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RESUMEN

La fabricacidtn tradicional de los inoculantes para soyae.
incluye como soporte a la turba. Este material
perteneciente & los histoscles (Jackson,1982), es muy
escaso en €]l pais haciéndose necesaria su importacidn.
Esto como es de esperarse, aumenta los costos de
produccién de estos insumos agricolas. En este trabajo
se plantea la posibilidad de emplear a otros materiales
como sgporte para los inoculaptes de soya. Fara tal
efecto se colectaron cuatro diferentes materiales:
bagazo de cana de azdcar, rastroio de soya, soca de
sorgo y compastas lps cuales fueron comparados con 1a
turba, soporte de referencia, para determinar su
potencial zamo wvehiculo bacterianc. Estos materiales
fueron sometidos a an&lisis fisicos y quimigcos, asi como
a la determinacién de las caracteristicas gue deben de
tener 1los materiales que son usados como soporte de
inoculantes. Se realizaron prusebas de sobrevivencia
bacteriana en los cuatro diferentes materiales. Fara
ello se empledé a la cepa RIFG 17 de Bradyrhizobium
iaponicum, seleccionada a través de tres experimentos.
Fara validar a estos materiales como vehiculo
bacteriano, se prepararcon inoculantes para soya gue
incluian a la cepa RaFQ 17 como indculo y a los cuatro
materiales, en Forma i1ndividual, como soporte de los
mismas. Estaos inoculantes fueron probados en un
uperimento llevado a cabo en Jarras de Leonard y bajo
condiciones de invernadero. Los resultados obtenidos
indican que el rastrojo de soya ofrece uwna buena
alternativa como material de soporte para inoculantes de
soya.




EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL USOD DE SUEPRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES COMO MATERIAL DE SOPORTE FARA
INCCULANTES DE SOYA.

Introduccidén.— En la actualidad y en el futuro cercano,
la soya representa una fuente econémica y accesible de
proteinas para la humanidad, asi como de una serie de
productos alternos como aceites, alimento para ganado,
etc., sin contar con la fertilizacién nitrogenada que en
farma natural "realiza" la planta en los suelos donde se
cultiva,

Esto ha originado que el cultivo de la soya hava cobrado
gran interéss en la Republica Mexicana se cultivan al
rededor de 400,000 harsafao (INEGI 19B7) correspondiendole
al estado de Tmaulipas entre 50,000 y 60,000 ha. Una
practica gque ya es comin entre los productores de soya
es el uso de los inaculantes. Esta costumbre proviene
de experiencias gue han demostrado las bondades de 1la
bacterizacidn de semillas de leguminosas.

f.a fabricacidn tradicional de inoculantes incluye comO
soporte a la turba. Este material perteneciente a 1los
histosoles es muy escaso en el pais por lo que se hace
necesario su importacién, como es de esperarse esta
srtuacién tiene un efecto inflacionario en el costo de
produccion estos insumos agricolas.

Ante esta situacidén, en el presente trabajo se plantea
el uso de subproductos agroindustriales tales coma el
bagazo de cafia de azdcar, rastrojo de soya, soca de
sorge y composta, que son abundantes en la zona centerao-
sur del estado, como soportes para incculantes de soya.

Dbijetivos:

1.- Seleccionar a la(s) cepa(s) mejor adaptadas
a las condiciones de siembra (variedades de semillas,
clima, suelo, etc.})? de la regitn soyera del estado de
Tamaulipas.

2.— Determinar la sobrevivencia de las cepas de
Bradyrhizobium iaponicum de interés, en los cuatro
cdirferentes sustratos.

3.— Determinar la eficiencia de laos inocul antes
pgreparados con los cuatro diferentes sustratos.

4_.— Evaluar 1los costos de produccidén de las
inoculantes involucrando a los cuatrao sustratos.



Objetivo mediato: Obtencién de un sgporte de calidad,
preparado a partir de productos locales que contribuya a
abaratar los costos de praducciédn de los inoculantes de
soya.

Plan de Trabajo:

La primera actividad de este trabajo de investigacién
fué 1la seleccidén de cepas bacterianas, llevada a cabo en
tres experimentos, dos a nivel de invernadero Yy un
terceroc a nivel de campa.

Las siguientes actividades de este estudio se dividierén
en dos etapas: una de laboratorio y la segunda a nivel

de invernadera.

En 1la primera etapa se hicieron andlisis fisicoquimicos

de 1los cuatro sustratos. Los pardmetros a cansiderar
fueron: pH, materia organica, M, P, K, relaciéon C/N y
capacidad de retencién de agua. También se determind 1la
sobrevivencia de las cepas bacterianas en estos

materiales, a diferentes tiempos.

La segunda etapa se Ilevd a cabo en Jarras de Leonard
donde se probaron 1os inoculantes preparados c¢on los
cuatro sustratos en cuestién. Se hicieron muestreos para
determinar: nimero de plantas noduladas, tipo de nédulas
y localizacién de los mismos.

Asi mismo se efectud un andlisis econdmico de los
costos de produccién , poniendo especial enfasis en el
precio de los sustratos asi como de los tratamientos a
loes que deben someterse los productos antes de ser
usados como soporte para inoculantes.



ANTECEDENTES:

A la fecha se ha logrado obtener las variedades de
semilla mejor adaptadas a las condiciones edaficas -
y climatrolégicas de la regitn saoyera del estado de
Tamaul ipas, entidad donde se desarrollt esta trabajo de
investigacidn. Estas son en orden de importancia:
‘Japiter’, ‘Santa Rosa’ y UFV-1.

Con vrelacibtn al uso de fertilizantes quimicos, se bhan
determinado las db6sis dGptimas econémicas para esta
leguminosa. Para el nitrégeno existen dos zonas con sus

dbésis respectivas 20 y 30 Kg/ha. Fara el fosforo existe
uha sola dosis, 40 Kg/ha en las dos zonas.

En el renglén de los inoculantes se han prebado los

comerciales que se expenden en la region. Los ——
resul tados obtenidos no han sido del todo
satisfactorios, esto dio lugar a una linea de

investigaciotn por parte del Instituto de Ecologia vy
Alimentos de la Universidad Autdénaoma de Tamaulipas, que
consisitié en una seleccidtn secuencial de cepas de
Fhirobium japonicum, cuya meta fué la obtencién de 1a o
las cepas mejor adaptadas a las condiciones edaficas y -
climatolagicas de la regidfn soyera de Tamaulipas y con
interespecificidad con las semillas de interés comercial.
Se tftienen actualmente dos cepas bacterianas que cumplen
con estos requisitos : RJFQ 16 y RJFQR 17.

Ruiz Argueso,et al (1276) prabaron 7 turbas espaholas
como portadoras de Rhizobium (cepas CBIB0%9 y WU270) Las
turbas difirieron marcadamente en su contenido de
materia organica y en la capacidad para retener agua.
Todas las turbas tuvieron cantidades bajas de nitrtgeno
amoniacal y nitriceo, pero hubo diferencias en el
contenido de cloruros. E1 pH de las turbas naturales
variaron entre 4.1 y 7.4 . Los resultados aobtenidos
indican que después de dos semanas de almacenamiento, el
crecimiento de 1la cepa CBiB0O2 fué mayor que el de la
cepa WU2920 en todas las turbas. Las turbas AGRO, Humer y

NP soportaron el mayor crecimiento de las cepas,
mientras que la tbl manifestd un clarao efecto inhibidor
del crecimiento. Después de 26 semanas de

almacenamiento, & de las 7 turbas inoculadas con la cepa
CB1B0O%, tuvieron poblaciopes de 3.5 X 10 a 1la 5, la
turba tbl fué la excepcién con I X 10 a la 2.

A. Balatti et al (1976) en su trabajo "Produccién de
Inoculantes para Leguminosas", estudiaron la obtencién
de inoculante empleando turbas de la Tietrra del Fuego,
solas © en mezcla con otros materiales tales como el
humus, alfalfa, etc. Las experiencias fueron realizadas
con soportes con y sin esterilizacién. Las temperaturas
de mantenimiento fueron S y 25 grados centigrados. En
gegneral se observé que las turbas presentaron buena

11



capacidad de retencitn de agua. En cuanto a la
sobrevivencia se observé que muestras esterilizadas de
turba+humus presentaron valores que estan por encima de
600 millones de células por gramo de inoculante despues
de los 300 dias.

Arreguin y Moreno (1978) probaron comop soporte tres
mezclas obtenidas de cuatro fuentes, tales como: bonote
y carbén de coco y dos suelas organicas, unod de reaccibn

alcalina y otra Aacida. Se obtuvieran poblaciones
superiores a las de 10 X 10e8 cel/g en los inoculantes
producidos con las tres mezclas. Lo que indicO que no

hubo diferencia con respecto a los soportes probados.

Ordorica y Valdez R. (1978) probaron tres soportes para
inoculantes de leguminosas. Los materiales empleados
fueran: bagazo de cafa, cachaza y una turba del estado
de México. Los resultados obtenidos i1ndican gue: la
turba esterilizada por autoclave o por rayos Gama y adn
sin esterilizar se manifiesta como €1 mejor soporte de
los tres ensayados.

Facheco B. (1978) cembré experimentalmente alfalfa y soya
para determinar la eficiencia de diferentes inoculantes
experimentales en cuya elaboracifn se usaron como
sopartes: a) yeso b)) una mezcla de 1/3 de talco y 2/3 de
yeso; c) talco y yesa en partes iguales. En cuanto al
rendimiento, los tratamientos que incluian inoculantes

experimentales no presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al producto
agarizado, mientras 9que los testigos sin inocular

rindieron menos que los tratamientos inoculados.

Lugo et al (1985) weportan un trabaio donde treciclan
desechaos orgdnicaos (heces fecales, basura doméstica,
papel, cartén, etc.) obteniéndose un producto en forma
de tierra seca £1 cual es comercializado como abono para
Jardin. Estudiaron el comportamiento de una cepa de
Rhizogbium phaseoli CIAT 632 en esta composta, en turba
(FERTIMEX) y diferentes combinaciones de ambas durante

0 dias. No bhubo diferencia significativa en el
desartrollo de Rhizobium en turba Yy en algunas

combinaciones composta—-turba.

Rodriguez M. et al{1978) hicieron una evaluacién
microbiblogica y de sabrevivencia de Rhizobium en turbas
procedentes del estado de México. Con respecto a la
saobrevivencia de Rhizobium se encontraron diferencias en
la poblacibétn desde el tiempo cero debido a la capacidad
de absorcién de agua que varié entre cada muestra.

En 1la preparacién de sopartes para inoculantes, la
utilizacién de polvos finos facilita la distribucién de
inoculantes y aumenta el tiempo de sobrevivencia de los



microorganismos de interés (Roughley & Vincent, 192671 .

Comao material de soporte se ham empleado un gran numero
de materiales como la turba, suelos altamente organicos
o enriquecidos con harina de alfalfa, carbon wvegetal,
etec. (RBatthyany, 1978).

ia elecci16n del material a emplear en la producci6n de
inoculantes es de gran importancia, ya que la calidad de
los mismos depende de las caracteristicas de la materia
prima; considerando las necesidades primordiales de 1a
bacteria y la manipulacién gque se dara al producto; el
material a emp lear debe poseer las si1guientes
caracteristicas (Batthyany, 1978):

— Elevada retencion de humedad

- Alto contenido de materia organica

- pH neutre

- Carente de compuestos toxicos para la bacteria de
interés

— Facil pulverizacion

— Facil esterilizacibtn

— Buema adhesion a las semillas

— Disponibilidad a bajo costo.

£l contar con un soporte que permita su 1mptregnacibon a
valotres altos de humedad asegura una alta concentracion
inicial de microorganismos (Ealatti, 1981). El1 tamavo de
las particulas es importante ya que de ello depende su
adhesidn a las semillas al efectuar la inoculacion en el
Campo. For 1o gue es necesario moler el material para
obtener particulas de 0.25 mm (Burton, 19467).

El secado facilita la molienda, reduce la flora nativa y
permite la incorporacitn de mayor cantidad de caldo de
cultivo (Balatti, 1981). Se recomienda efectuar el
secada a temperatura no mayvor de 100° L y reducir la
humedad hasta aptoiimadamente un 9%. Estas wvariables
deben +ijarse cuidadosamente, ya que temperaturas mas
elevadas dan 1lugar a la formacidon de compuestos que
inhiben el desarrollo posterior de la bacteria y las
tensiones bajas de humedad provocan la mortandad de un
gran namero de bacterias durante la impregnacion con los
caldos como resultado del calor 1iberado durante 1la
inoculaciébn. Algunos autores recamiendan como
alternativa el secado del soporte a temperatura ambiente
y el aire,

Los soportes secados y molidos deben ser ecterilizados
con vapor o con radiaciones gamma. &1 primer método es
mas comunmente usado, aunque es menos favorable para
Rhizobium (Batthyany, 1978). Es bien sabide que 1la
esterilizaci1on eleva la calidad de los 1noculantes
porque laos trizobia sobreviven por un periodo mayor de
tiempo en ausencia de contaminantes. Aun cuando se
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producen 1inoculantes de elevada calidad con soportes no
estériles (Burton, 1247), estos son recomendados para
rirobi1a de desarrollo rapido, s1n embargo es evidente
que en soportes esterilizados las cepas 1nteroducidas
muestran un comportamiento superior especialmente
aquellas de crecimiento lento (Burton, 19267).

Con respecto a la propagacion del inoculo, para la
preparacion de inoculantes, en medio liquido se debe
contar con cepas previamente seleccionadas para la
leguminosa a ser 1noculada, que presentan las sigquientes
caracteristicas (Date,1278): Alto poder de i1nfectividad;
capacidad elevada de fijacion de npitrogeno; capacidad
caompetitiva por el si1tio de infecciron radiculars
Yy capacidad de sabrevivir en los suelos a ser
introducidas.

Se@ sabe que los cultivos de estas cepas propagados para
la inoculacidn deben alcanzar concentraciones de ceélulas
superiores a 10 a la ? microorganismos/ml en periodos de
tiempo cortos. Fara ellos se requiere un medio de

cultivo correctamente balanceado y regular las
condiciones de pH, temperatura y aireacién. En relacidn
a los requerimientos nutricionales, se sabe que

Bradythizobium y Rhizobium no son demasiada exigentes,
pero que los medios de produccion deben satisfacer todas
sus necesiades para lograr rendimientos celulares altos.
Entre las fuentes de carbono mas utilizadas se reportan
sacarosa, manitol, glicerocl y lactosa, para algunos
casos particulares se indica el usop de pentosas. En
cuanto a la fuente de nitrogeno, Ffactores de desarrolla
y wvitaminas, casi se usa exclusivamente extracto o

autolizado de levadura. Y comop sales minerales
necesarias se mencionan fosfatos monopotasico Y
dipotasico, cloruro de sodio, sulfato de magnesio y de
hierro, y clorurao de calcio. Algunaos autares

recomiendan fuentes suplementarias de nitrogeno, tales
como nitratos y sales de amonio (Alexander, 1982).

Respecto al pH y temperatura, se sabe que este tipo de
microorganismos se2 desarrolla adecuadamente en valores
de pH de 6.8 a 7.0 y de 28 a 20°C de temperatura. Las
variaciones de pH en el medio son minimas, adn con las
cepas productoras de A&cido; los cambios drasticos de
pH en el cultivo, normalmente indican contaminaciones
(Jordan, 1986) , es 1mportante recordar que un buen
inoculante debe esta exento de contaminantes.

De las necesidades de oxigeno se tieme que Rhizobium es
aerobio obligado ann cuando algunos autores reportan
crecimiento con tensiones de oxageno tan bajas como Q.01
atm (Date, 196%) . Sin embargo es necesario considerar
que las necesidades de oxigeno pueden ser 1nfluenciadas
por la composicion del medio de cultivo, la concentracién
celular y la presencia de polisacaridos extracelulares



lo que modifican sensiblemente la viscosidad del medio.
Burton (1979) menciona que una presion de 0.135 atm o
el suministro de 1 litro de aire/minuto por cada 20
litros de medio es aptima para que este wmicroorganismo
efectue una respitracitn adecuada.

Otro factor muy importante es el refente al taméo del
inoculo, recomendandose indculos de 0.1, 1.0, 5.0 y 10.0
porciento (Balatti, 1981, Con un buen medio de cultivo,
aireaci1on y temperaturas adecuadas y un inéculo inicial
del 14 se obtienen poblaciones de 4 o § X 10 a la 2 en
un peripdo de 96 horas, tiempo que es pasible reducir
incrementando la cantidad del inoculo (Balatti,1981). Es
necesario mencionar que en todp proceso fermentativo, el

éxito del m1smo depende de la interaccion
microorganismo—-medio de cultivo—-condiciones ambientales.
For lo que es necesario realtizar para cada

microorganismo particular, una eleccidn cuidadosa de las
variables ya descritas y de las condiciones operativas.

Fara la inoculacién de los diferentes soportes,
basicamente se emplean dos métodos: e1 descrito por Van
Scherevn (1970), comanmente usado en Europa, que

conslste en agregar una cantidad pequeta de indculo al
soporte estéril que contiene promotores de crecimiento y
cierta cantidad de agua que ayuda a alcanzar el
contenido Ffinal de humedad recomendado. En este se
aumenta de 100 a 1000 veces la cantidad de rizobia
inicial dentro del soporte antes de su distribucion. La
otra alternativa se emplea en los Estados tnidos de -
Norteamérica Yy en Australia, en ella se agrega un
volamen grande de cultivo (aproximadamente 30-50%4 del
peso total +Ffinal) al soporte casi seco (9-10% de
humedad?). La mezcla del cultivo y soporte se efectina por
aspersion o por agitacion del soporte vy cultavo
incorporado (Batthyany, 1978).

La proporcitn del cultivo y soporte varian, ésta es
condicionada por la naturaleza y capacidad de retencion
de humedad del soporte, siendo recomendable agregar el
cult:ivo en proporciones que permitan  al sopotrte
mantenerse friable y evitar la formacibdn de grumos. Las
propotciones reportadas de cultivo-soporte corresponden
a 1:1.5 y 1:2 (Burton, 1279). La mezcla se dej)a maduratr
durante 2 a 3 dias a temperatura ambiente. €Esta etapa
tiene por objeto favorecer el escape de los gases
producaidos durante la fermentacion que tiene lugar en
el soporte debido a 1a presencia de rizobia y favorecer
el atmento de células rizobiales (Burton,1979).

Fara el empaque de los 1noculantes se han empleado
diversos materiales, actualmente ha adgquirido gran
popularidad el polietileno por su f&c:l manejo en la
distraibucion, aun cuando presenta algunas desventjas
como &1 no poder ser esterilizado por autoclave.

1020091454
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Ealatti (1981) menciona que las caracteristicas que
debe reunir el material de empague son : gue permita el
intercambio gaseoso; que impida el paso del agua Yy
resistencia a la temperatura

Los estandares para el control de calidad varian
ampliamente de un pais a otro, aunque existen normas
badsicas que rigen en todos: 1) Numero elevado de

bacterias, con el fin de garantizar un ndmero adecuado
por semilla inoculada y favorecer la infeccién ademas de
asegurar la sobrevivencia de la bacteria en tiempo de
adaptacidn al suelo; 2) Glue el soporte esté libre de
microorganismos antagdénicos a Rhizobium; 3) Que el
inoculante sea facil de manejar. Se aceptan cultivas an
un minimo de 5 X 10 B8 rizobias/ml que estén libres de
contaminantes (Balatti1, 1981).

Para el control de calidad del producto se determina el
numero de celulas viables por cuenta en placa e
infeccién en planta segin el método descrito por Date vy
Vincent (1978B) el cual se exige en diferentes paises:

Australia 1 X 10 8 rizobias/g
Canada 1 X 10 & rizobias/qg
Checoslovaquia 3 X 10 B rizobias/g
Rusia 10 X 10 7 rizobias/g
EUA cada estado estableces Su

cantrol.

Hipotésis de Trabaijo: EXISTEN EN LA REGIDN SUEFRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES CON UN RUEN PDTENCIAL PARA SU USO COMQ
SOFDRTES FARA INOCULANTES DE SOYA QUE ABATIRIAN LOS
COSTOS DE PRODUCCION DE LDS MISMOS.
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MATERIALES:

Material BRiologico

- Se utilizaron las cepas de Rhizobium Jjaponicum con las
claves RiFQ 4, S5, 7, 9, 12, 16, 17 y 18,
pertenecientes a 1a coleccidén del Laboratorio de
Microbiologia del Instituto de Ecologia y
Alimentos de la Universidad Autsnoma de

Tamauilipas.

— Semilla de soya variedad "Juapiter"” de la Productora
Nacional de Semillas, SARH.

— Semilla de soya de las variedades UFV-1 y Santa Rosa
de produccién local del Eibiido "Celaya', Mante, Tamps.

Reactivos

—Medios de cultivo (de la marca Bioxon)
Agar Extracto de Levadura Manitol (ELMA)
Agar Extracto de Levadura Manitol Rojo Congo
(ELMAR) «
Aagar nutritivo (AN)

— Sclucién nutritiva de Jensen (Vincent, 1970)

Ca HFPD4

K2 HFO4

Mg SD4.7 H20

Na €1

Fe C13

Agua Destilada 1

O<39530
O NMN=
= T« s s T o V2

o) 1

Se le agrega un wmililitro de una solucién de
cligoelementos por cada litro de la solucidn anterior.

Solucién de oligoelementos:

Bo 0.05 %
Mn 0.05 %
Zn 0.005 %
Mo 0.005 %
Cu 0.002 7%
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METODOS

Secuencia del trabajo Experimental .-

El trabajo experimental se desarrolld en dos grandes
etapas. En 1la primera se llevé a cabo una seleccidn
secuencial de cepas de Bradyrhizobium iaponicum, & través
de tres experimentos: dos bajo condiciones de
invernadero, Yy unc mas a nivel de campa. E1 primera en
jarras de Leonard en donde las condiciones
microbiologicas vy nutricionales estuvieron controladas;
el segundo en macetas que contenian suelo de los
municipios de Mante y Gonzalez. El tercer experimentoc fué
conducido a nivel de campo, en donde se evalud el efecto
de las diferentes cepas bacterianas en el rendimiento en
grano de la soya.

En 1la segunda etapa =se colectaron cuatro materiales
producidos regionalmente y con potencial para ser usados
como material de soporte para inoculantes de soya. Estos
sustratos fueron analizados fisica vy quimicamente,
paosteriormente se preobéd la sobrevivencia bacteriana sobre
los mismos, usandose en 2ste caso a la cepa RIFRA 17 de

Bradyrhizobium iaponicums, previamente seleccianada.
Finalmente se realizd wn edperimento en Jarras de
Leonard, bajo condiciones de invernadero, donde se

validaron inoculantes experimentales en los que se usaron
a estos diferentes materiales como soporte.

19



Selecci6n de Cepas

La seleccitn de cepas se llevé a cabo a través de tres
experimentos independientes; los dos primeros a nivel de
invernadero y el tercero bajo condiciones de campo.

En el primer ensayoc 1la wunidad experimental estuvo
constituida por Jarras de Leonard, donde las condiciones
nutricionales y microbioldégicas fueron controladas.

Se emplearon tres variedades de semilla, "Japiter", "UFV-
1" y "Santa Rosa". La sclucidn nutritiva usada fué 1a de
Jensean (Vincent, 1976) . La duracién aproximada de este
experimento fué de ocho semanas tiempo necesario para
gue se complete 1la nodulacién, en base a los
resultados obtenidos, se llevé a cabo 1la primera
seleccidén de cepas. Considerandose para ello la afinidad
de las mismas por las variedades de semilla a prueba.

Freparaci¢on de Jarras de Leonard seguan Vincent, 1975:

1.- La mitad superior de 1la unidad consiste en una
botella de cerveza o licor de 700 ml de capacidad, a la
que se 1le ha quitado el fondo para obtener una
terminacién a nivel planc.

Z2.- La mitad inferior (reservorio) consiste en una jarra
o frasco cuyas dimensiones permiten que 1la botella
invertida encaje perfectamente y que €1 cuello de 1la
botella llegue hasta 2-4 cm del fondo de 1la jarra.

3.- S2 wutiliza uwuna mecha de algodén para impulsar el
ascenso capilar de la solucidén nutritiva de Jensen desde
el reservorio hasta la parte superior del vaso de
desarrollo.

4.~ Se llenan las botellas, hasta 5 cm abaio de 1a parte
superior, con arena de rio bien lavada, de graosor
moderado y con un pH entre 6.8 y 7.0,

S.—- Se prepara la solucidén nutritiva para plantulas
(segin Jensen), diluir a 1/5 y humedecer el frasco desde
la parte superior hasta que el liquido comience a Flur
dentro del reservorio. Llenar el reservorio con la misma
solucién nutritiva hasta 2 cm de distancia de la unién de
ambos recipientes.

&.— Se cubre toda la unidad con papel, asegurandolo con
bandas el&sticas o con cinta adhesiva resistente al
calor.

7.~ Esterilizar en autoclave +toda 1la wunidad a 120°C
durante dos horas y mantener intacta la cubierta hasta el
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momenta de su utilizaciaen.

El segundo experimento baja condiciones de 1nvernadero,
fué realizado en macetas de plastico con capacidad de S
kilogramos, conteniendo suelo proveniente de la regi6n
soyera del gstado de Tamaulipas, concretamente de los
municiplos del Mante y Bonczalez. Fara este ensayo se
selecciono a la variedad de saya "Japiter", por ser 1la
mas usada en la zona de estudio. En este caso se —
involucrf6 ademas de las cepas bacterianas, la adicion de
fartilizante nitrogenado (urea, 446 4L de NY, en dobosis -
correspondientes a 20, 40, &0, B8O y 100 Kg/ha. Se
hicieron lecturas a las ocho semanas del experimento,
teniendose en cuenta para la evaluacién de la efectividad
de la inoculacién: porcentaje de nodulacidn, peso seco
de la parte &era de la planta y el nitrdgeno total de la
misma.

La validacidn de las cepas a nivel de campo se 1llevéd a
cabo en el Ej. Flan de Guadalupe, municaipio del Mante. Se
utilizaron siete tratamientos que involucraban como
inoculantes a las cepas RJjFGQ 16 y 17, que presentaron los
mejores resultados en los dos experimentos anteriores; de
acuerdao a los objetivos iniciales; fertilizacion
nitrogenada en forma de urea (40 Kg/ha), ¥y fertlizaciobn
fosforada en forma de superfosfato triple de calcio (40
Kg/ha). Se usaron estas dosis de fertilizantes, tanto de
nitroageno como de fosforo, For ser las recomenadas para

la region esn estudio. La semilla empleada fué variedad
"Jupiter" de la PRONASE. Cada tratamiento conté con
cinco repeticiones, en uwuna distribucién de bloques al

azar. El1 parametro mas importante en este expsrimento fué
el rendimiento en grano.

Colecta de materiales

La composta Ffué adquirida en una planta productora de
fertilizante organico, localizada en el rancho "El
Falamar" (Km 30, carretera Cd. Victoria—-Soto La Marina).
Se llev6é a cabo un muestreo compuesto de varias piletas,
se mezclatron 10 diferentes muestras y se concentratron en
una sala.

El bagazo de cafa se obtuvo en el Ingenio Azucarerao de
=

Cd. Mante, Tamps. Se tomaron tres muestras por lote en S
lotes diferentes y se concentraron en una sola

Con respecto al rastrojo de soya, este fué colectado en
torma manual en uria parcela uvbicada en el ejido
"Celaya", del municipio del Mante, Tamps. La muestra
inicial fué de aproximadamente 10 kg.

La soca de sorgo fué colectada en el rancho "E1 13",
localizado en el Km 13 de 1la carretera Cd. Victoria
Matamoros.



El tamano de auestra en todos los casos fué de diez
Kilogramos.

Analisis Fisicoquimicos

Preparacibfn de las muestras.— Taodos los materiales fueton
sometidos a secado en estufa, a una temperatura de 60°C,-
hasta obtener peso constante. Un vez que se tuvo el
material s2co se procedit6t al molido del mismo,
empledndose para ello un molino de cuchillas. Después de
que el material fué molido, se llevo a cabo el tamizada -
de los mismos, estoc se consiguid con wun agitador
de tamices, usandose en este caso un tamiz de 200 ma—
lilas. El mataerial asi obtenido se conservéd en bolsas de
polietileno a temperatura ambiente hasta su uso.

Analisis Fisicos

Determinacién del pH. El material se disolvié en agua
destilada en wuna relacién 95:1 {agua:muestral, se
determind el pH de essta suspensidn en un potenciometro.

La capacidad de retencitn de humedad fue determinada por
un wmetodo gravimétrico en papel filtro de acuerdo a
Jackson (1982},

Andlisis fluimicaos

El contenido de materia orgé8nica y a la vez el del
carbono fueron determinados por el método de Walkly-Black
(Jackson, 1982).

El porcetaje de nitrégeno fué determinado por el método
de Kjeldahl (Jackson, 1982).

Caracterizacidon de los materiales

Facilidad de pulverizacidén.— Para esta prueba se pesé un
kilaogramo de los materiales (como materia pPtima),
posteriormente se sometié al molido y tamizado con el
tamiz del namera 200. Una vez que s termind con el
procedimiento de tamizado, se pes6é la cantidad de muestra
pulverizada que past a través de este tamiz, y por
diferencia con el peso inicial da muestra, se determiné
el pocentaje de material pulverizado. El resultado de
esta prueba se manifiesta en porcentaje, y este dependid
de la cantidad de cada material que después de ser malido
y tamizado paso a través del tamiz del ndmero 200.

Normas de esterilizacian

Se prepararon lotes de un kilogramo de cada material, con

hJ
(8]
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cinco repeticiones. Se sometieron a esteri1lizacion en
autoclave, a una presion de 15 libras; esta presion se
aplico por diterentes tiempos, 30, 60, 0, 120 y 150
minutos. Se coloct una cinta indicadora de esterilizacion
en el centro de la muestra como referencia de esteriliza-
da. De lotes en 1los que la cinta 1ndicadora march
positivo, se tomaron muestras de aproximadamente un girama
y Sse transfirieron a cajas petri con agar nutritivo a
un pH de 6.8-7.0, se incubaron por 48 horas a una
temperatura de 25°C , para confirmar la eficacia del
proceso y esterilidad de material.

Adhesi6n a la semilla

Se impregnaron 10 g de semilla de la variedad "Jupiter",
con 21 adherente comercial Nitragin, preparado a base de

goma Arabiga, las cuales fueron puestas en contacto con
10 g de cada material a emplarse como soporte,
previamente molidos y tamizados. Se establecit wuna

calificacién de ++++ al material que cubrid el 100%Z de la
superficie de las semillas disminuyendose esta hasta +
para el material que mostroé menor adhesion.

Freparacitn de 1los soportes

Los materiales a emplearse como soporte para la
preparaci6n de inoculartes, fueron sometidos a secado,-—
molida y tamizado, se prepararon lotes de 100 g en
matraces Erlenmeyer de 250 cc, en los cuales fueron
esterilizados bajo las condiciones previamente
establecidas.

Fropagacion de las cepas

Activacion de cepas.-La cepa empleada para esta parte del
trabajo fué la denominada RjFQ 17. Esta {fué recibida
liofilizada, en ampolleta conteniendo 1g de material.
Bajo condiciones de asepsia se abrié6 la ampolleta y se le
introdujo uwun mililitro de agua de la llave estéril, se
agité vigorosamente con la misma pipeta. Con esta
suspension bacteriana se inoculd un matraz Erlenmeyer de
250 ¢e€c conteniendo 100 ml de caldo de extracto de
levadura manitol, en una relacion de 1:100 se incubo en
agitacion rotatoria (250 rpm) durante cinco dias, a una
temperatura promedioc de 28 °C.

Fropagacion.— De este cultivo de cinco dias de edad se
transfirieron alicuotas de S ml a diez matraces
Erlenmeyer de 250 cc conteniendg 100 ml de caldo ELM, los
cuales fueran incubados bajo las condiciones ya descri-
tas. Postreriormente scse conservaron en refrigeracin a —

una temperatura aproximada de 8°C.

Recuento en placa
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Se prepararon diluciones decimales de cada uno de los
cultivos de cinco dias, tanteo del cultivo ainicial
(activacion de cepas) como de los matarces de propagacion
que setrvirian para i1mpregnar los soportes. Se transfirio
1 ml de las diluciones 10 a la -8 y 10 a la -9, a cajas
petri a las que se les aRadid 10 ml de ELMAR (Extracto de
Levadura Manitol Rojo Cango Agar) a una temperatura de
40°C, se mezcld éste con la alicuota de la suspension
bacteriana, se incubaraon a 28°C en estufa bacterivlogica
durante 5-7 dias. Fosteriormente se hicieron las lecturas
de las caijas. Fara determinar &l numetro de unidades
formadoras de colonia {(ufc). El medio de crecimiento
empleado fué e£] descrito por Fred y Waksman, Neo. 79, cuya
composicion es la siguiente: K2ZHFQO4 ©.Sg3; MgSs04.7HZD
C.2g; Na Cl 0.1g; Manitol 10.0g; Extracto de levadura
4.0g; Agua destilada 1000 ml; el pH se ajusta a 6.8~7.0.

Impregnacion de laos soportes y preparacitn de Inoculante

Los materiales a emplearse como soporte previamente
preparados y en cantidades de 100 g, se impregnaron
agreganda 40 ml del cultivo de cinco dias con 10 a la 9
cel/ml aproximadamente, para obtener del 50 al &0 L de

humedad en el soporte. Se dei6 madurar dutrante tres
dias a tempertura ambiente (promedio de 25°L) .
Fosteriormente se caoleocaron a B°C hasta su uso.

Determinaci16n de la sobrevivencia bacteriana

Una wvez terminado el tiempo de maduracibtn de los
inoculantes, fué determinada la capacidad de
sobrevivencia de la cepa RJIFQ 17 de Bradytrhizobium
Japonicum en los diferentes soportes; para ello se
tomaron muestras reptesentativas de un gramo de los
diferentes inoculantes (soporte diferente) a los 15, 30,
45 y 60 dias después de la maduracién. Se hicierocn dilu-—

ciones decimales hasta 10 -9 . Se transtirito 1 ml de las
diluciones 10 -7, 10 -8 y 10 -9 a cajas petri a las que
se les akradi6 10 ml de ELMAR, se incubaron a 28 grados C
en estufa bactridlogica durante 5-7 dias. Se hicieron las
lecturas y trecuento pertinentes.

Validacidn de los Inoculantes Experimentales

Fara ello se emplearon inoculantes de 60 diags de edad.
Estos productos preparados wusando como sopotrte a los
diferentes materiales, fueron validados como tales en un
experimento a nivel de invernadero, llevada a cabo en
Jarras de Leonard a una temperatura promedio de 25°C.

Lista de Tratamientos para 1la wvalidacion de los
incculantes preparados usando a los cuatro diferentes
materiales como soportes.
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10.3

10.4

Tratamiento Soporte

1 Sin Inoculante =

2 Inoculante I TURBA
S Inoculante 11 COMFOSTA
4 Inoculante III BAGAZQ DE CARA
5 Inoculante IV RASTROJO DE SOYA
6 Inoculante V SOCA bE S0RGO
Estos tratamientos fueron aplicados en cinco

repeticiones, con una distribucion completamente al azar.
Preparacion de las Jarras de Leonard

Estas wunidades experimentales fueron preparadas segan
Vincent (1975). El soporte fue arena de rio lavada, con
un pH de 7.1 (1:2). tLa solucion nutritiva fué la de
Jensen {citado por Vincent, 1273).

Se preparti una dilucidn a 1/4 de la solucién patiron para
llenar la parte inferior de la jarra.

Desinfeccitn de la Semilla

La semilla usada en este experimento fué de la variedad -
"Jupiter", proviniente de 1la Froductora Nacional de
Semilla de 1la SARH. La desinfeccion se llev6é a cabo
haciéndose wna modificacién a la técnica citada por
Vincent (1975). FPrimero se sumergid la semilla en alcohol
etilico al 70 % durante un minuto; después se mantiene
tres minutos en cloruro merclOrico al 0.2 4, acidificado,
posteriormente se le dieron cinco lavadas ¢toa agua
estéril.

Inoculacidén de la Semilla

{a 1noculacién de la semilla se llevé a cabo en frascos

de boca ancha esteriles. Se akadid a las semililas
ptreviamente desinfectadas, adherente comercial (Nitragin)
en una relacidn adherente—agua destilada, 1: 5,

posteriormente se agregaron S g de cada wuno de los
cuatro inoculantesa probar. Esta mezcla se agité con
movimientaos cilrculares para que las semillas quedaran
campletamente impregnadas.

Las semillas asi inoculadas fueron sembtradas en Jarsyas de
Lecnard &a wuna densidad de &6 semillas por unidad; a la
semana se eliminé una planta de cada wunidad quedando
sglamente cinco (plantas) de ellas. En los casos que fué
necesario se hizo un rellenado de la solucion nutritiva
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en las jarras, empleandose para €110 la saolucion de
Jensen estéril, previamente preparada.

Evaluaci16n del Experimento

Entre 1la séptima y octava semana, al 1i1nicio de 1la
floracibén, se dié por terminado el ensayo, y se procedid
a la evaluaciotn del mismo. Fara ello se extrajeron las
plantas con todo vy la arena adherida a las raices.
Posteriormente, sobre un cedazo y bajo el charro suave
del agua, se eliminé la arena para facilitar las lecturas
de 1los parametros a considerar. Se contd el nGmera de
plantas noduladas por pepeticion (jarra), Yy se determiné
el porcentaje con respecto al total de plantas (por
repeticion).

Fara 1la evaluacién de 1la efectividad de los distintos
materiales suceptibles de ser usados como vehiculo de los
micoorganismos, se considerdé el numera de plantas
noduladas vy el porcentaje de nodulaciéon.

Ainalisis Econdmico del costo de los soportes

Fara este andlisis solamente se considerd a &1 costo que
pudieran tener los diferentes materiales en ptrueba, esto
es como materia prima. El1 tratamiento que se les daria
para poder ser usados como soporte de los inoculantes
seria el mismao para todos.



RESULTADOS

SELECCION DE CEFAS

1.1 FRUEBAS DE AFINIDAD

Con 1la +Finalidad de pstablecer la especificidad de tas
cepas de Bradyrhizobium a emplearse en la preparacion de
los inoculantes, por las diferentes variedades de semilla
utilizadas en 1la region;y se evalué su capacidad de
nodular estas leguminosas a nivel de invernadera en
Jjarras de Leonard. Las cepas RJIFQ 16 y 17 fueron las que
mostraron mayor capacldad de asociacion simbibdtica,
quedando en segundo término las cepas RJFQ@ 4 y 18 que
solo fueron capaces de nodular dos variedades de semilla
(Jupiter y UFV=1); 1la cepa RjiFR ? mostré solo afinidad
por las variedades Japiter y Santa Rosaj la cepa RIFQ
12 que nodultt con las variedades Santa Rosa y UFV—-1; y en
altimo término las cepas RJjFQ S ¥y 7 que solo fueron
capaces de nodular 2n una variedad, la Santa Rosa y 1la
UFV-1 respectivamente,

Tabla i. ESFECIFICIDAD DE LAS CEFAS DE Rhizobium
Japomicun FOR LAS VARIEDADES DE SOYA "“JUFITER", "SANTA
ROSA* Y "UFV-1", BAJD CONDICIONES DE INVERNADERO.

VARIEDAD DE S0OYA € E F A S
RJFQ 4 9 7 9 12 16 17 18
INI¥aSIDAD A UTONOMADE NUE ~JOL LON:
 stA. RoSA . . % =
Cwv -1 S e s A
+ = AFINIDAD

|
n

NO AFINIDAD



EXFERIMENTO II A

Comportamiento de las cepas de Bradyrhizobium japonicum a
nivel de invernadetro, en suelos de la regib6n soyera de
Tamaulipas (del Mante y V. Gonzalez).

En la segunda fase de la seleccién de cepas de B.
aponicum, efectuado a nivel de invernadero en macetas
con suelo de la regién soyera de Tamaulipas, para 1
suelo del Mante se encontré gue la i1noculacion de la
variedad "Japiter" de soya, cton cualquiera de las cepas
de Bradyrhizgbium especifica (Tabla 1), suplid en buena
medida al abono quimiceo nitrogenado (Tabla 2, Fig 1 ).
Sin embargo comc puede aptreciarse en la tabla 2 el
proceso de inoculaciétn no reempiacza del todo al abono
nitrogenado quimico, ya&a que en presencia de las sales de
nitrogena y fo6sforo y sin i1noculacion, el rendimiento en
materi1a seca fué significativamente mayor que el testigo
negativo. Este hecho se repite con los tratamientos
inoculados.

Tabla 2. EFECYO DE LOS INOCULANTES Y LA FERTILIZACION
NITROGENADA Y FOSFATADA EN EL RENDIMIENTO EN MATERIA
VERDE EVALUADA COMO FESO SECO DE LA PLANTA.

TRATAMIENTOS FESO SECO DE LA FLANTA (g)
*N ~F +1
BYERSIDAD AUTONOMA DENUEVO LE
o0 40 RyFQ 16 7.6 B
o0 a0 RsF@ 17 7072 8
o0 a0 RiF@ 4 639 B
o0 40 RsF® 9 s.o1 B
%0 o0 - e ¢
Toms 0.0t T
* Nitrogeno Kg/ha

Fasfara Kg/ha
Inoculacion
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EXPERIMENTO II B
Fara el suelo de Gonz&lez se observ que la inoculacion
de la semilla con las cepas RjFQ ?, 16 y 17, di6 mejores
resultados y mas homogéneos; dado que no se encontrd
diferencia significativa entre 1la inoculacién y la
aplicacién de fertilizante quimico solamente (tabla 3)g
pero si mostrando diferencia significativa contra el
controls en este ¢tipo de suelo, aparentemente, 1a
inoculacidn puede remplazar el uso de abono nitrogenado
quimico en alto porcentaje, pues— o -se encontd
diferencia significativa entre el matersial mo inoculado
con abono quimico y el inoculado sin abono nitrogenado
(Tabla 3, Fig. 2).
Tabla 3. EFECTO DE LDS INOCULANTES ¥ LA FERTILIZACION
NITROGENADA Y FOSFATADA EN EL RENDIMIENTO EN MATERIA
VERDE EVALUADO COMO FESO SECO DE LA PLANTA.
TRATAMIENTOS PESO SECO DE LA FLANTA (g}

*N ~F +1I
(e8] 40 RJF&R 17 5.2 A
40 40 - 4.84 A
00 40 RiFQ 16 4.49 A
00 40 RJFQ 9 4,43 A
00 00 = 3.7 B
DMS 0©.01

*= Nitrégeno Kg/ha
~= Fésforo Kg/ha
+= Inoculacion
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1.3

EXFERIMENTO III

La evaluacidn de los inoculantes experimentales a nivel
de campa, fué realirada en el Ej. Flan de Guadalupe,
municipi1o del Mante, Tamps. Los resultados obtenidos
indican que el mejor tratamiento, con respecto al
rendimiento en grano por hectarea, fué el que incluia a
la cepa RQFQA 17 como inoculante mas fertilizaci6n con
fosforo en una dosis de 40 Kg/ha. Este tratamiento
supera al testigeo negativo con 437.2 Kg. También se
observa €1 efecto positivo de la 1nteraccion inoculo—
fosforo, pues la misma cepa sin este fertilizante
produjo 313 kg menos. Este efecta positivo del fosforo
se observe también con la cepa RJIFQ 16, la Ffertilaizada
produjo ?42.2 kKg, la sin fertilizar 7i8.2 kKg. El sequndo
grupo estadistico estuvo formada por el testigo
pasitiveo (N + F})j; la cepa RJFQ 145 + F3 el testigo + Fj; y
la cepa RiJFQ 17 sin fertilizante. Los tratamientos que
menor rendimiento produjeron: cepa RJFQ@ 16 51N
fertilizante y el testigo absoluto. Tabla 4.

Jabla 4. EVALUACION DEL EFECTO DE LA INOCULACION DE LA
SEMILLAR DE S0OYA VARIEDAD “"JUFITER" CON L AS CEPAS DE

Bradyrhizobium gjaponicum RJFQ 16 y 17 Y FERTILIZACION
NITROGENADA Y FOSFATADA, VALORADOS COMO RENDIMIENTO DE
GRANG.

TRATAMIENTOS MEDIA DEL RENDIMIENTO EN GRAND

N P I (Kg/ha)

00 40 RiFQ 17 1090.3 &
a0 40 - 976.7 T T
00 40 RiF@ 16 gaz.2 o2
o0 a0 - se8.71 or
o0 oo RiFQ 17 77722 o8
00 oo RiF@ 16 782 8
o0 o0 - eaz.8 B

Nivel de significancira= §.05
DMS = 356.04

0
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ANALISIS FISICOQUIMICOS

De acuerdo con los resultados de los analisis

fisicoquimicos de los diferentes materiales, el rastrojo
de soya presenta caracteristicas muy semejantes a las de
la turba, sopotrte de refersncia. E1 material que mostro

caracterisitisticas fisicoquimicas muy diferentes al
soporte de referencia Ffué la composta, los otros

materiales presentaron una desviacion variable en
relacitn a los paramertros establecidos para la turba.
(Tabla D). Entre los parametros mas importantes, se
pueden mencionar a el pH, el contenido de materia

organica y a la capacidad de retencién de humedad.

Tabla 5. FRDFIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS MATERIALES A
EMFLEARSE COMD SOFORTE EN LOS INOCULANTES.

MATERIAL CAFACIDAD DE RETENCION pH *“M.O. %N “C C/N
DE HUMEDAD
(ml de agua/100Dg sgporte)

o — . —— — . e e S S . . . S, D D S W T . e B S S W e e A D S e e A, D o e o S B W W . M D S S e S S . S S . S S S . S B oy s S

TUREA 235 6.0 72.9 1.7 42 24.7
" compostal K- CCIO M4 ENERA B.DEBIBLAGTECASs.s
 BAGAZO DE CARA 305 6.5 S5.0 1.1 25 22,0
 ResTRoJO DE sova 230 6.1 77.4 1.5 45  30.0

b  —— e o ————— e . T ————— . — T — —— T [ . QT T . T T\ S, o T [ — . W P, S Gy o . gy . . . S W g o .

— e — o T e e e e et o o ——— e S e e et S, T S e e S e e e . e e o b, S T et . S e M . et S T e, et S S e



3 CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES A USARSE COMO SOFORTES
DE LDOS INCCULANTES

Existen ciertas caracteristicas que es deseable estén
presentes en laos materiales que se van a usar como

soporte pata los inoculantes, entre ellas estan la
facilidad de pulverizacion, Ffacilidad de esterilizacion,
adhesitn a 1la semilla. En este caso el rasrtrojo de 1la
soya Yy la composta mostraron parametros muy similares al
material de referencia. El bagazo de cafa y la saca de

sorgo presentaron mayor dificultad de pulverizacion y una
menor adhesi10n a la semilla (Tabla 46).

Tabla 6. CARACTERISTICAS DE LOS MATERIALES A SER
EMFLEADOS COMO SOFORTE DE LGOS INOCULANTES.

MATERIAL FACILIDAD DE FACILIDAD DE ADHESION A LA
FUNVERIZACION ESTERILIZACION SEMILLA #*
TURBA 88 a 95 % 100 minutos + 4+ +
CoMrPOSTA 85 a 20 % 120 minutos + + F
BAGAZD DE CAFA 66 a 70 % 100 minutos + +
RASTROJO DE SOY A 80 a BS % 100 pinutos + + -+
S0CA DE SORGO L9 a 73 % 100 minutos + +
¥ e = 100 L
= 75 %
++ = 50 %



FROFAGACION DE LAS CEFAS

La activacion y propagacion de la cepa RIFQ 17 en caldo
ELM por cinco dias di6 el rendimiento celular necesario
para la 1mpregnacion de los diferentes materiales a
emp learse como sopotrtes para 1la preparacion de
inoculantes. El rendimiento celular promedio fué de 3 X
10 a la 2 células /7 ml.

El rastrojo de soya se comportd de manera similar al
material de soporte de referencia (turba), en cuanto a la
capacidad de mantener a la cepa bacterianay, su numero de
unidades formadaras de colonias promedio fué tan alto
como en 21 momento de la prparacion del inoculante hasta
los 60 dias; la composta fué el material donde la cepa
bacteriana maostré su menar capacidad de sobrevivencia
disminuyendo la poblacién en un logaritmo base 10 a los
30 dias de edad y dos a las 43 dias (tabla 8. En
relacibtn  al bagazo de cakra y la soca de sorgo mostraron
un comportamiento similar en cuanto a su capacidad de
mantener a la cepa bacteriana ya que la poblacion de
Rhizagbium disminuyd en un logaritmo base 10 a los 45 dias
y otro mas a los 60 dias de edad.

Tabla 7. EUANTIFICACION DEL NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS
DE COLONIAS DE LA CEFA RJjFQ 17 CRECIENDD EN CALDO ELM A
UNA TEMFERATURA DE 28°C.

MATRAZ Ne. DE MICROORGANISMOS FOR
MILILITRO {u.f.c.)
© mocoo s x e
______ Ri-1  2.7x109
T Ry-1r 2x109
""""" R{ - 111 Z.ext09
"""" Ri-1v  z.extwoe
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SOBREVIVENCIA BRACTERIANA

La capacidad de sobrevivencia es uwuna caracteristica
necesaria en las cepas a ser empleadas en la preparacion
de los inoculantes, esta puede ser afectada por el tipo
de soparte empleado. En la tabla 8 se presentan los
resultados obtenidos en el ensayo de sonbrevivencia
bacteriana en los diferentes sustratos. E1 rastrojo de
soya mantuvo a los 60 dias la poblacien bacteriana en 10
a la 9 ufc/g la misma que la turbajg le siguen el baga:co
de cakha y la soca de sorgo con 10 a la 7 wufc/g;
finalmente la compgosta con 10 a la 6 ufc/g.

Tabla 8. VIABILIDAD DE LA CEFA RJFRQ 17 SOBRE LOS
DIFERENTES MATERIALES EMFLADOS COMO SOFORTE EN LA
FPREFARACION DE INOCULANTES.

TI1IEMPFO E N DI AS
SOFORTE 15 =0 45 &0
TURBA T.BX 109 3.5 X 109 3.9 X 10 9 3.2 X 10 9
COMFOSTA 1.0 X 109 2.0 X 10 7 8.0 X 10 6 5.0 X 10 &
BAGAZO DE CARA 2 X 10 9 1.0 X 109 5.0 X 108 8.0 X 10 7
R. DE SOYA 3.0 X 109 3.6 X 109 2.9 X 10 9 1.0 X 10 9
S. DE SORGD 1.0 X 10 9 4.0 X 10 B 2.0 X 10 8 6.0 X 10 7

————— . e e e e e o S e b e e et o S A e e e S T " Gt e g e S e e D S W S . o o e e e e e e e e ey e e S T e W
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6 VALIDACION DE LOS MATERIALES COMO VEHICULO EBACTERIAND

La eficiencia de los diferentes inoculantes preparados
usando a los cuatro metriales c<como soporte, fué
determinada como porciento de nodulacitn en un ensayo en
Jarras de Leonard a nivel de invernadeto, bajJo las mismas
condiciones ya mencionadas en métodos para la selccidén de
cepas de Rhizobium.

Se encontrd que el inoculante donde se empled como

sgporte al rastrojo de sova, no mostrd diferencia
significativa contra el que 1ncluyd como soparte a la
turba material de referenciaj; en segundo lugar

encontramos al bagazo de cakha ¥y a la soca de sorgo y en
alimo lugar con muy baja eficlencia a la composta (Tabla
20k

Tabla <. EN ESTA TAELA SE FRESENTA EL NUMERO DE FLANTAS
NODULADAS FOR REFETICION, ASI COMO EL FORCENTAJE DE
NODULACION.  NO SE MENCIONA AL TRATAMIENTC TESTIGO YA RUE
NO HUBOQ NODULACION EN NINGUNA DE LAS REFETICIONES.

REFETICTIONWNES

FORCENTAJE
INOCULANTE I IT III v v CE NODULACION
[ oruReA) s 4 s s s % %
11 comeOsTA) - 2 - 1 = 207
111 5. bE CARAY 2z 3 4 2 4  e0%
W k. DESOYm) 4 s s & s oz %
v (s. DE some) 3 4 3 1 3 se vz
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EVALUACION DE L.OS CDOSTDS DE FRODUCCION DE LOS SOFORTES

De los materiales incluidos en este ensayo, el que tiene
un precio definido es la composta ($ 300,000.00/Ton). Es
cometrcializada para usarse como fertilizante orgé&nico en
Jardines y arboles frutales.

A la spca de sargo eventualmente se le asigna un precio,
Que es variable vy arbitrario, cuando es usado como
forraje. Fero generalmente es incorporado al suelo como
desecho de cosecha.

El bagazo de cana fué empleado en un tiempo coma materia
prima de 1la industria dedicada a la fabricacién de
triplay y aglomeradps, pero dejd de usarse debido a que
los resultados obtenidos npno Fueron los esperados.
Actualmente constituye material de desperdicio de 1la
industria azucarera.

El rastrojo de soya generalmente es incorporado al suelo.
Esto habla de que no tienmne un valor agregado. La
inversiétn =eria como en el caso de la soca de sorgo y el
bagazo de cafa, la colecta y su transportacién.

Se 1le puede asignar un precio promedio para la soca de
sorga, el bagazo de cafa y el rastrojao de soya, de
% 150,000.00/ton + $ 29,000.00/ton de transporte
(considerando 200 km de recorrido en promedio para la
recoleccién de los mismos), lo gue daria un total de
$179,000.00 por tonelada de materia prima.

Por otro 1ado, la inversién qgque se haria en el
tratamiento de estos materiales, para ser usados como
soportes, seria en el mismo ranmgo para todos vya que
fueron sometidos a un maquilado similar. Al respecto,

considerando el secada, el molido y tamizadeo de los
materiales, se puede pensar en un costa de $50,000.00 por
tonel ada de materia prima, esto seria el maquilado.

Si =se suman el precio de la materia prima, el del
tyransporte y el de la maquila de la misma, se obtiene un
costao de 229,000.00 por tonelada de soporte preparado &
partir de estos tres materiales (soca de sorgo, bagaco de
cana y rastroljo de soya).

El precio promedio de la turba en los Estados Unidos de
Nortedmerica es de 330,000.00/ton, sequn Kinney BRonded
Warehouse Inc. de Donna, Texas. Si se le agrega el
precio de la maquila, el costo por tonelada de turba
lista para usarse como soporte seria de $400,000.00.

|
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DiSCUSION

En el primer experimento de la selecci6on de cepas, que
sirvié para determinar la afinidad bacteriana por las
variedades de semilla con interés comercial, se tiene que
las cepas mas afines fueron la RjFQ 146 y 17, ya que estas
fueron capaces de nodular en las tresg variedades de soya&
probadas. En el segunda grupo quedaron las cepas RJFQ 4,
9, 12 y 18. Las que mostraron menot afinidad fueron las
cepas RJFQ S y 7.

Con respecto al rendimiento en peso seco de 1la planta
(experimento en macetas), se abservd que las mejores
cepas al respecto fueron la RjFQA 16 y 17.

En 1la evaluarciétn llevada acabo a nivel de campo, los
majores irendimientos en grano se obtuvieron en los

tratamientos que incluian & las cepas RJFQ 16 y¥ 17 como
inoculantes. En esta parte del trabajo se usaron a estas
dos cepas porque Ffueron las mejores de acuerdo a laos
objetivos marcados al i1nicio de la investigacion. La
diferencia fué de 3I9Z2.4 kg , promedio, con respecto al
testigo negativo; y de 144.2 kKg, promedio, con respecto
al testigo positivo.

Atendiendo a los resultados obtenidas en los an&lisis -
fisicogquimicos, el rastrojo de soya presenta, en algunos
parametros, valores similares a los reportados por la
turba —material de referencia- . Se tiene por ejemplo
guer la turba posee una capacidad de retencion de humedad
de 255, mientras que la del rastrojo de soya es de 230,
es decir no existe mucha diferenciaj lo que respecta al
pH, también los valores estan muy cercanos, 4.0 pata la
turba y 6.1 para el rastrojo de soyaj; en cuanto al
contenido de materia organica tienen valores semejantes,
en este caso el rastrojo de soya (77.4 4) supera a 1la
turba (72,5 %) .

El bagazo de cara presenta buena retencion de humedad,
pero tiende a formar grumos, cosa que no es5 deseable en
los sopartes para inoculantes, este material debe ser
friable. Esto es congruente con el trabajo realizado por
Rodriguez et al (1978) en el que obtuvieron diferencias
en la paoblaci1én bacteriana creciendo en turbas con
diferentes valores de capacidad de retencitn de humedad.
Su pH est& en un rango aceptable, pero su contenido de
materia organica (55 %) se considera bajo para los fines
de esta investigaciodn.

La composta tiene un pH muy elevado (7.9), esto Ppuede
atectar la sobrevivencia bacteriana. Los tresultados
obtenidos difieren de 1los repotrtados por Lugo et al
(1985), en su trabajo obtuvieron buena sobrevivencia
bacteriana en las compastas gque ellos usaron. La

=7



di¥rencia pudiera deberse al origen de la composta, la de
ellos provenia de basura doméstica, heces fecales vy
desechos organicos y la nuestra de soca de sorgo,
estiércol y fertilizantes inorganicos. Su contenido de
materi1a organica fué pobre (F7.7 %), y su capacidad de
retencidn de humedad también fué baja.

En lo que se refiere a las caracteristicas de los
soportes, se tiene que: la turba , la compasta v el
rastrojo de soya, presentan facilidad para pulverizacion
semej)antes. Sobresale 1la turba (88-95 %), le s1gue 1la
composta (85-90 %) y después el rastrojo de soya (80—-85
%) .

El bagazo de cafa y la coca de sorgo presentaron menar
facilidad de pulverizacions ectos dos materiales san muy
seme)yantes, poseen wn cascara ma&as 6 menos dura. Los
valores para la carna fueron de 4&6—70 74 y para la soca de
sorgo de 68B-73 %4, valores gque se consideran bajos para
los propositos de este estudio.

En 21 ensayo realizado para determinar la sobrevivencia
bactetiana en los diferentes materiales, se encontrd gque
el rastrojo de soya mantuvo la poblacién en 10 2 ufc/g la
misma que la turbaj le siguieron el bagazo de cafia y la
soca de sorgo en un rango de 10 a la 7 ufc/g; vy
finalmente la composta en un rango de 10 a 1a &6 ufc/g. —-—-—
Estos resultados pueden ser debidos al contenido de
materia organica, a la capacidad de refencion de humedad
y al pH de los diferentes materiales, de acuerdo con
Battyany, 1978.

Al determinarse el tiempo de esterilizacion en -
autoclave, se obserevd que todos los materiales, a
excepcion de la composta (120 min.), requirieron de 100
minutos para ellao.

En cuaanto a la adhesitn a la semilla, los mejores
materrales fueron: la composta ¥y el rastrojo de soya que
presentaron valores iguales a la turba, material de
refersncia, esto debido probablemente a la similitud de
caracteristicas de facilidad de pulverizacion.

En lo referente a 1los costos de produccién de los
sopartes, <se tiene gue los mas economicps serian: el
bagaro de cakra, el rastrojo de soya y la soca de sorgo,
pPoOr no tener un valeor agregado. Y por consiguiente el
mas caro seria el que incluyeta a la composta, ya que
tiene un valor de mercado.



CONCLUSION

Si existen en la region de estudio, =zona centro-sur del
estado de Tamaulipas, materiales producidos localmente, -
que puedan ser usados como soporte en la produccidn de
inoculantes para soya. Es pertinente mencionar que laos
resultados obtenidos en esta prueba, son aplicables
siemptre y cuando sea empleada como inocculo a la cepa de
Rhizobium japonicum matcada con la clave RJFQ 17, esto es
camo una primera aproximacién. Es conveniente repetir
estas experiencias usandose para ello a un namero mayor
de cepas bacterianas de comprobada efectividad en 1la
fijacion de nitrégeno atmosférico, con capacidad para
infectar a diferentes variedades de soya, etc.. Un camino
a seguir podria ser, el de profundizar en el usg del
rastrojo de soya como soporte ya que did magnificos
resul tados en este ensayo.

Los rtesultados obtenidos a traves del desarrollo de esta
investigacion, indican que: en el rastrojo de la soya se
pusde tener una buena alternativa de materia prima en la
praoduccion de soportes para i1noculantes de soya. Este
material es el que mas se asemeja a la turba, soporte de
referenciag su  contenido de materia organica es de 77.4
7Zy, mientras que el de la turba es de 72.5 %Z; su capacidad
de retepcitn de humedad es de 230 ml/100 g de mater:ial,
el de la turba es de 255 ml/100 g de materialy su
contenido de nitrogeno es de 1.5 %, €l de la turba es de
1.7 45 la facilidad de pulverizacion del rastrojo de soya
es de B80-85 %, la de la turba es de 88-95 Z%Z; tienen la
misma faclilidad de esterilizacitn;g la misma adhesion a la
semilla; con respecto a la sobrevivencia bacteriana a los
60 dias, tuvieron un comportamienta similar, el rastrojo
de saya 1 X 10 a 1a 9, la turba F.2 X 10 a la 9 ufc/g.

Los demas materiales, soca de sorgo, bagaro de cara y la
campasta, tienen algunos valores semejantes a la turba en
unos parametros, petro difieren grandemente en otros. Esta
situacinon los hace poco recamendables como material de
sopatrte en la fabricacion de inoculantes para soya. Una
alternativa pudiera ser el uso caombinado de estos
diferentes materiales, pretendiendose con esto aprovechar
algunas de las caracteristicas presentes en elleos, esto
seria abviamente, abjletivo de otro trabagjo de
investigaci6n.

o2
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