7T ]

Productor de alcalinidag
prefiere a las pentosas;
algunas cepas no requie-
ren de vitaminas; pH 6p-—
timo 6.0 - 7.0 .




2.3 ANTECEDENTES HISTORICOS

‘Lz importancia de la simbiosis bacteria-leguminosa en la
Pertilidad del suelo, motivé un interés creciente por easte ti-
po de asociacidén y su aplicacién, 1o que condujo a la produge—
c¢idén do inoculantes ¥ & la fundacién de Legislaciones Oficia~—
les en las Inspecciones del Control ds Calidad en los paisen
con mayor desarrollo del producto.

A continuacibn se citan cronologicamente los aspectos més
sobreaalientes de loa estudios realizadoa durante el periodo
de 1830-1986.

1830. BOUSSINGAULT Y LIEBIG dieron a conocer la importan~
cia que las leguminosas tienen en la fertilidad del suelo ¥y
comprobaron que $atas extraen el nitrbgenc de la atmbafera al
hacerlas crecer mediante la cuantificacifn de eate elemento en
la planta (citado en 9).

1866. HELLRIEGEL descubrif la presencia de loa nédulos en
las rafces de las leguminosas {citado en 31).

1866. HELLRIEGEL Y WILFPARTH formulaeron y reportaron gue
laa bacterias interaccionaban con las rafces jovenes de las lg
gunincsas formando los nbdulos radiculares, los cuales asginila
bapn el nitrégenoc elemental del aire, y deapués las plaatas uvag
ban parte de los compuastos sintetizados por las bacterias (ci
tados en 19).

1888. BELJERINCK aisglé el organiemo causal de l2 nodula—-—
cibn al que le 'di6 el nombre de Bacillus radicicola, que poate
riormente designé con el nombre genérico de Rhizobium e indicé
la necesidad de suministrar éatas bacterias artificlalmente a



los sueloas, hecho que motivé al desarrollo de la YIndustria de
* los Inoculantes para leguminosas. Poco después empezf el oculti
vo de especles de Rhizobium para incrementfar el cultivo de le~
guminosas (citado en 16).

1888, HELLRIEGEL Y WILFARTH. Con objeto de asegurar la -
presenéia de rhizobia en Areas donde se cultiva la leguminosa
de interés propusieron como método de inoculacién la "transfe-
rencia del suelo", donde previamente se habla detectado 1la pre
sencia de Rhizobia, a las nuevas zonas. Este procedimiento pre
genté numerosms desventajas como el oosto- elevado para la —
transportacién de volimenes grandes del suelo, y la imtroduc—
cién de las semillas u organismos patégenos a las plantas, co-
mo mohos, bacterias competidoras de origen nativo y nemétodos.

Lo que determiné la.necesidad de usar cultivos bacteria—
nos puroa (citado en 16).

1885-1919, PRIMER PERIODO. Abarca el Desarrollo fundamen—
4al de los Inoculantes (citado en 28).

1895. NOBBE Y HILTNER inician la Industria de los Inocu——
lantes en los Estados Unidos de Norteamérica. Introducen a ni-
vel leboratorlo un sopocrie a hase de un medio de cultivo pars
el crecimiento de las bacterias fijadoras del nitrbégeno, con
el nombre de "Nitragin®. La presentacibén del productc congis——
tfe en una botella de 10 onzas con una capa de medio sblido ,
que contenia azdcar, asparasgina, gelatina y extracto de levadu
ra (citado en 50).

1896, NOBBE Y HILTNER. Debido a que el producto obtenido
con el medio anteriormente mencionado resulté inadecuado para
mantener a los microorganiamos vivos, introdujeron otra formu-
lacibn que contenis peptona al 24 6 leche desnatada y agar so-
lidificado, sobre €l cuzl propagaba a la bacteria y en ¢l mo-



méptp de aplicarse al campo suspendfan el cultivo bacteriano
en agua. Esta suspensién eras utilizada para impregnar directe~
mente al suelo o a las semillas (citado en 35).

1900. BEn este afio surgié la Industria de los inoculantes
a nivel comercial {citado en 50).

1902. Se probb otro tipo de soporte que consistié en algo
d6n impregnado con el cultivo bocteriano, posteriormente este
se secaba Yy empaca.ba. acompafiado con un paquete de nutrientes.

Antes de usarce el algodbén se ponfa en bafioc de agua
tibia (28-37 C), donde se adicionaban los nuirientes y ‘'én es-
te medio me humedecia las semillas o se inoculaba una pequefia
cantidad del suslo que era esparcida en el mismo. Los resulta-
dos no fueron satisfactorios debido a que los microorganismos
murieron en el proceso de secado del algodén (citado en 19).

1905. CANADA inicim la producecién de los Inoculantes & eg
cals Comercinml .(citado en 21),

1912, ESTADOS UNIDOS DE NORTERAMERICA. Se funda la Legisla
cibn de los Estados Individuales, en el control de calidnad (ci
o
tadc oz 50),

1914. SUECIA produce inoculantes empleando soportea este-
rilizados, siendo elaborados en el CGolegio de Agricultura (ci-
tado en S0).

1918, SEGUNDO PERIODO. A partir de ésta fecha la inocula~
cibn con cultivos artificiales adquiere mayor aceptacibn, 1lo
que determina el crecimiento de la Industria due progresa nota
blemente y se desarrollan las inspecciones de rutina (citado
en 28).



1920-1940, ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA expande la In--
dustria de los Inoculantes (citado en 50).

1930. PRED discute los aspectos culturales y morfolégicos
de las bacterims. Los aspectos préicticos de la inoculacibn, la
determinacién del nitrégeno fijado en el laboratorio, como en
el campo; ademds de la produccibén de los inoculantes ( citado
en 50).

1932, Existian 11 productos comerciales en todo el mundo
(citado en 19).

1934, INDIA inicia la produccién de los inoculantes (cita
do en 50).

1940. A finales de los affos cumrenta Uruguay y Argentina
iniecian la produceién de los inoculantes (citado en 50).

1954-1977. En este perfiodo la literatura acerca de la im-
portancia que deriva el uso de inoculantes aumenta de manera -
explosiva y aparecen numercsos informes acerca de la diferen—-
cia de produccién ocasionada por la utilizacién de inoculantes
y fertilizantes (citado en 12).

1954. AUSTRALIA inicia el control de calidad debido a los
resultados cualitativos y cuantitativos obtenidos = nivel cam-
po ¥ laboratorio. En 1955 se intensifican los estudios de la -
relacién raiz-nédulo-bacteria; y se discute el establecimiento
de los estandares para mejorar la calidad de los inoculantes (
citado en 21). Surgiendo en 1956 un Laboratorio de Servicio en
el Departamento de Agricultura de la Universidad (U~DALS). Es-
te fudé fundado por grupos de microbidlogos de diferentes insti
tuciones los oue establecen un sistema progresivo del control
de cepas usadas para la preparacién del inoculante, asf{ como
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de su produccibn, venta y uso.

Con esta institucibn los productores contribuyen en
los ensayos y proveen financiamiento para los estudios., En —
1971 desaparece y surge la ATRCS ( Australian  Inoculants e--
Research and Control Service) (citado en 21),

1956. SUD AFRICA organizé un cuerpo de control semejante
al de Australia. Mientras cue en la India los detalles de los
eatandares y mecanismo de control de calidad no son claros. En
tucva Zelanda la IC3TS ( Inoculant and Coated Teabing Service)
es el organismo responsable del control de calidad. Mientras
gue en Canadd no existe un organismo responsable pero si estan
dares de control (citado en 50).

1958. VAN SCHREVEN introduce la presentacién en botes ta-—
pados con celofédn y algodén para proveer una mayor humedad (ci
tado en 50).

1960, BONNLER sugiere el uso de los soportes s6lidos (ci-
tado en 19).

1965. SCOTT Y BURNGARNER generan un producto diferente en
el cual se susvende el cultivo concentrado de Rhizobia en acei
te, y se le disminuye la humedad que contiene. Después del pro
cese de seeado lac cflulas se colactan por centrifugacibén o -
por filtracién y se mezeclan con un goporte como talco o kaolin
forma de presentacién final como un inéculo s6lido (citado en
54).

1966. FRASER sugiere los granulos de Rhizobia para la inp
culzeibn junto con las semillas en el: PO, Se preparan es--

parciendo una mezcla de los microorganismos désarrollados so-
bre leche desnatada pulverizada y sacarosz, sobre gulfato de -
calcio hemihidratado y carboximetilcelulosa (ecitado en 21).



1975. ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA. “The Indiana State
Chemist" es la dnica autoridad gque publica la calidad de 1los
inoculantes (citado en 50).

1950-1986, ESTADOS UNIDOS MEXTCANOS. Casas Campillo ini-
cié la produccidn de los inoculantes en la Comisién Nacional
del Maiz (citado en 9). Tres afios después surge AGROLAB, S.A.
con su producto "Rhizobin®; mientras que en 1955 los laborato-
rios FLORA WICROBIANA, S.A. producen el inoculante Nitrobacten
A’produ’cto que desaparecié en 1960. En 1963 se eatablecid en Gua

dalajara, Jalisco le Empresa Nitragfn., Bn 1967 Anderson lay—
ton empez6 a producir el inoculante Pagador, que desaparseib
en 1976. N

En 1977 PIRA inicia la produccién de los inoculantes y en
1981 en Matehuala S.L.P. & través de la Comiasién Técnics para
el programa de empleo rural.

(citado en 19).

Actualmente existen 7 industrias que tienen registrados
ante la Direccifén General de Polfticam y Desarrollo Agroracua—
rio y Forestal, 24 productos que a continuacién se exponea:

-Bnpreeas Kitragin, S.A. Guadalajara, Jalisco.

: Inocula.nte para chicharo
Inoculante para soya
Inoculante para alfalfa

Inoculante para garbanzo
Inoculante para frijol

-5SDS Biotech de México, S.S, de C.V. México, D.F.

Inoculante Dianitro Fix Soya
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—Insecticidas del Pacffico, S.A. Cd Obregén, Sonora.

Inoculante para garbanzo
Inoculante para soya

-Quimica Lucava, S.A. de C.V. Tultitlén, Bdo de México.
Inoculante para frijol
Inoculante para soya
Inoculante para soya-Inoculante Liquido

~Pertilizantes Mexicanos, S.A. México, D,F.

Nitrobiol Inoculante para slfalfla
Nitrobiol Inoculante para cacshuate
Nitrobiol Inoculante para frijol
Nitrobiol Inoculante para garbanzo
Nitrobiol Inoculante para soya
Nitrobiol Inoculante para lenteja
Nitrobiol Inoculante para chicharo
Hitrobiol Inoculante para haba

~Semillas, Implementos y Abonos, S.A.H. Matamoroas, Tamps.
Priple NOCTIN-L (lfquido)

~-Bioggro de México, S.i. dc C.Y. Cd. Obregbn Sonora.
Inoculante ¥Multicepa Legume~Bacter {soya)
Inoculante Multicepa Legume-Bacter (frijol}
Inoculante Multivepa Legume-Bacter (garbanzo)

(14).

Ta produccién de inoculantes tembién se efectda en diver~
s8as instituciones de investigacién, realizéndola a escala de

laboratorio para fines de experimentacién y entre estas me tig
ne:



~Pacultad de Quimica, UNAM.

~Institubo de Geologia, UNAM. .

~Colegio de Postgraduados, Chapingo.

~Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, IFN.
=CINVESTAV, IPN. Unidad Irapuato,

13
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2.4 IMPORTANCIA DEL CONTROL DE CALIDAD

Un Departamento de Control de Calidad tiene como funcién
el certificar la calidad de los productos que se fabrican en —
uns Indugtria o I-aboratBrio, 1lo que involucra el caracterizar
a la materia prima, al material de envase y empaque, ‘asf{ como
verificar el buen funcionamiento durante el proceso de fabrica
' cibn, el control de productos intermedios, del producto terming
nado y duracibn del producto.

Lo anterior indica que el control de calidad requiere de
un conjunto de conocimientos técnicos, anegliticos y edminigtra
tivoa. Y que solo a través de este esfuerzo comunal y conacien
te se llegarf a la obtencibn de un producto satisfactorio para
el consumidor y para el fabricante.

De tal modo que el Departamento de Control de Calidad, pa
ra realizar adecuadamente sus funciones, se apoya en los depar
tementos de planeacién y produccibn, que con base en 10os Obje—
tivos de la empresa, referencias bibliogr&ficas mundiales re-
portadas, técnicas reportadas y desarrolladas por la propia em
presa, deberin establecer las caracterfsticas del material, e-
auipo y proceso empleados as{ como del producto terminado, va-
riaciones y limites aceptados y estandares de calidad de cada
uno de los factores involucrados. Los que deberdén estar dentro
de un margen de seguridad.

Ccon el objeto de suministrar al comprador o cliente pro-
ductos con caracteristicaa 6ptimas, se requieren medidas adi--—
cionales de manipulacifn en el almacenamisnto, transporte y
servicio post-venta, de modo tal que la calidad se mantenga in
tacta, dentro de ciertos limites de seguridad desde el momento

en que el producto estd limto hasta que llega al consumidor.,
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Esto dltimo es particularmente importante para los inocu-
lantes biolégicos de uso agricola que son senaibles a los cam-
bios extremos de temperatura o bien son expuestos a contamina-
cifn microbiana a causa de la ruptura de envases ocasionada -
por inseoctos, roecdores o mal manejo durante el ¢ransporte, lo
que se traduce en una érm variabilidad de la salida de este -
tipo de producto.

Por lo que para asegurar la calidad de los mismos se ré—-—
quiers 1la utilizacibn de cepas adecuadas, un control estricto
en el proceso de produccibn, almacenamiento y distribucién de
los mismos masi como del manejo durante su aplicacién.

(39).

Para tener un mejor entendimiento de las caracteristicas
que debe reunir un producto de eate tipo, en las phginas si--
guientes se sumarizan los aspectos generales del proceso de -
produccibn, especificaciones de materias primas, producto en
proceso y producto terminado y i1os an&licis recomendados para
determinar la calidad en las diferentes etapas de produccién,
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2.5 PRODUCCION DE LOS INOCULANTES BIOLOGICOS

Existen dos métodos que ejemplifican la produccién de los
inoculontes a base de un goporte s6lido. El "Buropeo" y el de
los "Estados Unidos de Norteamérica" los cunles se muestran en
el dirgrama 2.5.1.

Bn el proceso de produccibén szse consideran

‘1) Materia prima que involucra
~Seleccibn y mantenimiento de cepas
-Eleccifn del soporte .
-~Fleccibn de ingredientes para el caldo de cultivo

2) Caracteristicas ¥ condiciones del proceso de produc-—

cibn que incluyen '

~Preparacién del soporte

—I’repai:'acién del caldo de cultivo

—Activaci6n del cultivo madre

—Permentacibn

-Impregnacién

~Maduracién y envase

—Almacenamiento

3) Caracteristicgs del producto terminado

~Seleccibén y mantenimiento de las cepas de Rhizobium.

La seleccidén se efectia con base a los siguientes crite—
riog: efectividad en 1a fijacién del nitrbgeno, capacidad de
egtablecer una simbiosis eficiente con numerosas especies ‘©
con un rango amplio de variedades de la misma especie (1,22,
52) y la habilidad de la cepa para crecer.en los medios de cul
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tivo y soporte asf como en las condiciones del suelo y clima -
donde serd aplicada (32,34,47,48,49).

Las cepas selecclonadas pueden ser conservadas bajo dos
slatemas de mantenimiento. que oorrespond.en a cultivos llofili-
zados en ampolletas 6 bien en medio de agar inclinado en tubos
Yy sellados con porafina lfquida. El primero ea un método mes &
decuado debido a que permite consgervar a las cepas por periodo
més prolongados (15 a 20 afios), minimizando la necesidad de re
siembra, asf como la contaminascién y variacién genética. Bn -
tanto que con el segundo método la maduracibén se limita a un -
afio y por lo tanto exigten mayores rieagos en cuanto a los pro
blemas ya mencionados (54).

Para la manufactura del inoculante de cada cepa se reali-
zan subcultivos que son utilizados durante el afio de produc—
¢ién a los que se les realizan ensayos de coritrol (32).

Descripeién resumida del manejo y ensayos que se rea—
lizoe en lae cepas de coleccifn recomerdadas para la
mpnufactura de inoculantes, de acuerdo a su forma de
dantenimiento (21).

PRESENTACION TRATAMYENTO ENSAYOS
Cepa de coleccifn De cada cepa se ~ BEfectividad en la

(liofilizada) prepara un cultivo fijacibén del ni-
¥y se almacena a - trégeno.
4°C a partir del -~ - Tincibén de Gram
cual se preparan - Aglutinacién con
los subcultivos - suero inmune espg
que se requieren cifico.

para el afio.
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PRESENTACION TRATAMIENTO ENSAYOS
" gultivo sellado Se preparan 15 - Bfectividad-en la
(con parafina) aubcultivos( 12 cul fijacibén del ni-
4ivos madre para la trégeno

manufactura,2 de re ~ Tincién de Gram
ferencia, por afio, y
1 de testigo.

cultivo madre son 12 y se em-—- - Aglutinacibn
plaa 1 por mes, Tincién de Gram

=~Fleccibén del soporte,

Los soportes que se usan actualmente son sélidos 6 liqui
dos.

Estos deben reunir caracteristicas ffsicas y quimicas -
que aseguren: .
* la sobrevivencia de la bacteria de interés durante el
almacenamiento y distribucién del inoculante

facilidad del manejo durante su distribucibn y aplica
cibn

disponibilidad y bajo costo

.

.

A continuacién se describen las caracterfsticaa en que -
3¢ booan la seleceibén de soportes sélidos, que a la fechs son
" loa de mayor uso:

* facilidad de pulverizacién

« faciljdad de esterilizacién

¢ buena capacidad de retencibén de la humedad
» buena adhesién a la semilla

« PH neutro

(18).
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Método de Produccién de Inoculantes s base de un soporte asbélido

¥étodo por Nitragin

A 1 ] Maduracibn
@moler

Pmpacado
Almacenamiento
Completar maduracién

Almacenamiento y
Distribucibn

Une vez obtenido el caldo de
cultivo en los fermentadores es -—-
transferidoc a un tenque en el cual
se encuentra el soporte neutraliza-
do y eaterilizado , y con la ayuda
de un dispersor de baja presibn se
mezclan, Se procede a Tamizar, Pre-
Madurar, Moler, Bmpacar, Almacenar,
Completar la maduracién y Almacena~
miento-Distribucién.

(38)
Método Puropeo

Secar y ajustar el pH
del soporte

Moler

Tamizar

Hezclado

Impregnacitn

g

Kaduracibn

Distribucibn

Método cue consiste en
ajustar el pH y esterilizar
el soporte (ademéds de moler
y tamizar), se enriauece an
tes de ser impregnado con -
un cultivo de Bhizobium, o~
dentro de una cémara asépti
ca. Y se almacena antes de
su distribucién a 4°c.
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~Preparacién del soporte.

Las caracteristicas anteriores del soporte se .ajustan =
las necesidades especificas que debe reunir el soporte y que
se refieren a: tamafio dexparticula, PH, humedad y esterilidad
(54).

*Tamafio de partfcula. Se ajusta mediante el molido del so
portec. Se emplean 3 tamafiog, el llemado polvo fino que pasa a
través de una malle de 200-300, el polvo regular que pasa a -
través de mallas 100-200 y granulado cuando se emplean mallas
" de 16-50 (30,51).

*pH. Muchos de los soportes son fcidos, 1o cual no favore
ce la sobrevivencia y crecimiento de rhizobia por lo que se re
quiere ajustar el pH de 6.5 a 7.3 . El agente neutralizante -
mé&s satisfactorio es carbonato de calcio (17,35,38,54).

«Humedad. Iebe presentar un 9% de humedad final con 1o =
cual se favorece la operabién de molienda y permite una mayor
cantidad de incorporacifn del calde de cultivo al soporte (3).

La accibn del tiempo y la temperatura de secado involu-—
cran la posible formacién de productos téxicos por 1la degrada~
cibén del soporte., Por lo que se recomiendan temperaturas da
80 a 100°C por 24 horaas en el secado por horno eléctrico (38).

‘En el secado rdpido los s61idos se pasan a través de un
cilindro giratorio cuyo interior calienta por recirculacibn -
del aire 2 temperatura de 620-650 C. Kl tiempo de exposicién
de los s6lidos es de 2-3 minutos obteniéndose del 7 al 8 por
ciento de humedad sin la descomposicién del soporte, ademéds se
tiene el soporte estéril (54).

¢ Egterilizacibn., Los métodos mAs empleados son:
i) Awtocleve, realizedo a 121 %G a 15 1b/in% por 3-4 ho--
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raa (3,38,52,54).
- 4i) Radiacién, de 5 x 10~ Rads (51).

iii) Gas, empledndose oxido de etileno el cual se difunde
completamente pero es diffcil remover los residuos, que son t6
xicos al Rhizobium (3,50).

.
Se recomienda el ugo de soporte estéril para aumentar 1le
vida media del producto, especialmente cuando se emplea cepas
de crecimiento lento (54).

(3

~Fleccibn de ingredientes y preparacién del caldo de zul-
tivo.

El medio estandar estd basado en el uso de una fuentes de
carbono, fuente de nitrbgeno, mezcla de sales y en algunos ca-
sog factores de crecimiento, ajustado a un pH de 6.8 a 7.3 (
50).

«Como fuente de carbono se emplean diferentes azdcarszs
mono y disacéridos y pentosas pars las especies de lento craci
miento; siendo las més comunes el manitol y sacarosa, tamtién
se usa glicerol. Los productores prefieren a la sacarosa pi™
su bajo costo, pero deben considerarse las necesidades de las

cepas involucradas en el proceso {(38,50).

La fuente de nitrégeno varim desde nitrato de potasis
{(3) hasta el uso de extracto de levmdura en una concentracifa
que proporcione simulténeamente los factorea de crecimient: (
50).

~Activacibébn del cultivo madre.

-Obtencibn del inéculo de alta concentracibn celular, -
que se realiza en matraces Erlenmeyer usando una quinta parse
del volimen del medio lfquide en relacibén a la capacidad Zal
matraz (4), y se incuba a temperatura de 23 a 32° dependiszado
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de 12 especie 6 bien a 35° en el caso de Rhizobium meliloti (
3,16,30,50), en agitacibén para favorecer la aereacién y por un
periodo de tiempo que varfa de acuerdo al tiempo de generacién
de la easpecie y condiciones de incubacién, ver tabla 2.5.1 (
16,30,38,50).

Tadbla 2.5.1 Periodos de incubacién recomendados en
el procesoc de produccién dc incculentes (50).

. Velocidad Tiempo mAximo Volimen del Inéculo
de de Y
Crecimiento Generacibn Tiempo de Yncubacidn
] Crec. répido 2-4 h 25-53 h 18-36 h
Crec. lento - 6-12 h 78-156 h 54-108 h
—Permentacibn.

El cultivo obtenido puede ser empleado pare impreganer sl
soporte (produccibén a nivel laboratorio) o bien como inéculo
para el escalamiento de produccién a nivel industrial, en cuyo
cago las caracterfsticas del inbculo varian de 0.1, 0.5 y 1C#%.

A nivel indusgtrial se utilizan tanques de acero inoxida-
ble, la capacidad de los fermentadores varia de 10-20 1 hasta
30,000 1 (4). Se opera =l 75% de la capacidad debido a la for-
macién de espuma, cuando se emplean cepas de lento crecimiento
mientras que para las de rédpido crecimiento se recomienda lle~
nar sl 60% de su capzcidad y se utiliza un agente antiespuman-—
te (50). :

Para favorecer la concentracién de oxigeno adecuado es
necesario realizar agitacién mecfinica o permitir la entrada de
aire que proporciona una presién positive minimizando 1a contg
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minacién.

Fl flujo del aire que ae recomienda ea de 0.5 a 120 1 de
aire/h, por litro de medio (38).

Balatti y Mazza reportan trabajos experimentales en las
que ge emplean agitaciones de 200 R.P.M. y con 0.5 volumen del
aire/volumen de aire por medio minuto para determinadas espe——
cies (3).

Los cultivos obtenidos no deben ser almacenados por més
dé 24 h y deben estar a 4°C (54),

~Impregnacién (Mezcla del soporte y cultivo bacteriano).

Se realizae por agitacibén contfinua del soporte y la sus——
pensibén celular, bajo condiciones asépticas (26,38).

Cuando el soporte no se encuentre estéril la impregne~——
cibn debe proporcionar una humedad del 35-40% en base en el pe
80 seco; en tanto que con soporte estéril se ajusta del 50-60%
{38,50). Para soporte pulverizado y granulado debe tener del
32-34% de humedad (54).

~Maduracién y envase.

El tiempo de maduracién varfa, cuando se emplean cepas -
de crecimiento lento es de 5-10 dfas = 25-38° (3,17,54).

Para las de crecimiento répido de 2-~3 dias a temperatura
ambiente (19).

En el método de los Estados Unidos de Nortesmérica la e—
+apa d¢ maduracién se lleva acabo en las charolas por 2 dfas,
6atas son cubiertas con pldStico para evitar la desecacibn, -
despuéa se tamiza y se empaca en bolsas de polietileno sellaw
dos con pequefios orificios para facilitar el intercambio ga-
seoso (54).
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Se envasan en boloes de polietileno (con espesor de -
0.0375 mm - 0.053 mm) lo que permite un intercembio gaseoso au
ficiente y satisfactorio y mantienen el nivel de humedad nece-
sario (54). . T .

—Almacenamiento.

Después-del proceso de maduracién y empacado en las bol-
sas dc polietileno, se conservan en un lugar obscurc a 4-5 C (
3,18, 30,38,50).

Roughley reporta que el decrecimiento va en proporcién a
la temperatura, 0.04% a 5°C y 0.0944% =a 25° (37).

~Caracteristicas del producto terminado.

Se recomienda registrar en el rétulo especificaciones -
que incluyen poblacién minima de bacterias/g de inoculante, -
hoapedero, condiciones de almecenamiento ¥y distribucibén, fecha
de caducidad. Y como requisito susencie de contaminantes (11).
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2.6 CONTROL DE CALIDAD Y ESTANDARES
DE INOCULANTES PARA LEGUMINOSAS

La informacibén del capitulo anterior indica que el cof-———
trol de calided de losg inoculantes para leguminosas implica. un
proceso de inspeccifén continuo, en cada una de las etapas de -
produccibn asi como en el producto terminado, antes de su ven-
ta o distribucibn, y cuando se encuentra cercano a la fecha de
caducidad.

La metodologia que se lleva acabo implica pruebas a aivel
laboratorio, invernadere y/6 campo, dependiendo del tipo y gra
do de informacibn que se necesita asi como de los factores —-
tiempo y dinero. Realizdndose ensayos cualitativoes y cuantita-
tivos.

A nivel mundial, el control de calided de los inoculantes
para leguminosag solamente en pocos casos ge realiza en cen——-
tros de inveatigacibn, y los esténdares minimos y précticas de
control varfian en los diferentes pafses (19).

En Australias, Uruguay, U.H.S5.5. y Checoslovaguia, lao pro-
duccién de los inoculantes y control de calidad devenden com——
pletamente de agencias gubernamentales (54).

En NUEVA ZELANDA'el sistema oficial de control de inocu—
lantes fué iniciado en el afio de 1979 conocido como I.C.S5.T.S.
("The Inoculant and Coated Seed Testing Service™) cl que estu-
vo operado por el Ministerioc de Agricultura y Pesca, proveyen-
4o un servicio similar al que otorga la A.I.R.C.S. en Austra--
‘1is (54).
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En CANADA el cuerpo responsable del control de celidad co
rresponde 2l Departamento de Agricultura, que establece las es
pecificaciones que debe llevar el pafguete y el mimero de mi——w
croorganiamos viables en el inoculante (21).

Bn URUGUAY el Laboratorio de Microbiologia del suelo y -
control de Inoculantes del Ministerio de Agricultura y Pesca,
eatablecié los controles de calidad para los inoculantes impor
tados y nacionales. Estos laboratorios ademds proveen como ser
vicios para el fabricante la seleccibén de especies de Rhizo-—-
bium, la determinacién de le pureza y cuenta vieble, y rectifi
cacién de la cuenta viable en el producto después de su distri
bucibn (54).

En los ESTADOS UNIDOS DE NORTEAMERICA el control de cali-
dad recame directamente sobre el fabricante e involucra la expe
dicibén de licencias para la produccién independiente en cada -
estado como Indinna, Wisconsin, Ohio y Maryland presentan esta
tutoa con el establecimiento de ciertos estandares, los que va
rian de estado a estado adn cuando todos presentan la misma be
se.

Por ejemplo la ley de incculonteos para leguminosas en In-
diana data de 1937 en oue el estado se responsabilizé de log
engayos de control de laboratorio y de invernadero tales como:

~determinacién de contaminantes

—cuenta en placa de rhizobia viable

~habilidad de las cepas para inducir la nodulaciébn

—~determinacién de peso seco de la plante para comprobar

la efectividad de la cepa en la fijacibn de nitrbgeno.

Ellos incluyen en los membretes las condiciones de alma——
cenamiento y fecha de expiracién.

(19).
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BEn AUSTRALIA, en 1956, la Universidmd de Sidpey y el De—
partamento de Agridultura de "“New South Wales" apoyados por la
C.S,E:R.0. fundaron la U.D.A.L.S. ("University Department of
" Agricultire La-ﬁoratory Service) en donde se desarrollé ua sis-—
tema de control de calidad para los inoculantes comerciales en
el que me consideraba.la infecotividad y efectividad de la bac-—
teria en el producto. La U.D.A.L.S. fué financieda por largo
tiempo por los productores, despuds por le "Dray, Meat and w—-
Wool.Research Trust Funds" y el Banco de Reserva de Australia
(16).

BEn 1966 el Departamento de Agricultura de "New South We-
les" fué nominado para establecer un nuevo organismo, nombrado
como "The Australian Inoculants Research and Control Service"
(A.I.R.C.8.) (38).

YLa A.I.R.C.S. contempla el control de calidad en todos
sug aspectos y promueve servicios que se agrupan en tres paque
Yes:

l.- Seleccién, ensayo y mantenimiento de lam especies de
rhizobia coovenientes.

2.~ Control de calidad de loa inoculantes

3.~ Investigacién de los factores que afectan la calidad
y eficiencia de los inoculantes en la produccibn, distribucibn
y empleo de los mismos.

A peticibén del productor y em relacifén con los dos prime-
ros incisos la A.I.R.C.S. provee el cultivo madre al que deter
mina pureza mediante serologia.

Durante el proceso de produccién se realizan pruebas cuva~
litatives en el cultivo que se empleard para impregoar el 50—~
porte, asi como en el producto terminado después de su madura-
eibn y antes de su distribucién, y pruebas para determinar la
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fecha de caducidad del producto.

Recomienda almacenar el producto a 4 ¥ durante 5 6 6 me——
ses ¥ transportarlo para su distribucibn durente la noche Yen
refrigeracibn,

(19,38,50)

Tos ensayos que se consideran prioritarios antes de la ——
distribucibn corresponden a : cuenta viable, identificacién se

rolégica, infeccién en planta, cnsayos de efectividad y conte—
nido de humedad.

Recomiendan especificar en el rétulo el tipo de soporte -
empleado.

Ensayos prioritarios en inoculantes a base de soporte es-
t8ril: cuenta en placa, infeccibén en planta, identidad serolé-
gica, deteccibn de los contaminantea, tincibn de Gram.

Ensayos prioritarios en inoculantes a base de soportes no
entériles: esencialmente cuenta por dilucién e infececibn en ——

planta e identided serolégica de los nédulos.

Ensayos opcionales para los inoculantes previamente ensa—
yados: humedad, dilucida s infeccién en planta.

(13,137,38,50) .
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Limites del Nimero de Rhizobia establecidos en los

Inoculantes a base de un soporte s6lido en el mundo

Pals

Austrglia

Canadd

Estandar

Soporte estéril: 1 x 109 Rhizobia/g
inoculante, después de la fecha de
eaducidad 10°. Para Lotononis de 5-
30 x 10°. Después de la fecha de ca
ducidsd 3 x 107, Si presenta 10° —
proporciona 100 Rhizobia/semilla.

Y se considera:

-Calidad muy deficiente con cuenta
de 107 Rhizobia/g inoculante

*Calidad deficiente si es de 107 a
108 (con 2 meses de caducidad)

+Calidad satisfactoria si es de -
109 {con 6 mescs de ceducidad)

*Calidad muy satisfactoria si es
mayor a 109 (con 9-12 meses de cadu
cidad)

(19,38,50,54).

Satisfactorio con 1 x 106 Rhizobia/g
inoculante, 10 que proporciona un mi
nimo de 1 x 103 Rhizobia/semilla (
19,54).



Pafs

Checoslovaquia

Holanda

India

Hva. Zelanda
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Batandar

Aceptable cuando es de 3 x 108 Rhizo
bia/g inoculante (19,54).

Bagado eon estudios porcentuales de
la nodulacién:

e3atiafactorio: si el 90% o méa de
las plontes presenta 1 6 mis nédulos
gobre la rafz primaria y las caracte
rigticas de las plantas son compara~
bles a la del control fertilizado.
eRegular: si del 67% al 90% de las
plantas contiene 1 6 més nédulos.
*Inaatisfactorio: si es menor al -~
67% de las plantas noduladas.

(54).

De 4 a 25 x 107 Hhizobis/g inoculan-

" te (19,54).

De 1 x 108. ¥y después de la fecha de
cedncidad e acepta un minimo de =
1 x 107 Bnizobie/# inoculante (11,
54).

Degpués de la fecha de caducided { 6
meses) se permite un minimo de —
1 x 1()8 Rhizobia/g inoculante, 1o -
que garantiza 300 Rhizobias viables
por semilla después de almacenarse a
20 °C por 28 dfas (19,54).



Pais

Sud Africa
URSS

Uruguay

Estados Unidos
Mexicanog
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Batandar

A base de soporte estéril, un minimo.
de 1 x 1.08 células/g inoculante (50).

De 5 x 107 Rhizobis/g inoculante (
19,54).

Cerca de la fecha de caducidad, un
minimo de 1 x 10 Rhizobia/g inocu--
lante (54).

Se muestra las diferentes caracteris
ticas de los inoculantes en algunas
Instituciones:

*Pertimex

*Lab. Microb., Programa de Empleo

Rural

«Colegio de Postgraduados

*Quimica Tucava, S.A.

*Nitragin

*FIRA

*Fac. Quimica, UNAM

+Inatituto de Geologia, UNAM

{vsr fzhla continua)

(15,19).



Caracterfeticas de los Inoculantes elaborados en los Batados Unidos Noxicamos (15,19,23)

Institucidn Ilooalided Soporte Inoculante Poblacidn de la Control de
tamafio turba  uni-  multi- Rhizobis y Garep Calidad
de par  esté- cofa ocepa  tia
tioula il
Portimex Néxico, malls [:34 - + 108-109(5 meses) Ouantificn--
D.X. 200 cidn del No.
Hhizobium/g
inooulante.
lab.¥iorob. Matehuala, . " + +/= :I.OB (Bmesen ) "
Programa d¢ S.L.P.
Empleo Rural
Oolegio de Chapingo, . . + + 10° {6 nesen) "
Pontgraduados MNéxico.
Quimica,lucg- Edo.Msx. . " + - 108 (6 meses) .
va,S.A.
Nitragin Gusdalaje-  * " + +  10% (6.nes0sp .
ra,Jalisco ¥y 100
PIRA Tesoyuoa,  malls LI - + J.O8 {6 meses) "
Morelos. 100
Pac, Quimica, Ndxico,D.P. malln L + - 10° (6 meses) »
URAM y el 200
Institub de

Goolog{ia,UNAM

2t
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2.7 METODOLOGIA EN EL CONTROL DE CALIDAD
PARA INOCULANTRES BIOLOGYCOS AGRYCOLAS

Se clasifica en ensayos cuslitativos y cuantitativos:

RNSAYOS CUALITATIVOS BNSAYOS CUANTITATIVOS
~Rectificacién del rétulo —Determinacién de la hume-
~Determinacién de la Pure dad.

za: =Cuenta total de células
eInoculacién en Peptona ~Ndmero de Rhizobia viable
Glucose Agar por el método de dilucién
«Inoculacién en Bxtracto ¥y siembra en placa

de Levadura Manitol —— -Ensayos en el invernadero:
Agar *Método de Dilucién e In-
-Tincién de Gram feccibén en Planta (infegc
«Determinacifn del pH tividad)

»Identificacibn por Aglu *Determinacién de la Efec
tinacién. tividad.

ENSAYOS CUALITATIVOS

RECTIFICACION DEL ROTULO. Lleva la informacién bAsica que
caracterizga al producto empacado como:

~NHombre(s) de la(s) leguminosa(s) para el cusl debe em-
plaarsc

-Género y eapecie de la bacteria presente

~Némero de Rhizobia por gramo de inoculante o semilla

~Contenido neto

~Cantidad de semilla 0 superficie a tratar

~Inatrucciones para su uso
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~Condiciones para su nlmacenamiento
~FPecha de caducidad

~Némero de lote

-Nombre y direccién del productor

(11,50);

DETERMINACION DE LA PUREZA. En el cultivo madre, en el —-—
cultivo de produccibén y en el producto terminado, existen va~-~
rios ensayos que complementan la deteccibn de los ricroorganis
mog contaminantes cuyas caracterf{sticas macroscépicas y micros
cbpicas deben ser diferentes a la bacteria de interéa (vexr te—
bla 2.2.1). Estas determinaciones se efectian mediante:

-Inoculacidn en Peptona Glucosa Agar e incubacién a 28 -
30 °¢ durante 24-48 h. El crecimiento abundante en este medio
de cultivo indica la presencia de contaminantes que frecuente-
mente se asocia con el cambio dcl pH cue se observa al incluir
al medio base un indicador (Pdrpura de Bromocresol: 10 ml de
una solucién al 1.0% en etanol, por litro de medio).

Agrobacterium es el contaminante més comin; crece abun—
dantemente con cambios apreciables del valor de pH (7,21,37, -
51,52).

«Inoculacibén en Extracto de Levadura Hanitol Agar ROjO —-—
Congo e incubacibn a 28-30"C. En este medio Rhizobium presente
caracteristicas especi{ificas, por lo que el desarrollo de colo-
nias con caracterfaticas diferentes a aguellas (ver tabla .-
2.2,1) asi{ como la presencim de colopias que absorben el colo-
rante adicionado al medio base, indica la presencia de contami
nantes. Es necesario incubar en la obscuridad para evitar que
las especies de Rhizoblum absorban el colorante por el efecto
de la luz (7,11,21,50,52).

La ausencia de contaminantes en diluciones desade 106 ino-
culades en loa medios de cultivo anteriores, indica que el ino
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culante es aceptable (50).

+Tincién de Gram. Se realiza de cada colonia detectada en
los medios anteriores gque presente caracteristicas macroscépi-
cas diferentes & las de la bacteria de interés (21,24,28,37, -
50,52).

«peterminacién del pH. Cuando el pH del cultivo liquido
incculado es mayor a B o menor s 6 indica la probable presen—-—
cia_x de contaminantes (21,24). Excepto en los casos de Rhizo-—
bium meliloti que produce un pH de 5.4 y para los cultivos de
Lotononis que alcaliniza el cultivo (50).

*Identificacibn por aglutinacibn. Verifica la estirpe usa
da. Es una técnica recomendada por su simpleza, y facilidad.la
tipificacién serolfgica por aglutinacifn da la posibilided de
una caracte'rizacidn rdpida de la estirpe presente en los n6du-~
los; oue co"(;xtienen los bacteroides con los antigenos que aglu-
tinan especi¥icamente al suero inmune contra la especie cue -~
dié origen al nédulo. La desventaja principal que presenta es—
te ensayo es que el laboratorio de control de calidad debe dig
poner de los sueros inmunes anti-cepa de las bacterias que em-
plean en la fabricacién de los inoculantes biolégicos (21,24,
50,52,54).

ENSAYOS CUANTITATIVOS

DETERMINACION DE LA HUMEDAD. Se determine por pérdida de
peso al secado (15,37,51).

CUENTA TOTAL DE CELULAS (CAMARA DE PEPROPP HAUSSER). Se
emplea un microscopio de contPaste de fase y un objetivo de
20-40 X, los microorganismos cusntificados no permiten diferen
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ciar a las células vivas de las muertas. Los resultedos estén
dados por el nfimero de células por voldmen (21,50).

DETERMINACION DEL NUMERO DE RHIZOBIA VIABLE. Se emplea el
método de dilucibn y cuenta en placa y el medio de cultivo -——
ELMARC. Se realiza una serie de diluciones decimales de una .’ -
muestra representativa hasta obtener cejas con 30 a 300 célo—
nias. En este medio Rhizobium presenta caracteristicas cultura
les culturales especificas que facilitcn su cuantificacibn, pe
ro no es posible distinguir a las diferentes cepas del Rhizo-~
bium cuando se trata de inoculantes multicepa (17,24,33).

En este medio se reamliza gsimulténeamente la deteceidén ¥
cuantificacibn de los contaminantes. O bien para evitar el de-
sarrollo de éstos y evaluar el ntmero real de Rhizobia se agre
ga al medio cualouiera de los siguientes componentes:

«Oligomicina (2.5 ml/l, de una solucién al 1i%)
+«Rosa de Bergala (30 mcg/ml)
*Penta Cloru Nitro Benceno (PCKB) (50 mcg/ml)
«Rose de Bengala-Oligomicina (30 ppm/30 ppm)
«0ligomicina~Rose de Bengala~PCNB (30 ppm/7.5 ppm/50 ppm)
*Verde Brillante-Rojo Congo-Azida de Sodio-PCNB (0.1 ppm/
25 ppm/0.1 ppm/5 ppa) .

(11).

) El agente diluyente varim, enpledndcse agua destilada, =0
lueibn salina (0.85%), 6 soluciébn amortiguadora de foasfatos (
pH T.2). EL tiempo para obtener resultados varia de 4 a 6 dias
para las especies de crecimiento r&pido y de 7 a 10 dias para
1lds de crecimiento lento. Les desventajas que presenta éste mé
toQo es que el medio empleado para las placas no es selectivo,
¥ loa contaminantea presentes llegan a predominar sobre el nd-
meto de Rhizobia (11,21,50). Considerdndose como una cuenta im
préctica cuando existe de contaminantes el 0.1% (37), y cuando
existe. préasencia de éstos hasta la dilucién ].06 (50).
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ENSAYOS BN EL INVERNADERO., Se emplea el método de dilue—
cibn e infeceibn en planta y se determina la habilidad para -
formar nédulos y la efectividad (capacidad de la fijacibn del
nitrégenc), medimnte evaluaciones de peso seco de parte abresa,
peso seco de nbdulos y nitrégeno total.

En éstos ensayos se deben considerar: el hospedero especi
fico, las condicioncs del invernadero como son la temperatura
que infiluye en el desarrollo de la especie de la planta que se
emplea, el periodo de luz, la circulacién del aire, y evitar
la contaminacibén entre tratamientos.

Existe una gran variedad de sistemas para este tipo de en
sayos- que incluyen: tubos de ensayo, Jarras de Leonard, Vasos
de Glazard, Macetas y Bolsas de polietileno. El material de so
porte puede gor diferente en cada caso, al igual que la forma
en que son esterilizados.

«El método de dilucibn e infeccibén en planta es conocido
con el nombre del mimero més probable (NMP). Método indirecto
que involucra la inoculacién de diluciones crecientes en las
semillas del hospedero eapecifico, las que son cultivedas en —
condiciones de invernadero.

Cuando dnicamente se trata de establecer el némero de ——
Rhizobia se requiere de un tiempo menor, y se asume que la pre
sencia de una bacteria es guficiente para inducir la nodula——
cibn, por lo que para determinar el NMP ge detectarfa dnicamen
4e los n6édulos. El cllculo de Rhizobia por gramo de inoculante
se basa en la "Teoria del WAximo Probable®" y de 1z "Denaidad -
estimada™ que describen Pisher & Yates (27,53).

La desinfeccién de las semillas se efectda de mcuerdo a
su tamafio y caracteristicas de su cubierta, y se emplea agna —
oxigenada y alcohol etflico al 95% 6 Ac. Sulfirico 6 NaOCL 6
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chlz al 0.2% (11,29).

El vehiculo para las diluciones puede ser solucibn sali--
na, agua destilada, 6 solucibén amortiguadora de fosfatos. Cuan
do se emplea inoculantes a bhase de aceites se emplea un agente
surfactante como Tween 6 Span B85 (50).

Para el riego de las plantas sc ken descrito aumerosas
soluciones nutritivas (11,50,51).
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2.8 SECURNCIA DE ENSAYOS DE CONTROL DE GALIDAD EN LA
ELABORACION DE INOCULANTES A BASE DE SOFORTES SOLIDOS

ENSAYOS

Fi{sicos y Quimicos

+Caracteristicas del
rétula {(con especifi
caciones diferentes
en cada cnso)

'FH
-Tamafio de particuls
-Contenido de humedad

«Caracteristicas nu-
tricionales

MATERIA PRIMA

ce 3 MC

+ + +
+ +

*

+

- -+

PROCRESO DE PRODUCCION

fo;.4 P PT
+* + +
+ + +

+

» ¢+ » = g{ se realiza el ensayo indicado

€C = Cepa de Coleccibn M =
S = Soporte P =
MC = Medio de Cultivo PT =

Cultivo madrs {stock)
Fermentacién

Producto Terminado
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2.8 SECUENCIA DE ENSAYOS DE CONTROL DE CALIDAD EN LA
ELABORACION DE INOCULANTES A BASE DE SOPORTES SOLIDOS

(CONTINUAGION)
ENSAYOS MATERTA PRIMA PROCESO DE PRODV‘QCVCIVONL

Microbiolégicos cc s MC oM B PR
+Tincibn de Gram + + + + £
*Aglutinacién + + B S +
«Desarrollo en ELMARC  + + + T+
*Deteccién de contami + + + + +
nantes por agluting—— .
cibn en PGAPB
+Cuenta total + +
«Cuenta de viables + . + + + .
«Infectividad + + + +
*Efectividad + + + +

" 4 v = gf se realiza el ensayo indicado

CC = Cepa de coleccién CM = Cultivo Madre(atock)

s = Soporte P° = Fermentacién

MC = NMedio de Cultiveo PT = Producto Terminado
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2.9 TIPOS DE INOCULANTES Y WETODOS DE APLICACION

Dapendiemdo del seporfe basme del cultivo bacteriano se -~
clasifican en :

.Inocculante o base de un cultivo seco en aceite: a la sug
pensibn celular despuds de un proceso de secado es recoleéctado
e impregnado en aceite (de origen animal o vegetal) con lo -
cval se reduce el contenido de agua de las células sin afectar
su viabilidad. ¥l contenido de humedad varfs del 1-10%4 . Esta
Ppresentacibén del inoculante es estable a temperatura de 75 .

5610 se produce & nivel laboratorio 6 a pequefia escala, ~
se aplica sobre la semilla.

(50,54).

«Inoculente a base de un cultivo desarrollado en agar: se
pregsenta en un recipiente de vidrio en el cual se encuentra ~—
propagada la bacteria sobre la superficie s86lida del agar nu-
tritivo.

Para su eplicacién se lavae la superficie del medio de cul
tivo con agua estéril, y con &sta suspensidn concentrada de mi
croorganismos se humedecen las semillas o se aplice a1 suelo.

Su produccién y aplicacién es sencilla; al aer visible el
crecimiento ge detectan fAcilmente los contaminantes.

(50,54).
«Inoculante a base de cultivo liofilizado: en el proceso
de liofilizacién el cultivo precongelado es desecado por subli
macién al vacio, reduciendo la actividad metabblica al minimo
¥y obtiene en un pequefio volumen una alta concentracibn de célu

- -
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les, ademfs que ocupa poco espacio al almmcenarse; el tiempo.-
de vida media del producto es mayor atin-a temperaturas altas.

Para emplearse simplemente se reconstituye en solucién re
guladora de fosfatos 6 SSI 6 caldo de cultivo; tiene como dea-
ventaja que el equipo empleado es complejo y caro.

(19,50,54).

“Inoculante 2 base de cultivos congelados concentrados:
el cultivo bacteriano es concentrado en una pasta, empacado y
congelado rdpidamente, sometidos a congelacién con hielo seco.

Almacenado a 0°C por 8 meses. Tienen cue ser usado en me
nos de 24 h, Unicamente ase aplica con la técnica de “slurry".

(54).

¢Inoculante a base de un soporite s6lido: depende del tama
fio de partfcula del soporte (polvo fino, polvo regular y granu
lado), cuyas caracteristicas garantizan la sobrevivencia de la
bacteria aumentando el tiempo de vida media del producto.

A nivel industrial ésta presentacibén es la més empleada.

Ie gran variedad de soportes que pueden usarse permiten
el empleo de cepas de Rhizobium especificas y amplfan su uso
an una gran variedad de leguminosas.

(34,50,54).
APLICACION DEL INOCULANTE
8i ge mezecla el inoculante y la semilla fuera del 4rea -

de sgiembra ge le denomina método indireecto (20), y directo ——
cuando el inoculante se aplica al suelo (8).
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El método indirecto comprende varias técnicas de aplica--
eién:

-método en seeo, cuando la mezcla de imoceulante y semilla
ae incorpora al suelo humedecido (23,37,40-46).

~método de "slurry", cuando al inoculante se le adiciona
agua antes de mezclarse con la semilla (25,29).

-método de rociado, si primeramente se humecta a la semi~
1lla con agua, goma ardbiga u otra solucibén adherente y des——-—
pués se adiciona al inoculante (13,25,31).

*Recubrimiento, cuando se le adiciona un agente neutrali
zente (Carbonato de calcio) sobre lm semilla ya recubierte con
el inoculante (10,34,37).
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III OBJETIVOS

3.1 Comprobar la variabilidad de algunos inoculantes --

que se distribuyen en el pafs, mediante la determina——
cibn-de la calidad de 11 inoculantes bioclégicos (6.ele
borados en la PFacultad de Quimica y 5 comerciales).

3.1.1 Determinar el nimero de Bredyrhizobia viables —
por gramo de inoculante.

3.1.2 Detectar la presencin de contaminantes.

3.1.3 Determinar la proporcién de los contaminantes -
en relacién al Bradyrhizobia vresente.

3.1.4 Corroborar la caprcidad infectiva y efectiva de
les bacterias.

3.1.5 Caracterizar la calidad de los proguctos emplea
dos con base en las determinaciones anteriores.

3.1.6 Comparar la calidad y competitividad dc los pro
ductos analizados,

3.2 Provorcionar la secuencia cue debe tener un manual

de procedimientos de control de calidad que sirva de -
base en lz eclaboracibén de inoculantes sbélidos aue son
los de mayor uso en el nais,



IV PARTE BXPERIMENTAL

INOQULANTE. Los productos que se emplearon fueron:

~INOCULANTE DIARITRO FIX SOYA
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~NITROBIOL. INOCULANTE PARA SOYA (PERTILIZANTES MEXICA-

NOS, S.a.)

~LUCANIT. INOCULANTE PARA SOYA (QUINICA LUCAV4A, S.A. de

c.wv.)
~INOCULANTE
~INOCULANTE
~INOCULANTE
~INOCULANTE
~INOCULANTE
~INOCULANTE
~IRoCULANTE

=INOCULANTE

PARA

PARA

PARA

PARA

‘PARA

SOYA (EMPRESAS NITRAGIN)

S0YA (FIRA)

SOYA.

SOYA.

SOYA.

SOYA.

SOYA.

SOYA.

CEPA ¥Q, (PaC.
CEPA FQ (PAC.
CEPA FQg (FAC.
CEPA FQg (FAC.
CEPA FQ,,(PAC.

CEPA ¥Q;g(PAC.

QUIMICA,
QUINICA,
QUIMICA,
QUIMICA,
QUIMICA,

QUIMICA,

UNAM)
UNAM)
UNAM)
UNAM)
UNAM)

UNAM)

Estos fueron adquiridoa en tiendas comerciales, a tra—-
véa de agricultores y en la Pac. de Quimica, UNAM. Todos
s8 congservaron en refrigeracién hasta el momento de su ~

anflisis.

FlL orden en que estén mencionados los inoculantes comer
cisles es independiente al orden en que estdn denotados
en los andlisis.
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4.2.1

4.2.2

4.3

4.3.1

46

DIAGRANA GENERAL DE TRABAJO

Muestra las determinaciones fisicas ¥ microbiolégicas a
partir del inoculante sélido 6 de une serie de dilucioe--
nes decimeles (Ver diagrama).

DETZRNINACIONES FISICAS

PH

Se empled una relacién inoculante-agua 1:10, y se tomé
la lectura en un potencifmetro Beckman pH meter Ma H2 (
51,52).

% Humedad

Por pérdida a temperatura de 98 °c hasta peso constante

(7).
Pi - Pf

PL

% H=

Donde:
% 3 = Por ciento de humedad
Pi Peso de la muestra hdmeda
PE Peso de la muostre a2 peso constante

"

4

DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

Determinacién de Bradyrhizobia viables por gramo de ino-
culante en base himeda por el método de dilucién y siem—
bra en placa.

Se toman 3 submuestras del inoculante de 10 g de cada -
una. Preparar tres series de diluciones de 107! a 10—10
empleando como vehfculo una solucién salina al 0.85 %,



DIAGRAMA GENERAL DB ‘TRABAJO

DETERMINAC [ORES PISICAS DETERMINACIONES MIGROBIOLOGICAS

- By

/ ®, FGAPY [N D +T-
LIMARC ... 0 +T__

*3
A

oH

W

S5
Eit)

Efectividad

¥ Con cadu submuestra Je 10; se realiz§ ¢l mismo progedimiento
| pera la oreparacion de las repeticiopes per dumj.zm.




4.3.2

4.3.3

4.3.4

a7

En cajas de Petri estériles colocar 1.0 ml de las dilu—
ciones 107" a 10"10 de cada una de las series con lo -
que se tiene cada dilucién por triplicado.

Agregar a cada caja petri 20 ml del medio Extracto de lg
vadura manitol agar rojo comgo (apéndice 8.1), el que de
berd estar a temperatura de 40 a 45 °C.

Incubar durante 10 dfas a temperatura de 28-30°C.
Seleccionar las cajas que contengan menos de 300 coOlowse
nias y se cuantifican las colonias que presentan las ca-
racteristicas tipicas de Bradyrhizcbium (17,52).

Deteceibn de contaminantes

Se empled el método de dilucién y siembra en placa des--
crito en el inciso anterior, empleando los medios de cul
tivo Extracto de levadura manitol rojo congo y Peptona
glucose pirpura de bromoecresol (apéndice 8.1 y 8.2). In-
cubacibn & 28°C durante 10 dfas ¥ 48 horas respectivamen
te. De las colonias at{picas desarrolladas en ELMARC se
hicieron frotis y coloraciones por la técnica de Gram (
apéndice 8.3).

Determinacién de la proporcién de Rhizobia y contaminan-
tes.

Se realizé con base en la cuantificacién de colonias ti-
picas y atipicas desarrolladas en el medio de ELMARC.

Determinacién de la capacidad infectiva, por el método -
de dilucién e inoculacién en el hospedero especffico.

8e¢ probaron 2 niveles de inoculacién (0.1l y 1.0 ml) para
ello con cada inoculante se procedib as

~Preparacibén de las unidades experimentales.
En 548 bolaas de polietileno negras, se colocd una hoja
de papel filtro grueso previamente esterilizado (apénd}_



‘ce B.5). Estas se dividieron en 1l series de 48 bolsas -
¥ 1 de 20. Se colocaron en un bastidor de alambre (apén-
dice B8.6) y a cada bolsa se le agregan 20 ml de solucién
nutritiva de Jensen esterilizada libre de nitrégeno (
apéndice 8.4).

—Preparacién de las semillas.

Se emplearon semillas de Glycine max variedad Jupiter.
Se seleccionaron semillas de igual tamafio y sin dafios ——
aparentes. Estas se colocaron en un frasco y fueron de—
sinfectadas por tratamiento con etanol al 95 % e hipoclo
rito de sodio al 5 %. EL exceso de dasinfectante se eli-
miné mediante lavados con agua estéril,

Las semillas desinfectadas se colocaron en cajas de pe——
4ri con algodén y papel estéril y humedecidos y se deja—
ron a 28 % durante 3 dfas para su germinacién.

En codiciones de asepsia y con pinzas eatériles se colo-
c6 1 semilla germinada en cada bolsa.

~Inoculacién de las semillas.

Con cada inoculante se prepararon 2 series de diluciones
de 10 “* a2 1078,

Con las @iluciones 103 a 10™0 de cada serie se inocula
ron por duplicado 0.1 6 1.0 ml con lo que se probé cada
dilucién por cuadruplicado sn lcs doc aivelea de inocula
cibn, empleAndose 48 bolsas por inoculente y 20 bolsas
como testigos.

Les unidades experimentales se colocaron en invernadero
durante 3 semanas procediéndose a detectar la presencia
o ausencia de nédulos (apéndice 8,7) y determinar el nmi-
mero més probable (NNP) de rhizobia.

~Determinacibén del NMP.

Se cuantificé el nmimero total de bolsas positivas y se
consultaron las tablas de Fisher & Yates (apéndice
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8.9), en donde:

n=4
8=26
mxd
Rhizobia/g inoculante =
vXxeg

"

NMP en la dilucién minima .
inverso de la primera diluciébn empleada
volumen de le muestra adicionada

= peso de la mussira.

%

R < H
4

(17,52,53).

4.3.5 Determinacibn de la efectividad en la fijacién de nitré-
geno.

Se realizé con 9 de los 1l inoculantes en estudio, em——
pleando macetas con tezontle y solucibn mutritiva libre
de nitrbgeno (apéndice B8.4).

-Preparacién de unidades experimentales:

Macetas de 20 cm de didmetro fueron lavadas y desinfecta
das con cloralex y cubiertas con papel estraza.

El soporte {tezontle) se 1lavé y se le ajustd el pH a 7.0
Este fué emnacado en bolsa de polipropileno y se esteri-
1lizé por exposicién a vapor corriente durante 90 minutos
En condiciones de asepsia se llenaron las macetas con el
tezontle estéril y se humedecieron con 350 ml de s0lu-—-
cibn de Jensen (apéndice 8.4).

~Deginfeceibn de las semillas e inoculacibn.

Se pesaron 11 lotes de 5 & de semilla de Glycine max va-
riedad Jupiter. Estos se coldcaron en 11 frascos y se a-
gregé hipoclorito de sodio al 5 % (v/v) durante 5 minu--
tos, se decanté el desinfectante y se lavaron 10 veces —
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con agua estéril a fin de eliminar el desinfectante.

Se agregb en cada frasco 0.1 ml de adherente (goma arfbi
ga al 40 4) y se agitbd para cubrir las semillas y se ro
cedié a agregar 0.2 g del inoculante a probar procurando
que las gemillas quedaran perfectamente cubiertas.

Con una espdtula desinfectada se procedio a colocar de -
cade lote 0 tratamiento 6 semillas por maceta, las que
Be dejaron germinar y de ellas se dejaron 2 plantas por
maceta,

Las unidedes {apfndice 8.8) se colocaron en el invernade
o a ‘eemperatura minima nocturna de 13°C y méxima diurna
de 32°c ¥ 13 h luz,

En el periodo de crecimiento se dieron riesgos alternos
de solucién nutritiva y agua esteril.

La cosecha se realizéd a los 50 dfas y se evalub el peso
seco de nbédulos y parte adrea.

—Disefio experimental: Completamente al azar con 3 repeti
ciones.,

~Descripeién de los tratamientos y claves:

Inoculantes comerciales

1= A
2.- B
3.-¢
4.- D
5.~ E

Inoculantes preparados con cepas de la coleccién de 1la
Pac. de Quimice, UNAM. )

6o Qg

Te= FQQ

8.~ FQy4

9.- FQyg )

10.~- Testigo negativo.



Tabla No.l

Resultados de algunas caracteri{sticas f{sicas de once
inoculantes (Se expresa la media de 3 repeticiones)

Inoculantes Caracteristicas
PH , | #Humedad __
A 6.2 37.4
B T.2 51.1
[ 6.8 42.9
D 6.8 40.3
B 6.4 54.6
Q, 7.4 42.8
Oy T.3 39.3
FQg 7.4 43.1
FQQ T.1 40.2
FQ17 7.1 4.1
Fo, g 6.2 37.7

Metodologia p.46
** Metodologia p.46



Tabla No. 2

Ndmero de Bradyrhizobia/g inoculaente
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Tipo de Cuenta en Infeccidén en planta
inoculante placa.- .1.0m1 "P. . 0.2ml
A 2.6 x 109 2,7 x 10° 8.6 x 10°
B 1.3 x 109 1.2 x 104 1.3 x 104
¢ 5.9 x 10° 9.9 x 10° 3.2 x 108
D 5.9 x 107 3.9 x 10° 1.7 x 10°
E 1.7 x 101t 5.9 x 10° 1.2 x 108
PQ, 7.1 x 109 4.1 x 10° 2.7 x 10°
1 9.8 x 10%! 8.5 x 10° 2.7 x 10°
Fog 2.1 x 10%° 1.3 x 10° 3.0 x 10°
rog 6.7 x 10%t 5.9 x 10° 1.7 x 108
Q4 3.1 x 10 | 7.1 x 200 3.0 x 10°
FQy g 2.3 x 1010 1.4 x 20° 3.1 x 108

“Metodologia pp. 46-47

®*Metodologfa pp. 47-49



Gréfica No.l

Relacibn del No. de Bradyrhizobium y el NMP de Bradyrhizobium
infectiva por gramo de inoculante.
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Gréfica No. 2

Relacién del NMP bajo dos niveles de inoculacifn

Log
84

6
44
24
'L_ INEREN AN\ B

4 B c D E FQ4 FQ7 Fog FQS FQ1,7 FQ;8

Clave del Inoculante

[:] nivel Qe inoeulacibén 1.0 ml

AN

nivel de inoculacién 0,1 ml r= 0,83



Tabla No. 3.1

" Déseripeién de algunas caracteristicas culturales de

contaminantes desarrollados en el medio de cultivo PGAPB.

Tipo del
Inoculante

Caracteristicas de
Coloniales

Contaminn~ntes
Microscénices

A

(1) moyor a 2mm de
aifmetro, mucosas,
blancos, cbneavas,
con bordes regula~
res, productoras -
de acidez.

(2) menor a 2mm de
difmetro, mucosas,
azules, planag, --
con bordes regula~
res.

breilos grandes

Gram negativo

bacilos grandes
Gram negativo

Idem. (2)
(3) mayor a 2mm de
bordes regularesn,

am2rillentas, pro-
ductoras de acidez.

Idem. (2)
bacilos grandes

Gram negetivo

rQ,

Idem. {(2)

Idem. (2)

I-etodologia

mp. 47
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Table No. 3.2

Descriwveibn de algunra caracterfsticas culturales de

56

cont rincntes desarrollados en el medio de cultiwvo ELNARC

Tirc el Carncteristicas de Conteminantas
Inoculente Coloniales Microacépicas
A (1) menor a 2mm de| cocos
diémetro, mucosaa,
amarillentns, pla- Gram negativo
nag, bordes irregu
lares.
B Idem. (1) Idem, (1)
(2) crecimiento de
hongos
(3) mayor a 2mm de| bacilos delga~
didmetro, transpa-| dos
rentes, amerillcn.
tas, bordes regula Gram negativo
res.
c Idem. (1) Idem. (1)
Idem. (2)
E Idem. (3) Idem. (3)

® letodologia

pp. 47



Tablae KNo.4
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Resultados de la cuantificacién de los contaminantes
presentes en loa inoculantes (medio de cultivo ELMARC)

Tipo de Log. microorganismos/g‘inocula.nte_ %contsmina.ntes“
inoculantes | Bradyrhizobium Contaninantes
A 9.41 0.44 4.5
B 9.11 0.43 4.6
¢ 9.77 g.02 0.2
] T.77 0.0 0.0
B 11.19 1.57 1l.6
FQ4 9.83 0.0 Q.0
FQq 11.36 0.0 0.0
PQg 10.85 0,:9 . 0.0
FQg 11,23 0.0 0.0
FQl’I 11.49 0.0 0.0
FQlB 10.32 0.0 0.0

* Metodologfa pp. 47

Metodologia pp. 47
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Gréfica No, 3

Relacién porcentual del No., Bradyrhizobium-No, Contaminantes
viablea preseantes en el medic de ELMARC con regpecto al ¥ humedad
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Tabla No. 5

Reasultados de lms pruebas de efectividzsd en la fijzcibn

del nitrégeno.

Inoculante Determinacién del peso seco
parte aérea/planta nbdulos t/planta
(&) (mg)
F017 0.52 a 28.9
FQS 0.50 b 28.9
[+ 0.50 b 12,4
Qg 0.47 [ 18.2
PQq 0.37 [:} 45.5
A 0.33 e 22.8
B 0.33 e 12,7
= 0.32 e 0.0
B 0.21 b4 53.2
D 0.16 I:4 2.9

* *Metodologia pp. 50
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Peso seco de le parte zérea (g)

Inoculante Repeticién - -
I II III Ty £,
4 0.28 0.42 0.34 0.99 0.33
8 0.20 0,23 0,19 0,62 0.21
c 0440 0.50 0461 1.51 0,50
D 0.18 0.19 0.122 0.49 0.16
B 0.40 0.20 0.39 0.99 0.33
BQg 0.52 0.56 0.43 1.51 0.50
FQg 0.54 0.27 0,30 11l.11 0.37
Q7 0,46 0.56 0.55 1.57 0.52
!‘Qle 0.34 0.42 0,55 1.31 0.47
T 0.35 0,24 0.36 0.95 0.32

'ii=u.os Z=0.37

Mnflisis de Varionza

Puente de Variacién GL 5S¢ oM P, Fgy
Total 29 0.61

Prataniento 9 0.41 0,045 4.5 2.35
Brror 20 0.20 0.010

GLs Grados de libertad
SCs Suma de cuadrados
Clis Cuadrado medio
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Prusbe de separncidn de Duncan

Diferencia signdficativa mfnima = 0,017

? 2 3 4 5 6 7 8 9 10
R 1.0 1.08 1.12 1.24 1,15
1.05 1,10 1,13 1,15
DSl 0.0178  0,0187  0,0192 = 0,0195
n0.()17 0.0184 0,0134 0.0183 0.0195

Ordenacién de las nedians de los tratamentos en forma
ascendente.

Pya Fag Qg

.
[2
W

0436 § gy 0432 330437 g 47 0% o 5p
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Gréifica No, 3

Relacién de 1los resultados obtenidos en la cuentm viable—
HMP~ peso seco de parte mérea y peso seco de nédules.

No. Bradyrhizobium/
g inoculante ) Peso seco

Log 1

L% o ]

Py Fog  Foq B FQg € A B D
E:l(,‘uenta viable (Log)
AN NMP (Log)

-peso seco parte abrea (g)

Clave del Inoculante

T Peso seco de nédulos (mg)
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V DISCUSION DE RESULTADOS

-~En la tabla No.l me observa que los valores de pH obteni
dos son muy similares a los recomendados en la literatura los
que fluctuan entre 6.2 y 7.4 .

~Respecto al contenido de humedad la literatura indica pz
ra inoculantes a base de soportes estériles valores de 50 a
60 4 y para aquellos en que se emplean soportes no estériles
de 35 a 40 %.

Log inoculantes estudiados corresponden a los primeres,
¥ el contenido de humedad fué adecusdo en E y B .

En tanto que en los otros los valores resuliaron inferio
res variando entre 37.4 a 43.1 (Tabla No.l).

~La correlacibén entre pH y contenido de humedad fué de -~
0.008 (Tabla No.l).

~Regpecto al ndmero de rhizobia viables por gramo de ino-—
culente g2 tiene aue \inicamente en el caso de la muestra D se
registré de 107 células/g inoculante & base de soporte estéril
(Tabla No.2).

~Los resultadoas obtenidos por el método de infeccibn en
planta permitieron corroborar las veriaciones reportadas en la
literatura respecto al mimerc de células viables establecidas
por el método en placa. Asf{ mismo se comprobd que las cepas —
contenidas en los diferentes inculantes mantienen su capacidad
infectiva (Tabla No.2 y Gréfica 1).

Otro aspecto interesante encontrado es que no hay varia-
ciones considerables producidas por los diferentes niveles de
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inoculacién, observédndose una correlacibn de 0,83 (Gréfica --
No.2).

-Los resultados de las tablas 3.1 y 3.2 indican la pre
sencia de contaminantes en 4 de 1os 5 inoculantes comerciales
estudiados y en uno de 10s seis producides en la Pacultad de
Quimica, registrdndose en &ste Ultimo una cantidad muy baja de
contaminacibn.

Las observaciones microsc6épicas de las colonias desarro-
1ladas en 1los medios PGAPB y ELMARC indican que los contami
nantes mAs frecuentes corresponden a bacilos Gram negativos -~
productores de acidez, se detectaron formas cocoides en menor
proporeibn y bacilos Gram negativos pero productores de alcali
nidad.

Es interesante hacer notar que en las muestras Ay E en
donde hubo gran cantidad de contaminantes productores de Acido
corresponden & las muestras en las que se obtuvo un pH menor (
Tablas No.l, 3.1 ¥ 3.2).

Respecto a la cantida;i de los contaminantes los valores
resultaron muy elevados en las muestras de inoculante comer——-
cial, las que varfan de 0.2% a 11.5%, siendo el méximo permiti
ble de 0.1% (Tebla §s.4).

-En la Gréfica 3 se correlaciona el contenido de humeded
con el nimero de microorganismos viables la que resultd de ~—
0.73 ¥y se tiene que en tres de las muestras que presentaron me
yor cantidad de humedand se detect6 mayor cantidad de contami--
nantes.

~En la Tabla No.5 se expone los resultados de peso seco
de parte adrea y peso de nbdulos que indican la efectividad e
infectividad de las diferentes cepas presentes en los inoculan
tes estudiados.
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De ellos se realizb el anflisis estadistico empleando un
aivel de significacia de 0.05.

El andlisis de varianza muestra que hay diferencia signi
ficativa entre los inoculantes, Teniéndose que los inoculantes
que contenienen cepas més eficientes corresponden a FQS N FQl’T
¥ € los que m la vez no presentaron contaminacibn 6 en el ca
80 del inoculante ¢ n6lo presentd 0.2%. En tanto gue las ce-
pas de los incculantes comerciales A, E, B ¥y D son inefi--
cientes dando valores de peso seco igual o inferior al testigo
aegativo, observéndose que el tratamiente D ¢lié los valores
més bajos en cuanto a cuenta viable y peso seco de parte aérea

Los valores de masa nodular indican oue todas las cepas
son infectivas. La cepa del inoculante B mostré alte infecti
vidad y baja efectividad, y nuevamente el inoculante D
rresponde & los ‘ralores méis bajos (Grafica No.4).

CO~mme
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VI CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.~ Se comprobdé la variabilidnd en la Calidad de los dife-
rentes inoculantes biolégicos estudiados.

Las caracterfsticas de contenido de humedad, vH, nime-
ro de Rhizobia viables/g inoculante y efectividad en los dife~
rentes inoculantes estudiados fueron variables.

En cuanto a la infectividad fucron similares en 9 de -
los 11 inoculantes.

2,- La presencia de microorganismos contaminantes en el —-—
inoculente estudiado estd directamente relacionado con la alta
humedad del producto asi{ como con los valores de pH mds bajos
obtenidos.

3.~ La diferencia de los valores obtenidos por la cuenta
viable en placa y NMP varfan exponenciglmente, siempre es me-—
nor la cuenta por el WMP, resultados cue concuerdan con la li-
teratura (33,35). La diferencia entre estos métodos es mayor
cuando los inoculsntes han sido expuestos a condiciones adver-
sas en su distribucién y almacenamiento (principalmente a 1las
elevadas tomperaturas) (33).

La diferencia se acentda cuando el inoculante presen—
ta contaminantes, esto probablemente se debe a aue los contami
nantes aon considerados como Rhizobia en la cuenta viable (27,
55).

Como bese en lo anterior para ensayos de control de ~
calidad se recomiendz el método del NMP, con el gue zc elimina
la posibilidad de incluir en la cuenta 2 los contaminantes y
el.. que simultAneamente permite determinar las caracterfgticas
de infectividad.
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Y es indeferante emplear como nivel de inoculacién 1
6 0.1 ml en la determinacibn del MNNP.

4.- La variacibn mds acentuada se observé en la efectivi-
dad de las cepnos que constituyen a los diferentes inoculantes.
Esto indica que la sola determinacién de rhizobia viables por
gramo de inoculante, no asecgura la calidad del mismo. Y que p2
ra obtener los beneficios gque se esperan de estos productosn es
necesario exigir la utilizacibn de cepas efectivas y cspecifi-
cas, caracteriasticas ocue deben incluirse en el control de caeli
dad. Esta determinacién debe realizarse preferentemente en los
ceparios para eliminar el riesgo de fabricoacibén de lotes de -~
inoculantes con cepas que carezcan de las propiedades menciongs
das.

S5.— LOs enanyns de control de calidad indican que los ino
culantes elaborados en la Facultad de Quimica y el comercial C
reunen todas las caracterfisticas que satisfacen la calidad del
producto.

Los inocculantes A ¥y B aiin cuando fueron satisfacto---
rios presentaron contaminacién por 1o que se recomienda mayor
cuidedo durante su manipulacibn.

Al considerar el ndmero de rhizobia/g de inoculante,
los productos B y D son satisfactorios, sin embargo estos no
ge recomiendan por contener cepas inefectivas en la fijacién -
de nitrb6genc o inespecf{ficas para la variedad empleada.

6.~ Lo anterior indica la importancia de realizar el ensa
yo de efectividad en la fijacién de nitr6geno ya que el mimero
elevado de rhizobiss viables por gramo de inoculante no asegu-
ra la calidad de este tipo de productos.

7.~ Considerando la importancia de este tipo de nroductos
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¥ de gue en nuestro pafs la produccién y aplicacién de log ——
mismos va en aumento se recomienda:

~Establecer NORMAS de control de calidad las que debe
ran ser dadas por una secretarfa gubernamental, y en las que -
se debe considerar la materia prima, proceso de producecién y
producto terminado (ver generalidades en el punto 2.8).

—-Estandarizar la metodologfia para realizar las dife--
rentes pruebas de control de calidad, misma cue deberéd ser usa
da por industrias y laboratorios de control.
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VIII APENDICE

8.1 Medio Extracto de levadura manitol agar rojo congo

(ELMARC)

KZHP04 0.5 g
XgS0, - TH,0 0.2 g
NaCl 0.1 g
Extracto de levadura 0.4 g
Manitol 10.0 g
Ager 15.0 g
Rojo congo 10.0 m1
(sol. acuosa 1-400)

Agua destilada 1.01

Ajustar el pH a 6.8-7.0

Esterilizar en autoclave a 121°C, 15 1b/in?
durante 15 minutos.

8.2 Hedio Feptona glucosa agar plirpura de bromocresol
(PGAPB)

Peptone 20.0 g
Glucosa 10.0 g
Pdrpura de bromocresol 10.0 ml
(sol. alcoh6lica al

1.0%)
Agar 15.0 g
Agua destilada l1.01

Ajustar el pH a 6.8-7.0

Esterilizar en autoclave a 121 %, 15 1b/in®
por 15 minutos.
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8.3 colorantes de Gram y técnica de tincién

A) Solucién de Cristal violeta

Criastal violeta 10 g
Oxalato de amonio 4 g
Alcohol etflice 100 ml
Agua destilada 400 ml

B) Solucién de Yodo

Yodo 1z
Yoduro de potasioc 2g
Alcohol etflico . 25 ml
Agua destilada 100 ml1

C¢) Solucién glcohol-yodo

Solucibn de yodo (B) 5 ml
Alcohol etflico 95 ml

D) Colorante Secundario

Safranina 10 m1
(sol. alcohélica al 2.5 %)
Agua destilada 100 m1

Técnica de Tincibn

-preparar y fijar la muestra para una tineién simple
~tefiir con la solucién cristal violeta por 1 minuto
-lavar con agua

—enjuagar con solucibén B y dejar actuar por 1 mindto
—drenar la solucién y decolorar con solucién alcohol-yodo
~lavar con agua
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-dejar actuar por 5 minutos la solucién de safranina
~lavar con agua

—quitar el exceso de agua y dejar secar

-examinar directamente bajo aceite de inmersién

Las bacterias que abaorben el cristal violeta (colorante -
primario) son Gram positivas y Gram negativoa cuando absorben
el colorante secundario (safranina).

8.4 sSolucibn Nutritiva de Jensen

CaHPO, 1.0 g
K2HP04 0.2 g
MgS0, « TH,0 0.2 g
NaCl 0.2 g
Fecl3 0.01 g
Nicronutrientes 1.0 ml
Agua destilada 1.0 1

Ajustar el pH & 6.8-7.0
Antes de usarse diluir 1l:4 con agua destilada

Esterilizar en autoclave: 15 1b/in® por
15 minutos.

¥icronutrientes
H31303 0.05 #
Hn012'4H20 0.05 %
Zus0, 0.005 %
N52M004'2H20 0.005 %
CuSO4-5H20 0.002 %

Agua destilada 100.0 ml



81

8.5 Ezguema del soporte para el enaayo de
Infeccibn en planta (NMP).

corte y doblez del papel filtro

corter !
S }doblar hacia
adentro
doblar

orificio donde se atravicza
la elongacién radical del
hospedero eapecifico

8.6 Esouema del bastidor de alambre y madera.

separaciones de alambre

/

7/ base de madera
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8.7 Esquema de unidades experimentales empleadas en el
método de infeccibn,

]
£

8.8 Esquema de unidades experimentales para determinar
efectividad en la fijacidn de nitrbégeno.



8.9 Tabla de Fisher & Yates

Cantidad (M) de rhizobia estimada segin
el recuento de plantas infectedas:

Diluciones 1/10

(A=10)
Lects. positivos
n=4 n=2 a=10
40 20 7.0 x 16°
39
38 19 6.9
37 3.4
36 18 1.8
35 1.0,
34 17 5.8 x 10
33 3.1 8=8 5
32 16 1.7 7.0 = 10
3 1.0¢
30 15 5.8 x 10 6.9
29 3.1 3.1
28 14 1.7 1.7
27 1.05 1.05
26 13 5.8 x 10 5.9 x 10
25 3.1 1
24 12 1.7 1.7
23 1.0, 1.0,
22 11 5.8 x 10 5.8 x 10
21 3.1 3.1
20 10 1.7 1.7
19 1.03 .03
18 g9 5.8 x 10 5.8 x 10
17 .1 3.1
16 8 1.7 1.7
15 0, >
14 7 5.8 x 10 5.8 x 10
13 3.1 o1
12 o 1.7 o7
11 1 01 1
10 5 5.8 x 10 5.8 x 10
9 3.2 3.1
8 4 1.7 1.7
T 1.01 i
6 3 5.8 x 10 5.8 x 10
5 3.1 3.1
4 2 1.7 1
3 1.0 1.0
2 1 0.6 0.6
1 0.6 -6
o 0
Amplitud g 7
aproximada 10 10
Factor, 95% de los
limites'de  confianza n= 2 6.6
(x,%) n= 4 3.8

=6
7.0 x 104
6.9
3.4
1.8

1.0
5.8 x 1ot
3.1
1.7
1.0
0.6
0.6
107

83

Calculado segin el cuadro VIII, de Fisher & Yates (1963)
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