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RESUMEN

"EVALUACION DE CUATRO SUELOS CON ALTO CONTENIDO ORGANICO, ENiCONDICION
ESTERIL, PARA PREPARAR INOCULANTES DE Rhizobium".

"EVALUATION OF FOUR SOIL TYPES WITH HIGH ORGANIC CONTENT, IN STERILE CON-
DITION, FOR Rhizobium INOCULANT PREPARATION".

El trabajo se efectud en los laboratorios de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guateﬁala;‘siendo el cobjetivo détermi-
nar cuil de los cuatro substratos previamente seleccionados y esteriliza-
dos a una'dosis de 5 Mrads de rayos Gamma, era el mis adecuado para mante-
ner poblaciones altas de rizobios (arriba de 1 x 107 cel/gr,-conforme a lo
establecido por las normas internacionales para la evaluacién de inoculan-

tes).

La metodologia consistid en colectar 10 suelos con posibilidades de
constituirse como soportes, se efectuaron los analisis fisico-quimicos ne-
cesarios y se selecciénaron 4 suelos que por su mayor contenido de materia
organica y su alta capacidad de retencidn de humedad podfan constituirse

como posibles soportes.

Los suelos selecciovnados provienen de los municipios de Chiantla, Chi

nigue, Purulhi y Capellania.

A continuacidn se procedid a la preparacidén de los soportes (esterili
zacidn, neutralizacién del Ph secado y tamizado). Se rejuvenecid la bacte

ria Rhizobium leguminosarium bio var phaseoli cepa TAL 1376 y con ella se

impregnaron los soportes. Después de la maduracién del inoculante se con-
servd en un lugar con temperaturas semejantes a las que durante un mal ma-
nejo en bodegas y tiendas puede estar sometido el inoculante (26°C). Segui
damente se hicieron conteos cada 20 dias, utilizando elrmétodo directc de
conteo de bacterias de Miles Misra hasta que ya no hubieron poblacicnes de

bacterias.

vl unn




Se utilizaron 4 tratamientos. Uno para cada substrato. El modelo

estadistico seleccionado fue completamente al azar con 3 repeticiones.

Los resultados mostraron que los suelos Chiantla y Chinique, fueron
los que mentuvieron durante mds tiempo (77 dias) poblaciones altas de ri-

zobios, mientras que los suelos Purulhd y Capellania mantuvieron durante

64 dias poblaciones aceptables de rizobios.




I, INTRODUCCION

El aumento de la poblacidn mundial es un hecho innegable que trae co-
mo consecuencia una acentuada escases de energia y alimentos, &sto da lu-
gar a que la produccidén de alimentos por medio de técnicas que no exijan
una alta dependencia de la energia, se torne cada vez mds importante. En
las Gltimas cuatro décadas el aumento de la productividad vegetal esti sien
do altamente correlacionada con el consumo de fertilizantes nitrogenados
(5).

La simbiosis o asociacidn entre las leguminosas y las bacterias del
género Rhizobium pueden suprimir en gran parte las necesidades de Nitrdge-
no, asi como a ayudar a incrementar el rendimiento y productividad de las
leguminosas. Para que esto ocurra, una lequminosa debe estar eficientemen

te inoculada del Rhizobium especifico (14).

Para que haya una nodulacién abundante, se hace necesario una alta po’
blacidn del rizobio especifico junto o préximo a la superficie radicular
de la legquminosa hospedera,'sin'embargo, no siempre se presentan altas po-
blaciones de estirpes eficientes para que ocurra una nodulacién efectiva,
en estos casos se utiliza la practica de inoculacidn artificial con estir-

(14).

pes de rizobios de compfobada eficiencia fijadora de N2

La utilizacién de técnicas de inoculacién de cepas eficientes es una
alternativa de importancia para Guatemala, para reducir los costos de pro-
duccidn, maxime si analizamos la gran cantidad de hectéreas que anualmente

se siembran en nuestro pais (1).
En Guatemala existen zonas agricolas y zonas para ganado bovino, las
cuales se incrementan cada afio, principalmente en la zona norte de Izabal,

CobAn, Huehuetenango y el departamento del Petén.

Estas razones y las mencionadas anteriormente, establecen la necesi-

dad de efectuar programas de investigacidn enfocados al estudio de la re-

T




lacidén simbiStica leguminosa-Rizobium en las diferentes zonas del pafs

(1).

Existen dos aspectos que determinan la calidad del inoculante y por

lo tanto su éxito en el campo: La bacteria y el soporte. La bacteria de-

termina el potencial cualitativo y el soporte el potencial cuantitativo
del inoculante. Los estudios sobre la bacteria y el soporte son continuos

y determinan la evolucidn de la calidad del inoculante en el tiempo (7).

Uno de los problemas para la elaboracidn de inoculantes es la escasa
disponibilidad de materiales aptos para ser usados como soportes para Rhi-

zobium (9).

Los suelos con alto contenido orgdnico constituyen sin lugar a dudas,
la forma mis ampliamente utilizada como soporte y la que ha permitido la
produccidn y comercializacidn de grandes volfimenes de inoculantes de alta

calidad (7).

Por lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo se evaluard la
supervivencia de una cepa de Ehizobium con inoculantes elaborados sobre

cuatro suelos con alto contenido de materia orgdnica diferentes,
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II. OBJETIVO

Determinar cudl de los cuatro substratos estériles a evaluar, es
el mids adecuado para soportar poblaciones altas de Rhizobium (i-

gual o mas de 1 x 107.cel/gr) en condiciones de laboratorio.

AT




III. HIPOTESIS

"Los cuatro substratos estériles a evaluar constituyen un medio

adecuado para la preparacién de inoculantes de Rhizobium".

Y SR




IV, REVISION DE LITERATURA

Los microorganismos empleados para la preparacidn de inoculantes per-
tenecen a la familia Rhizobiaceae. EIl género. Rhizobium se caracteriza por

su capacidad de fijar N_ atmosférico en simbidsis con las leguminosas.

2

Una caracteristica destacable que debe ser tenida en cuenta en la se-
leccidn de este microorganismo para la preparacidén de inoculantes es la va
riabilidad de las cepas, principalmente en lo que se refiere a su invasibi

dad y capacidad de fijacién de N En general existe una buena correla-

2°
¢cidén entre los resultados obtenidos en laboratorio, en cdmaras especiales
con luz artificial y los ensayos realizados en campos. Sin embargo, es im
portante tener pfesente que el microorganismo en el suelo estd sujeto a u-
na serie de factores como Ph, clima, presencia de microflora antagdnica,
que puede modificar marcadamente los resultados bajo tan diferentes condi-
ciones,

La capacidad de fijacién de N_ v el poder de infeccidn son las carac-

2
teristicas mids importantes gue deciden la eleccidn de una cepa que serd

destinada a la preparacidn de un inoculante. Generalmente se trata de pre
parar inoculantes con cepas de amplio espectro, es decir, que sean efecti-

vas frente a diversas especies vegetales (3).

METODOS DE CONSERVACION DE Rhizobium:

Para el mantenimiento del Rhizobium deben tenerse en cuenta los siguien
tes aspectos: viabilidad, poder de infeccidn y capacidad de fijar_N2 (3).
vVarias son las técnicas propuestas y entre los métodos de conservacidn mis

utilizados podemos mencionar:

1. Cultivos en Agar:

Fueron los primeros inoculantes que apareciercn en el mercado. En

la década dél 20 se reemplézaron por inoculantes de base s8lida en

USA, en 1952 en Australia y en 1964 en Uruguay principalmente por la




alta tasa de mortalidad durante el secado luego de su aplicacidn de

semilla.

En algunos paises se utilizan todavia para solicitudes concretas de
inoculantes, pero su uso se restringe fundamentalmente a cubrir la de
manda de investigacidn. En este caso se utilizan directamente o para

preparar inoculantes en base slida.

Cultivos Liquidos:

No estdn disponibles en el mercado. Su uso se restringe a ensayos
de investigacidn en condiciones controladas de laboratorioc o inver-

nadculos y para preparar inoculantes de base s&lida.

Cultivos concentrados congelados:

Para preparar estos inoculantes los cultivos liquidos de rizobios se
concentran y congelan rdpidamente lograndose concentraciones de 1 x
1012 cel/ml. Los cultivos congelados se distribuyen en tubos plasti-
cos, botellas o latas y se mantienen en estado congelado con hielo se
co. Una vez descongelados el inoculante debe utilizarse dentro de
las primeras 24 horas. En USA se utilizan en dilucidén con agua para
aplicacidn al suelo en cultivos de soya y mani, habiéndose obtenido

resultados exitosos alin bajo condiciones desfavorables.

Cultivos liofilizados:

La liofilacidn se logra congelandos las soluciones intracelulares y
removiendo la humedad a través de la membrana celular bajo vacio sin

permitir que los contenidos celulares se deshielen.

El proceso requiere equipo sofisticado y ekperieﬁcia técnica. Se u-
tilizan buffers para aumentar la estabilidad de las células. Normal
mente se utiliza talce como soporte para la inoculacidn de las semi~

llas. No se encuentra en el mercado debido al alto costo de produc-
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cidén y pobre sobrevivencia de la bacteria en la semilla inoculada.

5. Cultivos impregnados al vacio:

La semilla actfia como soporte y la cubierta ofrece proteccién a la
- bacteria. Se utilizan cultivos congelados de alta concentracién.
El proceso se realiza al vacio. La bacteria penetra a la semilla a
través del micrdpilo y por poros o hendiduras propias de la éubierta
seminal. El proceso ofrece ventajas al industrial y al agricultor

pero la sobrevivencia de la bacteria es pobre.

6. Cultivos en aceite:

Cultivos de Rhizobium en medio liguido se concentran por centrifuga-
cidn y liofilizacidn y se suspenden normalmente en aceite de mani.

El aceite se calienta previamente a 120°.durante 12 horas para obte-

nerlo libre de agua y rizobids (7).

SOPORTES :

Uno de los problemas para la_elaboracién de inoculantes es la escasa
disponibilidad de materiales aptos para ser usados como soportes para ri-
zobios. El material mds recomendado ha sido la turba.

N

Cuando en un pais se dificulta obtener turbas de calidad se hace ne-
cesario la bilsqueda de nuevos materiales, con mayor razdn cuando se trata
de paises netamente agricolas que disponen de subproductos ag;icolas abun-
dantes en produccidii y pocb uso en el pais; como las cascarillas vegetales,

pulpas, etc.

En Colombia, cita Mora de Gonzilez (9), que los trabajos realizados
en este campo hasta ahora son pocos y han sido realizados por el CIAT, a-

111 se ensayaron las turbas de Narifio y Antioquia gue presentaron buenos

resultados como soportes; asimismo, carbones minerales procedentes de las




minas de La Fragua, la Merced y Bohemia. El bagazo de la cafia, subproduc-
to de la industria azucarera fué ensavado y no demostrd buenos resultados

como soporte,

Actualmente se est@n construyendo sistemas para reciclar los desechos
orgénicos (domésticos y agricolas), obteniéndose un producto en forma de
tierra seca, la cual es comercializada como abono para jardines. Se han

elabhorado trabajos'investigando el comportamientc de Rhizobium phaseoli en

estas turbas, no encontr@ndose diferencia significativa en el desarrollo

de Rhizobium en turba y ‘en algunas caombinaciones compost turba (5).

otro aépecto destacable que se ha observado en diferentes paises es
el tipo de soporte o mejor dicho la calidad de turba que se utiliza. Des-
graciadamente no todas las turbas presentan las mismas propiedades, es por
ello que su uso debe ser muy bien conducido a los efectos de no producir
material deficiente. Existen turbas gue tienen muy baja capacidad de re-
tencidn de agua y se présentan en forma de barro cuando se humectan a va-
lores de 50-55% con caldo. En esos casos, siempre que se desee tener pro-
-ductos al estade de poivo, se deberd modificar las propiedades de estos
materiales.con aditivos o impregnar estos materiales con volimenes de cal-

do de fermentacidn menores aungue mis concentrados (2).

LA TURBA CCMO SOPORTE:

La turba es sin duda la forma mids ampliamente utilizada y la que ha
permitido la produccidn y comercializacién de grandes voliimenes de inocu-

lantes de alta calidad. Esto se debe a las siquientes propiedades:

a. Alta capacidad de absorcidn de agua;

b. Sirve como medio nutritivo del rizobio prombviendo su desarrollo
y crecimiento;

c. Faﬁorece la sobrevivencia de la bacteria durante la comercializa-

cidn del producto y en la semilla inoculada.

T




Estas propiedades permiten normalmente obtener mejor nodulacidén en

condiciones de campo gue cuando emplean otro tipo de inoculantes.

No todas las turbas son igualmente {itiles como soporte para la bac-
teria vy por lo tanto su seleccién serf determinante de la calidad final
del incoculante. Algqunas de las propiedades mas importantes_a.tener en
cuenta son: contenido de materia organica, capacidad‘de retencidn de a-
gua, Ph y salinidad. Estas propiedades pueden ser una indicacién del gra
do de adaptabilidad de una turba a la produccidn de inoculantes, peroc la
seleccidn {ltima deberd basarse en los estudioé de crecimiento y sobrevi-

vencia de los rizobios seleccionados. (7).

CULTIVOS EN TURBA MOLIDA:

Una vez extraida del depdsito la turba se clasifica y se deja orear.
Las manipulaciones posteriores dependen de la metodologia de produccién u
tilizada pero en general puedeﬁ distinguirse los siguientes procesos: se-

cado, neutralizacidn, molienda y esterilizacidn.

1. Secado:

Se realiza primeramente al aire y luego en hornos a temperaturas'de
100°C durante 12 a 24 horas con lo que se logra una humedad final

del 5-7%. Temperaturas mayores alteran las propiedades de las tur-
bas y provocan un excesivo aumento de temperatura en la impregnacidn.
Ambos procesos afectan el crecimiento y la sohreviviencia de la bac-

teria.

2. Neutralizacidn y Molienda:

La mayoria de las turbas son Acidas y no pueden usarse sin un ajuste

previo de pH. El ajuste se realiza a pH de 6.5-7 usando CaCO se a

3'
grega finalmente molido. Generalmente, el cabonato se agrega antes

de la melienda de la turba para asegurar un suficiente mezclado y se

R T




muele en malla 200,

Esterilizacién:

Los resultados de la investigacidén indican que la esterilizacidn del
soporte permite lograr mayor concentracién inicial, mejor sobrevivien
cia de la bacteria y posibilita una mayor duracidén del inoculante en
condiciones de campo. Es fundamentalmente importante para rizobios
de crecimiento lento y para situaciones ecoldgicas donde se requieren
altas concentraciones de rizobios sobre la semilla. Actualmente se u

tilizan tres métodos:

a. Secado rapido (CO-Nitragin USA):

La turba se seca a temperaturas de 620-650°C durante 2 o 3 minu-
tos en un deshidratador. El1 % final de humedad es de 7-B%, este
proceso esteriliza la turba sin afectar sus propiedades., Sin em-
bargo, existen posibilidades de recontaminacién durante las ope-
raciones de molienda y tamizado. Se separan 3 fracciones dife-
rentes: Turba granulada (20 a 250 mallas), turba en polvo (100 a

200} y turbas en polvo (200-300 mallas}).
La turba se granula en forma natural en el deshidratador.

b. Aautoclaveado:

Es el {inico método que permite cultivos de rizobios absolutamen-
te puros. La furba se enrigquece con un caldo nutritivo antes de
ser autoclaveada. En Holanda y Checoslovaquia la turba eﬁrique—
cida se envasa eﬁ botellas de vidrio (2/3), tapadas. con tapdn de
algodén y se esterilizan en éutoclave durénte 3 horas a 121°C.

En Nueva Zelandia la turba enriquecida y autoclaveada se coloca

en bandejas en una cimara aséptica de crecimiento donde posterior -

mente se impregna.
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Irradiacién:

Existen varios tipos de radiaciones icnizantes: Alfa, Beta, Gamma

poseyendo cada una caracteristicas diferentes.

En la produccién industrial de rayos Gamma, se emplea normalmen-

te los nuclidos 60CO* y 137Cs**, Ia radiacién Gamma 60C0 es la

mis utilizada en este tipo de investigationes y tiene una ener-

gia de un millén de electrones voltio y una longitud de onda de

10710 en (10).

Mazén M., M. y Ferndndez G., J. (10) indican que el RAD, es la

unidad utilizada para medir la cantidad de-radiacién absorbida

por cualquier tipo de material y representa la absorcién de 100

ergios de energla radiante por gramo de material irradiado.

Ventajas de la Irradiacién, como agente esterilizante con respec-

to a métodos tradicionales:

c.l

lLos maferiales a esterilizarse pueden empaguetarse con enva-
ses herméticos, impenetrables a los microorganismos. La i-
rradiacién Gamma penetra a través del envase y alcanza a to-
das las partes del obieto. Por consiguiente, pueden mante-
nerse almacenados en estado de esterilidad por un tiempo in-

definido con tal de que el envase no se rompa (10).

Dada la dbsis de esterilizacidn usualmente aplicada, las ra-

diaciones no provocan ninglin aumento significative de la tem

peratura. Por ser un proceso "frio" es posible esterilizar

materiales termosensibles. Es desde luego el mejor y a menu

*  e0C0O
** 137Cs

1l

Cobaltc 60, fuente de radiacidn Garmma

Cesio 137, fuente de radiacién Gamma.

N




- 12 -

do el Gnico método para esterilizar preparados de origen bio
18gico (10).

¢.3 La radioesterilizacién se presta a un proceso continuo y to-
talmente automatizado con un solo parimetro a controlar, el

tiempo de exposicién.

c.4 La radio esterilizacidn es generalmente mucho mis barata que

la esterilizacién con vapor a alta temperatura (10).

En base a lo anterior, se puede observar que las ventajas de la
radio esterilizacidn son decisivas. Es mds barata y mis sequra,
debido a que la destruccién de gérmenes se consigue después de

que el material estd ya envasado.

En Australia la turba neutralizada y molida {malla 200) se envasa en
bolsas de 0.051 mm de espesor y se esteriliza con rayos Gamma utili-
zando una d6sis de 5 Mrads. El mismo procedimiento se utiliza con
éxito en Espaﬁa bara inoculantes de soya y se emplea en Uruguay para
inoculantes de itréboles. Aunque no se iogra una esterilizacidn total,

resulta superior a la turba autoclavada durante 4 horas a 121°C. (7).

CONTROL DE CALIDAD DE LOS INOCULANTES:

La industria de produccidn de inoculantes na evolucionado muy favora-
blemente en los Gltimos afios como consecuencia de los estudios bdsicos ¥
s apliicados que se han desarrollado en diferentes partes del ﬁundo. Esto ha
permitido obtener productos de alta calidad y de.eficiencia reconocida que
- contribuyen a lograr cosechas con altos rendimientos de plantas legumino-
sas de reconocido valor protéico. Si bien la tecnologia de producc¢idn pue
de estar al alcance de los diferentes paises se observé hoy en dia que afin
subsisten algunas dificultades que se traducen en la calidad de inoculan-

tes que se utilizan en algunas naciones de Latincamérica (2}.

B N
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El problemé radica en la necesidad de contar con personas especiali-
zadas y la infraestructura necesaria para asegurar la obtencidén deproduc-
tos de buena eficiencia. Una caracteristica que se presenta a menudo en
los inoculantes comerciales es su bajo contenido de Rhizobium.

Este aspecto puede estar relacionado en la etapa que implica la obten
cidén de suépensiones celulares con alto niimero de Fhizobium viables para

impregnar soportes.

Entre las causas existentes podriamos citar: equipoc mal disefiado, de-
ficiencias en el préceso de esterilizacién del medio de cultivo que afec-
te sensiblemente la calidad de nutrientes, baja congentracién inicial de
células al iniciar el proceso haciendo las fermentaciones’éxcesivamente

largas con peligro de contaminacién (2).
La produccién de inoculantes en gran escala se basa en dos procesos:

1. E1 desarrollo del rizobio en cultiveo puro ligquido; y
2. El uso de esé cultivo bien desarrollado para la impregnacidn de

la turba. ' .

Para cada lote de inoculante se realiza un control del caldo antes
de su incorporacidén a la turba un control del inoculante después de la ma-
duracidén y se continfid el control durante el -perfodo’de vigencia del inocu

Yante.

Salvo en 1971, todos los afios se elaboraron lotes de inoculantes gque
no pasaron el control de calidad por no contener el minimo suficiente de
Rhizobium/gramo de turba y que por lo tanto; no fueron utilizado en la

préactica.
El control de calidad en Uruguay se basa en dos principios basicos:

1. Reconocimiento de la importancia de la calidad del inoculante en
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el establecimiento, productividad y persistencia de las legumino-

sas inoculadas.

Proteccidn del ecosistema nacional al asegurar sclamente la in-

troduccidén de cepas seleccionadas (7).

cen/ o
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V. MATERIALES Y METODOS

El desarrollc del presente trabajo se efectud en los laboratorios de
la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, si-

guiendo para el efecto varios pasos, que en sintesis son los siguientes:

1. Localizacidn de fuentes de turba (soporteg).

2. Andlisis fisico-quimicos de laboratorio para la seleccidn de los

soportes.
3. Determinacidn de tratamientos y disgﬁo experimental.
4. Prepafacién de los soportes.
5. Preparacién de la bacteria.
6. Impregnacidén del soporte (turba) y maduracidn.
7. Evaluacidn de la sobrevivencia de rizobios.
8. Endlisis estadistico y criterios de evaluacién.

Los pasos efectuados se amplian en los siguientes acapites.

1. LOCALIZACION DE FUENTES DE TURBA:

Para este paso del trabajo se revisd en el libro "Clasificacién de
reconocimeinto de los suelos de la repiblica de Guatemala"de Simmons,
Tiranc y Pinto (12), la informacidn de los suelos gue reportaban en
el pafs contenidos de materia prgdnica superiores al 16%. Esto per-

mitid muestrear y traer suelos de los siguientes lugares:

Y




Cuadro 1. Suelos muestreados y su procedencia.
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TIPC DE SUELO

' DEPARTAMENTO

MUNICIPIO

Balanjuy@

Carchi Franco Limoso
Civija Franco Limoso
Moyuta Franco Limoso
Patsité Franco Arenoso
Soloma Franco

Toquild Franco

Soloma Franco

Totonicapan Franco

Tamahil Franco

Chimaltenango

Alta Verapaz

Quiché
Jutiapa
Quiché
Huehuetenango
. Huehuetenango

Huehuetenango

Totonicapan

Baja Verapaz

Tecpén

Sta. Cruz, A.V.
Chinique
Jalpatagua
Chichén

San Juan- Ixcoy
Chiantla
Capellania Chian
tla

Totonicapan

purulhi

FUENTE: Simmons, Pinto, Tarano (14).

ANALISIS FISICO Y QUIMICO DE LABORATORIO PARA LA SELECCION DE LOS SO0~

PORTES:

Como la condicionante basica fué que los suelos a usar como soporte

tuvieran mas del 16% de materia orgdnica  se escogieron los cuatro gue

a través del anilisis de laboratorio llenaban este requisito y de los

cuales se consignan a continuacién las caracteristicas fisico-quimi-

cas que interesaban conocer para el estudio.

R SR
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Cuadro 2. Caracteristicas fisico-quimicas de los andlisis de interés
en los suelos seleccionados. '

pH
PROCEDENCIA COLOR TEXTURA % MO % CRHl/Inic.
Purulhi Café muy obscuro Franco friable 60.70 100 5.5
Capellania Café muy obscuro Franco friable 16.67 93 5.85
Chiantla Café muy obscuro a Franco limoso  18.56. 80 6.4

negro friable N

Chinigue café cbscuro Franco friable 16.94 73 6.2
% MO = Porcentaje de materia orginica
% CRH = Porcentaje de capacidad de rentencidn de humedad

FUENTE: BAnilisis realizados por el autor.

TRATAMIENTOS Y DISERQ EXPERIMENTAL:

Los tratamientos seleccionados estuvieron constituidos por las cuatro
turbas seleccionadas debidamente impregnadas de la bacteria con una
poblacidén inicial alta de Rhizobium (1.7 x lOg cé@lulas/gramo de tur-
ba} a las cuales se les efectuaron conteos cada 20 dias para conocer
la fluctuacién de la poblacidn en cada turba conforme aumentaba eli
tiempo hasta un 1imite, donde la poblacidn descendiera de 1 x 107
bacterias/gramo de turba (considerado nivel de comercializacidn mini-

mo de inoculante).

El disefio del experimento fue al completo azar, utilizindose tres re-
peticiones que a su vez estuvieron constituidas cada una por el resul-
tado promedio de cuatro sub-unidades, producto de una serie de dilu-

ciones programadas (diluciones 1 x 105, 1lx 106, 1x 107 y 1x 108).

) 1/ se llama capacidaa de retencién de humedad (% CRH) al peso de agua en

gramos que hay en 100 gramos de suelo secado en estufa en una pasta de
suelo saturado. Para determinarla se utilizd el m&todo del mezclado
poniendo el suelo en condicidn de saturacidn con agua, dejindolo absor-
ber agua por atraccibén capilar libre. ILuego se determind la cantidad
de agua retenida mediante secado en estufa a 105° C. durante 18 horas

habiéndose dejédo enfriar para luego pesarlo (6a).

Y S




4. PREPARACION DE LOS SOPORTES:

Para preparar los soportes fué necesario efectuar los pasos siguien-

tes:

A. Acondicionamiento del pH:

Para este paso fué€ necesarioc neutralizar la acidez de los sopor-
tes empleados, para lo cual a cada soporté- le fueron aplicados

niveles progresivos de CaCO. y medido el incremento de pH. De

3
esta manera se pudo establecer la cantidad total de CaC03 necesa-
ria para neutralizar una cantidad dada del soporte (ver apéndice
4) ., Los anteriores andlisis se efectuaron en el laboratorio de

Suelos de la Facultad de Agronomia.

B. Secado:

El secado se efectud utilizando un horno de conveccidn de aire
y para el mismo se sometid el soporte a una temperatura de 80°
C durante dos dias, hasta que el mismo tuvo entre 5 y 7% de hu-

medad.

C. Molido:

Una vez seco el soporte se molid y tamizd en una malla de 200

mesh, lo que nos proporciond un polvo sumamente fino.

D. Empaque y esterilizacidn:

El polvo fino de turba fué empacado en bolsas plasticas de 15 mi
crones de grosof en pagquetes de 50 gramos y luego se esteriliza-
ron utilizando radiaciones Gamma Co-60, para el efecto se utili-
25 un aparato irradiador DYNARAD 56, que contiene una fuente de
Cobalto-60. Este aparato es propiedad de la Direccidn General
de Energfa Nuclear del Ministerio de Energia y Minas. La ddsis

fyr S utilizada fué de 5 Mrads, conforme lo establecido en la literatu-

ra consultada.
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PREPARACION DE LA BACTERIA:

(g ] "' 0 . ]
Para la preparacion de la misma se procedié al rejuvenecimiento de

la cepa de Rhi zobium leguminosarium biovar phaseoli TAL 1376 en tu-
bos con agar inclinado usando medio BYMA (ver apéndice B) y a los

cuatro dias de desarrollada se inocﬂlé en tres Erlenmeyer con 125cc
de caldo nutritivo BYM (medio BYMA con Agar), colocindolo en un agi-
tador magnético durante aproximadamente 72 horas hasta que la pobla-
cién alcanzé un numeroso contenido de bacterias por cc de caldo (1.7

X 109).

Previo a la impregnacidn del soporte (etapa 6), se analizd la pureza
y calidad del caldo de cultivo utilizando para ello la siguiente pric

tica:

a. La observacidn de un frotis con Tincidn de Gram el que mostrd ba-

cilos Gram negativos librés de células Gram positivas.

b. El recuento total de bacterias para lo cual se prepard una dilu-
cidn del caldo de cultivo con relacién 1:100. La muestra se ob-
servé en la Cdmara de Petroff proporciondndonos en forma directa
el nimero de clulas por centimetro ciibico de caldo nutritivo,

mismo que fué de 1.7 x 109.

-IMPREGNACION DE LOS SOPORTES Y MADURACION:

Los soportes neutralizados, secados, molidos, esterilizados y empaca-

dos se impregnaron con el caldo de cultive de‘Rhizobium legquminosarum

biovar phaseoli TAL 1376 a una concentracidén celular minimg de 1.7 x
109 células por gramo de soporte. ILa impregnaciéﬁ se realizdé en for-
ma tal de lograr un producte con un contenido final de humedad gue no
sobrepasd el 50% de la misma. Los inoculantes asi preparados fueron
sometidos a un proceso delmaduracién durante 15 dias a la temperatu-

ra de 23°C en incubadora. !
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Finalizado este periodo, los inoculantes estuvieron listos para ini-~

| ciar los conteos de bacterias.

7. EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DE RIZOBIOS:

Esta practica se efectud utilizando el método de conteo en platos pro-

A.

puestos por MILES MISRA (15) y que se detalla a continuacién:

Preparacidén de diluciones:

Se tomaron por cada muetra a evaluar, dos frascos de 150 ml en
los cuales previamente se colocaron esterilizados 99 cc de agua
en cada uno, asi también fué necesario esterilizar cuatro tubos
de ensayo con 9 cc de agua cada uno. Para iniciar las dilucio-
nes se tomd un gramo de la muestra a estudiar (inoculante) y se
coloca en el primer frasco con 99.cc de agua, en seguida se agi-
td y con pipetas estériles y en forma sucesiva se trasladé de es
te primer frasco al segundo, del segundo al tercero y asi sucesi

vamente, 1 ml en cada paso.de la suspensidn iniciada.

Preparacidn de Cajas:

Utilizando el medio especifico para Rhizobium denominado BYMA
(ver apéndice 2), se prepararon cajas de Petri, a las cuales pre-

vio llenado con el medio fueron esterilizadas.

Preparacidén de Micropipetas: -

Para el efecto se utilizaron 50 micropipetas con una tetina de
goma, habié&ndose numerado del 1 al 50. A continuacidn se cali-
braron para establécer cudl era el tamano de la gota de cada pi-
peta. Para obtener mayor precisién se calibraron tres veces ca-
da una habiéndose tomado el valor promedio. Esta prictica se
realizé contando las gotas que constitufan 2 ml en una probeta

aforada. De lo anterior se obtuvo un factor de correccidn para

o unn
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cada micropipeta dividiendo los 2 ml dentro del niimero de gotas

(ver apéndice 3)

Continuando con el procedimiento se colocaron las cajas con el medio

BYMA en grupos de tres para cada dilucidn (1 x 105, 1l x 106

S 107
1l x 108 = 12 cajas). Previamente antes de sembrarlas se dividieron
cada una de las cajas en su base en cuatro sectores, usandd para ello
ﬁn marcador de tinta (cada sector de la caja constituye en este méto-
do una repeticién dentro de 14 misma dilucidn, lo que permite enton-

ces cuatro réplicas por dilucién (ver esquema).

La siembra se efectud entonces en el sector correspondiente de cada
caja con una sola gota de la pipeta aforada con la dilucidn escogida,
dejindola caer desde una altura de 2.5 cm de tal manera que se exten-

diera sobre un area aproximada de 2 centimetros.

Efectuada la siembra se inoculd la bacteria poniendo la caja en posi-
cidn invertida a 26—28°C durante 4 o.5 dfas, habiéndose efectuado los
recuentos en las dreas de las gotas que mostraron la mayor cantldad

de colonias claramente diferenciadas (no confluyentes).

El promedio de los recuentos répetidos de una dilucidén da el recuen-
to viable en el volumen de la gota calibrada que debié multiplicarse
por el factor dé correccidn de cada pipeta a fin de obtener la canti-

dad de rizobios/gramo de inoculante. '

BNALISIS ESTADISTICO Y CRITERIOS DE EVALUACION:

Para la evaluacidn del presente trabajo se considerd la convenien-
cia de efectuar un andlisis de Varianza que siguiera el modelo expe-
rimental aplicado, es decir, un andlisis completamente al azar en ca
da fecha de conteo complementado con una interpretacidn grifica de
la respuesta de cada turba conforme transcurria el tiempo.

-
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El analisis estadistico siquid el siguiente modelo:
Yi = u+ Ti+Ei

En donde:

u = Efecto de la media general
: Ti = Efecto de la i-8sima modalidad del factor T
Ei = Efecto del error experiméntal asociado a la i-&sima unidad
experimental.

Por otro lado fué necesari; establecer un criterio que definiera cuil
deberia ser el punto tope de los conteos de bacterias en cadg inocu-
lante y para ello se siguiefoﬁ 155 normas internacionales de evalua-
¢idén de inoculantes las cualés-establecen comg criterio lo expresado

en la siguiente tabla:

Inoculantes PObres. .. i viiiirernnnnnsons see. 1 x 10
Inoculantes dudoSOS....vcveeevernsnnnnreneers L X 10

Inoculantes muy satisfactorioS.............. ' x 10~ en adelante.

Tal como se expresd en el inciso anterior, en el momento que cualquie
1
ra de los materiales evaluados presenten i lo largo del tiempo una

poblacidn igual o menor de 1 x 107 rizobios/gramo/inoculante, dejari

de ser considerado material de estudioc y se podrd considerar como no

utilizable.



FORMA DE IDENTIFICACION DE LA BASE DE CADA CAJA DE PETRI

CUADRANTE 4

CUADRANTE 1

CUADRANTE 3
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ViI. ANRALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El andlisis y discusién de resultados de los soportes evaluados, tal
como fué planificado, se desarrollard basindonos en tres puntos de apoyo:

a. El an3lisis estadistico

b. La representacidn grdfica y

¢. Las normas internacionales de evaluacidn.

El andlisis estadistico no puede desligarse del andlisis grifico, ya
que algunos aspectos no visibles con la Estadistica, pueden verse clara-

mente en un cuadro de graficas.

El primer aspecto a considerar es el resultado de supervivencia de
las bacterias en las seis fechas en que se efectuaron los conteos (16 de
julio, 5 de agosto, 26 de agosto, 16 de septiembre, 6 de octubre y 26 de
octubre) ., Puede notarse que en las fechas 5 de agosto y 16 de septiem-
bre de conteos de rizobios, existieron diferencias significativas entre
las turbas evaluadas no.asi. en los conteos del 16 de julio y 26 de agosto
en que aparentemente el niimero de rizobios en los sustratos fué estadisti
camente igual {los andlisis de}los Gltimos dos conteos se presentan en el
cuadro 3, dado que el ni@mero estuvo por debajo del 1limite inferior de su-
pervivencia preestablecido). Los valores promedios ordenados de mis a me-
nos poblacién en cada fecha y para cada soporte se presenfan en el cuadro
3, asi como en la grifica 1 aparecen las tendencias de la poblacidn de ri
zobios en el tiempo, con estos elementosranalizaremos_y trataremos de in-
terpretar lo sucedido en funcidn de las. caracteristicas de los substratos
y la tendencia que tienen las bacterias en un soporte nuévo hasta que el

mismo envejece.

En el primer contec de rizchios efectuade v que fué realizado después
del periodo de maduracién (17 dias) estadfsticamente no existieron diferen
cias entre los diferentes soportes. En esta fecha y tal como lo manifes-

té la literatura se espera que las poblaciocnes de rizobios se incrementen

/e




sobre el nimero inoculaqo, esta situacidn se presentd con tres de los di-
ferentes soporteé a excepcidn del suelo CAPELLANIA que en lugar de subir
descendid, este comportamiento no se pﬁede explicar claramente, aunque pue
de suponerse a un efécto de diffcil adaptacidn de la bacteria, ya que en

una fecha posterior subid la poblacidn mientras los otros soportes bajaban

e H

3-&§§ © se mantenfan estables. Las causas pueden ser varias pero la mis objeti-
:f;éé_ va seria una escasa presencia de nutrientes y/o minerales basicos presen-
;.é;éj tes en este suelo incapaces de soportar por mucho tiempo altas poblaciones
DU de Rhizobium, ya que fué uno de los primeros en manifestar el descenso de

su poblacidn por abajo de los limites establecidos.

ko 1 En la segunda lectura las diferencias estadisticas que se marcaron
T establecieron dos grupos de soportes no bien diferenciados. El suelo CA-
PELLANIA después de un largo periodo de adaptacidén de la bacteria manifes-
t6 un rapido ascenso de la poblacidn y por un corto perfodo superd a los
soportes CHIANTLA, CHINIQUE y PURULHA, aunque este ltimo fué estadistica-

.

mente igual.

El descenso inicial de‘la.ﬁoblacién de los substratos PURULHA; CHIAN
TLA y CHINIQUE después de sostener una alta poblacidn de rizobios, marca-
ron un agotamiento de los nutrientes presentes o bien condiciones de inap
tabilidad a una temperatura sostenida de 26°C y la disminucidén del porcen-
taje inicial de humedad del soporte, lo cual es frecuente que ocurra en
condiciones reales de manejo en bodegas y venta de productos agricolas en

nuestro pais.

En la tercera lectura (57 dfas despuds de la inoculacidn de soportes)
la caida de la poblacién de los cuatro soportes fué manifiesta y en esta

fecha no existe ninguna diferencia entre unoc y otro material estudiado.

La lectura del dia 16 de septiembre, 78 dias después de la inoculacidn
de los soportes se detectd que los soportes PURULHA y CAPELLANIA no mantu-
vieron su poblacién (ver grafica 1} mas alli de los 57 dias y que los so-
portes CHINIQUE y CHIANTLA aunque afin en descenso sostenian poblaciones a-

i .
rriba de 1 x 10 rizobios.



, En las siquientes lecturas efectuadas el 6 y 26 de octubre, sirvieron
para establecer la tendencia de las curvas de caida y definir el punto 11~
mite de utilidad (en dias) del soporte definiéndose que CHINIQUE y CHIAN-
TLA pueden ser utilizados como soportes en condiciones adversas durante 77

y 78 dias.

La hipftesis planteada establecia que los cuatro soportes constituyen
un medio adecuado para la preparacidén de inoculantes, si consideramos que
las normas internacionales para clasificacidén de inoculantes establecen
que los materiales deben presentar como minimo una poblacién igual o menor

de 1 x 107 rizobios/gr/inoculante, se podrian plantear dos casos:

a. Tener inoculantes iitiles dentro de un periodo de 60 dias, cuya

hipbtesis es vdlida para todos los soportes.

Tener inoculantes fitiles dentro de un periodo mayor de 60 dias,

cuya hipdtesis se nulifica, ya gque solo dos de los soportes eva-

luados sostienen su poblacidén arriba de 1 x 107.
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Cuadro 3. Datos experimentales del conteo de rizobios en los diferentes
soportes y en las diferentes fechas (Expresado en células/gra-

mo de soporte).

REPETICION
) SOPORTE LECTURAS PRIMERA ~ SEGUNDA TERCERA
Turba Purulhd 16 Jul. | 3.9625 x 10° | 3.5995 x 10° | 2.3701 x 10°
Estéril 5 Ago. | 1.0529 x 10° | 2.4450 x 10° | 1.5256 x 10°
' 26 Ago. | 5.3740 x 10® | 9.0600 x 10’ | 6.0460 x 10°
16 Sep. 0.0 0.0 0.0
6 oct. | 0.0 | 0.0 0.0
26 Oct. 0.0 0.0 ' 0.0
Suelo Chinique 16 Jul. | 2.2162 x 10° | 1.3827 x 10° | 1.0227 x 10°
Estéril 5 ago. | 8.6860 x 10° | 1.2203 x 10° | 4.433 x 10°
26 Ago. | 1.7020 x 10° | 7.2700 x 10’ | 3.9280 x 10° |
16 Sep. | 4.1400 x 10’ | 5.0000 x 10° | 4.1600 x 107 |
6 oct. | 0.0 0.0 0.0
26 oct. | 0.0 0.0 0.0
Suelo Chiantla 16 Jul. 1.9539 x-lO9 9.813 x 108 1.3966 x 109
Estéril 5 Ago. | 1.1606 x 10° | 1.0815 x 10° | 1.3086 x 10°
26 ago. | 3.5500 x 10° | 2.8510 x 10° | 1.8900 x 10°
16 Sep. | 0.0 4.4300 x 10’ | 0.0
6 Oct. 0.0 0.0 0.0
26 Oct. | 0.0 0.0 0.0
Suelo Chiantla 16 Jul. 4,6450 x 108 | 1.3670 x 109 1.1050 x 109
capellania -5 ago. | 2.8049 x 10° | 4.6300 x 10° | 2.7320 x 10°
Estéril 26 Ago. 2.3840 x 108 8.6700 x 107 1.9800 x 107
16 Sep. 0.0 0.0 0.0
6 oct. | 0.0 0.0 0.0
26 oct. | 0.0 0.0 0.0

I SR
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Cuadro 4. BAnalisis de varianza de los datos de poblacién de rizobios

efectuados a las diferentes turbas en cada fecha de conteo.

PRIMER CONTEQO DE FECHA 16 DE JULIO

SUMA DE _ _ :
F.V. G.L.| CUADRADOS CUADRADO MEDIO { F CALCULADA | SIGNIFIC.
. Bloque 2 0.078613 0.039 0.186 0.8348
v Tratam. 3 2.595703 0.865 4.100 0.0671 NS
Error 6 1.266113 0.211. -
Total 11 3.940430
COEFICIENTE DE VARIACION: 2.1705%
SEGUNDO CONTEC DE FECHA 5 DE AGOSTO
SUMA DE ] _
F.V. G.L.] CUADRADOS CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | SIGNIFIC.
Blogue 2 0.495117 0.243 2.527 0.1597
Tratam. - 3 3,317383 1.106 © 11,286 0.0079 *
. Error 6 0.587891 0.098
) Total 11 4,400391
COEFICIENTE DE VARTACION: 1.4826%
TERCER CONTEC DE FECHA 26 DE AGOSTO
SUMA DE
F.V. G.L. | CUADRADOS CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | SIGNIFIC.
Bloque 2 1.873535 0.937 1.092 0.3956
Tratam. 3 3.707520 1.236 1.440 0.3211 NS
Error & 5.148438 0.858
Total 11 | 10.729490
COEFICIENTE DE VARIACION: 4.8739%
' CUARTQ CONTEO DE FECHA 16 DE SEPTIEMBRE
' SUMA DE
F.V. G.L. | CUADRADOS CUADRADO MEDIO | F CALCULADA | SIGNIFIC.
Bloque 2 39.991210 19.996 0.707 0.5327
Tratam. 3 | 567.035600 189.012 6.685 0.0249 *
Error ) 169.653600 28.276
Total 11 | 776,680500
COEFICIENTE DE VARIACION: 93.6810%

X =
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Cuadro 5, Valores promedios de poblacién de rizobios obtenidos en diferen-
tes fechas de conteos ordenados en forma descendente. (Expresa-

dos en cé€lulas/gramoc de soporte).

. FECHA: 16 JULIO 1987 FECHA: 5 AGOSTO 1987
: ' ~
-
SOPORTE PROMEDIO SOPORTE PROMEDIO .
- - » 9 . » 9
Purulhi estéril 3.3107 x 10 Capellania esteril] 3.3889 x 10
Chinique estéril | 1.5404 x 109 Purulhd estéril 1.6745 x 109
Chiantla estéril 1.4439 x 109 Chiantla estéril 1.1835 x 109
- el ¥ a » - . 8
Capellania esteril{ 9.7880 x 108 Chinique estéril 8.4400 x 10
NO HUBO SIGNIFICANCIA
FECHA: 26 AGOSTO 1987 ‘ FECHA: 16 SEPTIEMBRE 1987 . ¢
SOPORTE PROMEDIO SOPORTE PROMEDIO
- P 8 . . - 7
Purulha estéril 4.1000 x 10 Chinique estéril 2.9300 x 10 l
Chiantla estéril | 2.7600 x 108 Chiantla estéril §1.4700 x 107 I
Chinique estéril | 2.1100 x 108 Capellania estéril| 0.000
Capellania estériy 1.1400 x 108 Purulhd estéril 0.000
NO HUBO SIGNIFICANCIA
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VII. CONCLUSIONES

4 1. Se concluye que no todos los soportes esterilizados presentan
las mismas cualidades, ya gue PURULHA y CAPELLANIZA solc mantu-

. . » » 7 rd
vieron poblaciones arriba de 1 x 10 durante 64 dias.

2. El rdpido descenso de la poblacidén de rizobios en la mayoria de
soportes, después de la maduracidn, puede tener como causa prin-
cipal el ripido agotamiento de nutrientes de los sustratos pro-
vocado por una actividad bacteriana a 26°C, y la consecuente dis

minucién del porcentaje de humedad del mismo.
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VIII. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacién de cualquiera de los sustratos eva-
luados en forma estéril, siempre y cuando no se exceda el tiempo
de utilizacidn por encima de las fechas en que las poblaciones

de rizobios bajaron de 1 x 107.

Se considera que la conservacién de los sustratos estériles a
26°C, refleja las condiciones que podria encontrar el producto
en bodegas o expendios agricolas en nuestro medio. Sin embar-
go, para fines de investigacidn se cree que los materiales pue-
den soportar las poblaciones mis tiempo, por lo que se recomieg
da efectuar conteos perifdicos en los soportes evaluados some-

tiendo 8stos a temperaturas de 4°C, después de la maduracidn.
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APENDICE 1

EJEMPLO DE UN ESQUEMA DE DILUCION EN QUE SE ESPERAN
RHIZOBIOS VIABLES POR GRAMO DE TURBA:

Cperacién:

- Tomar 1 gr de turba y colocarlo en el (1)

frasco (1) agitaf el frasco (1)

- Usar pipeta (1) para tomar 1 cc del {2)

frasco (1)} y pasarlo al frasco (2)

- Usar pipeta (2) para tomar 1 cc del (3)

frasco (2) a (3) agitar frasco (3)

- Usar pipeta (3) para‘tomar 1 cc de (5)
(3) a frasco (4) '

-~ Usar pipeta (4) para mezclar

- Retener la pipeta (5) para tomar (5
0.02 cc de (4) a frasco (5)

- Usar pipeta (6) para mexclar el con-
tenido del frasco (5) y tomar ali-
cuotas de 108 para las cajas de Pe-

tril

APROXTMADAMENTE 1 x 107

DULICION
OBTENIDA

99 10°

99 10%

9 10°

9 107

9 107

Ejemplo: Las series ilustradas en el cuadro anterior corresponden a u-

9 .
na suspensidn de la que se espera gue contenga 1 x 10  rizo-

bios viables por gramo (Otras éroporciones podrian requerir

esquemas diferentes).

R S
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APENDICE 2

MEDIO BYMA ({BROCKWELL YEAST MANNITOL AGAR)

Los materiales empleados y el procedimiento de la preparacidn es el

siguiente:

K, HPO 10 grs/100 ml 320 Llamado solucidn P
CaC122H20 4 grs/100 ml H2O Llamado solucidn @
MgSO4?H20 2 grs/100 ml H20 " Llamado solucién R,
NaCl 4 grs/100 ml Hzol Llamado solucién-R2
FeCl36H20 1 gr /100 ml H20 Llamado solucidn D.

Preparacidn del Estracto de Levadura:

Tome 600 grs de levadura y suspéndalo en 5400 mls de H20 durante 1
hora, al haberse sedimentado se separar& utilizando papel filtro. 5Se em-
botella en cantidades de 100 mls esterilizdndose en el autoclave a 15 psi

durante 15 minutos.

PREPARACION DEL MEDIO

Mannitoli 10 gramos
Solucién P Q R 5 ML de cada una
Solucidn D 1 ML

. Extracto de levadura 100 ML
Agar 20 gramos

. - Agua destilada 880 ML .
Azul de bromotinol 5 ML

El Ph deberi estar comprendido entre 6.8 y 7.0

Para preparar se suspende el Agar en 500 ml de H20 y las soluciones

T




deberan previamente autoclavearse durante 15 minutos. Se agregan los ingre-

dientes necesarios para ajustar el Ph a el rango requerido. Finalmente se

esteriliza a 15 psi durante 15 minutos.
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APERDICE 3

PIPETA No. NO. GOTAS PROM. X PIPETA FACTOR CORRECCICN
1 50 0.0400
2 89 - 0.0224
3 50 0.0400
4 56 0.0357
5 50 0.0400
6 66 0.0303
7 82 - 0.0243
8 62 0.0322
9 68 0.0294

10 60 0.0333
11 56 0.0357
12 63 0.0317
13 74 0.0270
14 60 0.0333
15 49 0.0408
16 59 0.0338
17 65 0.0307
18 56 0.0357
19 80 - 0.0250
20 50 0.0400
21 60 0.0333
22 60 0.0333
23 63 0.0317
24 59 0.0338
25 59 - 0.0338
26 60 0.0333
27 76 0.0263
28 59 $.0338
29 63 0.0317
30 57 0.0350
31 56 0.0357
32 62 0.0322
33 58 0.0344
34 40 - 0.0500
35 47 0.0425
36 49 0.0408
37 77 0.0259
38 © 52 0.0384
39 69 0.0289
40 66 0.0303
41 57 0.0350
42 55 . 0.0363
43 60 0.0333
44 80 0.0250
a5 60 0.0333
46 62 0.0322
47 62 0.0322
48 53 0.0377
49 71 . 0.0281
50 54 0.0370
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APERNDICE 4

CORRECCION DEL Ph DE LAS TURBAS TULIZANDO CaCO. COMO NEUTRALIZANTE:

3
PURULHA . CHINIQUE

. Grs CaCOjy Ph A Grs CaCO3 Ph
. 0.00 5.50 0.00 5.85
0.01 5.65 0.01 5.85
0.03 5.70 0.03 5.90
0.05 5.70 0.05 6.00
0.07 5.75 0.07 6.05
0.10 5.85 0.10 6.20
0.12 5.95 0.12 6.15
0.15 6.15 0.15 6.25
0.17 6.25 0.17 6.40
0.20 6.35 0.20 6.50
0.22 6.40 0.22 6.55
0.25 6.45 0.25 6.60
0.27 6.50 0.27 6.70
0.30 6.60 0.30 6.85
0.35 6.85 0.35 7.15

0.37 6.90

0.40 7.05

CHIANTLA i CAPELLANIA

Gra CaC03 Ph Grs CaCO3 _ Ph
0.00 6.40 0.00 6.20
0.01 6.45 0.01 6.35
0.03 6.45 0.03 6.50
0.05 6.50 0.05 6.55
0.07 6.60 0.07 6.60
0.10 6.65 0.10 6.60
0.12 6.75 0.12 6.60
0.15 6.85 0.15 6.65
0.17 6.95 0.17 6.80
0.20 7.05 0.20 6.85
0.22 6.95
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CUADRO No.; _ RESULTADO DEL_CONTEO DE_RIZOBIOS (ler. LECTURA)
B EXPRESADO_EN_NUMERO DE_CELULAS/CM2 DE DILUCION -
5 ‘ 7 8
SOPORTE | REP.| 1x10 x 10 1X10 1%10
L4 .
PURULHA {1 . 2.0627x10° | 6.9750x10% | 2.8500x10?
ESTERIL |I1 |-=- 2.1212x10° | 5.1150x10% | 3.5625x10°
. 9 9 .
111 |-x- 1.7634%10 .3470X10 0.0
X —x- 1.9824x10° .8120x10° | 2.1375x10°
: . 9 Py g
CHINIQUE |1 x- 0.7687810 .6800X10 4 .200x10
. R 9 9
ESTERIL [I1 [-x- 1.2082X10 . 5400X10 1.400x10
9 9 . .9
111 |-x- 1.1082x10 . 2600X10 0.7000Xx10
X .- 1.0282x107 | 1.4929x102 | 2.1000x10°
CHIANTLA |1 —x- 1.4217X10° .7530x10° | 0.6870x10°
ESTERIL |11 box. 0.34R0X10° .5980x10° | 0.0
_ 9 9
Il J-x- 1.1100X10 .0800X10 0.0
RAY 9 A < 9 . 9
X _x- 0.9595x10 3.1416X10 0.2200X10
CHIANTLA |1 - X~ 0.9500%X10° | 0.4437X10° | 0.0
. 9 .9 9
CAPELLA. |11 [-x- 0.6975X10 .1%37%10 2.2500x10
ESTERIL [I71 |-x- p— .7100x10° | 0.7100x10°
K e 0.8239x10° | 0.7668x107 | 1.2300x10°

-x- NO Se contaron por haber demasiadas.

-xv- S perdieron por contaminacion.
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EXPRESADO EN_NIMERC DE CFLILAS/CM2 DE

DILUCION
1
| 5 6 &
SOPORTE  |REP.| 1x10° 1x10° K, 1%10
1 : 1%10
PURULHA |1 v t.2064x10° | 1.9525x10° | 0.0
ESTERIL |11 | -=- 1.3890x10° | 5.9460x10° | 0.0
111 | o x- 1.5769%10° | 0.0 3.0000x102
e 109 . 9 : 12
X - 1.3900%X10 3.9470x10 0.0900% 10
- —3 a3
CHINIQUE |1 - 1.0220%10 1.5840%10 0.0
e _ 9 g )
ESTERIL |1t | = 1.8410x10 1.8200X10 0.0
[ -= 1.3300x10” | 0.0 0.0
‘ 9 e 9
X Sx- 1.3870X10 1.1340%10 0.0
. o . 9 9
CHIANTLA |1 x- 1.4950%10 1.2620X10 0.7250x10
o | . _. 9
ESTERIL {11 | -» 0.9165x10 2.3280x10 0.0
11F | - 0.9750x10° | 0.7760x10° | 2.31730x10°
% .- 1.1286x10° | 1.45%9x10% | 0.9570x10°
" : 5 5 g
CHTANTLA |1 Cx 1.8998x10 5.0400X10 1.4750X10
. ) .9 9 =9
CAPELLA. |11 | -x 2.4650%10 7.0000x10 4, 4230X10
o oy .9 9
ESTERIL (111 ) - 1.7190%10 5. 7400%10 0.7370X10
f - 2. 0280x10° | 5.9248x10% | 2.2100x107
- Ko se contaran por haber demasiadas,
PN RN Y ) s I SAY CARLOS Y
Bibklioteca Caatraq) i
- _-VE,,




Iz lex 8

P x 10ex?

DILUCION
CONTED/GOTA PIPETAS PASTEUR

¥

- 45 -
TERCER CHLTIVD
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Px ldexé

P x Yo ex 5

-

}
3
]
H

Luadrante

Cusdrante

fuadrante

Cuadrante

RIS F

1
’
r
¥

0,00 !
039,00 !
00,00
01000 !
60,00

' 0.00 !

0:
L

FUFIREP [V U . —
' | Bintindl St 1

g

1

[]
1

¢

PETIFT PR, I Fu n———
' ’ ' )
0 1)
'

3
L]

¥

---_-:------l-----
}
4000
61883

P P J——
g3 0,008

--n-'-l ------‘

1
»
L]
3
*
¥
¥

0!
]

¥

ﬁ
3
a
i
a
1
RO UV I U PRI Y SV (AR S DR Iy DR DRI ORI S DU | 1 -
H H H T H H H + H H H H H jr—— LT R S

e e o e
PR PRI,
+ ¥

3
1
»

3

&
0
U

 FERy PUrR pus—
jzzz==z)==zcsfo=sas

141.81 }
LR
¢ 4.7353
110.92

930,00 1

] ]
78,50
| USRS [V DSOS PRV, DUPUORS NDURY PRI JUNT AU SURUIY SRR PPUS SO S, | S,
S ! ! ! ! ! AN S J—— JNN JE S

22 115,50 |
13 125.00 )
12} 8.00
R St B T T B [ ISR Et USU PG (U SR SRS

£
A
¢!

113
151

[ ETTSTPR PO SRS (ORI UG P —
b 1 ' [ H [
E

1
t

33
il
3

13

H
¥

§:
g
193

n,
-

H

48,19 4

78 16875
R L S et DL It SR St S B

45 370,00 3
7B 158,25}

80!
RO

7
L

8y !

-1
1]
¥

- No se contaron por haberse contasinado con otras bacterias

tho se hirieron tonteos de colonias por ser demasiadas

1 B0
1
¥
1
L]

U PV DIV DU DI PO F—
- + P ’ t 3 H
[ TS DR DU DUVERN SN D D |
[ Siadiat] b i 3 3 H '

Y
RiL1----

+
¥



- 46 -

RESULTADO DEL CONTEO DE RIZOBIQS (3er. LECTURA)

CUADRO No. 6 UL
EXPRESADO EN NUMERO _DE QEU.’L-Q&QEB._.Q E_DILUCTON
] T T - R
' SOPURTE 35 3 10% ot &
iSUrURTt KEEP. 1210 1X10 1510 1X10
i NN SR - 9 PR .._...._..*p. e it
PURULHA 1 ox- k- 1.6124X10 0.0 0.0
ESTERIL 11 - 0.27209x10° | 0.0 0.0
w
111 £ 1.8140x10% | 0.0 0.0
; X ch- 1.2300x10° | 0.0 0.0
g .9 9l
CHINIQUE | 1 0.2457X10 0.2337x10 3.1925x10 0.0
ESTERIL 11 0.2152x10%] ©0.0756x10% | 2.0 0.0
o 9 R , s |
iI1 | 0.1834x10 0.4260X10 0.9620x10 0.0 ‘
. ) o 9 i 9
. < 0.2147 0.2450%10 0.3850x10 0.0 |
N 9 9 9
CHIANTLA | 1 0.9300%10 3.2950%10 3.1950%10 0.0
o g N .
ESTERIL Ll 0. 1955X10 0.9440%10 5.0 0.0
, 9 ) .9
- 111 | -a- 0.1770X10 0. 390010 0.0
. |
5 T . 9 9
X 0.1447xX107 0. 472010 0.1450xX10 0.0
o . ) I e
CHIANTLA | I 0.1718x10 0.7820%10 0.0 0.0
caPELLA. | oyt o.0750x102]  0.27d0x10% | 0.0 0.0
ESTERTL P11 | owe- 0.0593x10° | 0.0 0.0
, 9 9 -
X 0.1234x10 0.3709%x10 0.0 0.0

L]
- % -

No

AWy -

se contardan por

Se perdioetron

haber demasiadas

por contaminacion.
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CUADRO No. 7  RESULTADQ DEL _CONTEQ DE RiZOBIOS (4ta. LECTURA)

EXPRESADO _EN_NUMERO DE CEQQLAS/CME DE_DILUCION

‘ SOPORTE | REF. i1.\-105 1x10° xt0’ 1x10%
SURULHA |1 10.0 0.0 0.0 0.0
ESTERIL {11 10.0 | 0.0 0.0 0.0
111 [ 0.0 8.0 0.0 0.0
X 0.0 0.0 0.0 0.0
. CHINIQUE |1 0.1412x10%]  0.0247x10° 0.0 0.0
ESTERIL |11  |o0.020%x10° | 0.0 : 0.0 0.0
111 |0.1295x10°| o0.0330x10° | 0.0 0.0
X 0.0982x10°| o0.0191x16% | 2.0 | 0.0
CRIANTLA |1 0.0 0.0 0.0 0.0
ESTERIL | II 0.0 0.1330x10”° | 0.0 0.0
111 |0.0 0.0 0.0 0.0
X 0.0 0.0442x10% | 0.0 0.0
1 cnranTLa |1 0.0 0.0 0.0 0.0
CAPELLA. |II 0.0 0.0 0.0 0.0
. ESTERIL [111 Jo.0 0.0 g 0.0 0.0
; 0.0 | 0.0 | 0.0 0.0
.
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CUADBRO No. 8 RESULTADO DEL CONTEO _DE RIZOBIOS (S5ta. LECTURA)
EAPRESADO EN_NUMERQ _DE_C _ZL.-!LA&QHE_Q!-'_U_ILJJ 10N

I

SOPORTE | REP. |1x1D 1x10° 1x10’ ix10%

PURULHA | I 6.0 0.0 0.0 0.0
ESTERIL | 11 0.0 0.0 0.0 0.0
(11 {0.0 0.0 6.0 0.0
X 0.0 0.0 0.0 0.0
{enrniaue| 1 0.0 0.0 U.0 0.0
ESTERTL | 11 0.0 0.0 0.0 0.0
11T (0.0 0.0 0.0 0.0
X 0.0 0.0 0.0 0.0

- - | .__..J
CHUANTLA| I 0.0 0.0 0.0 0.0
ESTERIL | I1 0.0 0.0 0.0 0.0
11T 0.0 0.0 0.0 0.0
X G.0 0.0 ‘ 0.10 0n.0
cinanNrLal 1 Je.o 0.0 0.0 0.0
CAPELLA . ;1 0.0 0.0 0.0 0.0
ESTERTL | 111 {u.o 0.0 0.0 0.0
X 2.0 0.0 0.0 0.0
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i
CHADRO No. 9 RESULTADO DEL _CONTEQ _DE_RIZOBIOS (6ta. LECTURA>
EXPRESADO_EN NUMERO_DE CELULAS/CM2 DE DILUCION
i -
—
- - .
SOPORTL [REP. |1xni10” 1x10° 1x10° 1x10%
PURULHA |1 0.0 0.0 0.0 0.0
ESTERIL [I1l 0.0 0.0 0.0 0.0
111 0.0 0.0 0.0 0.0
! X 0.0 n.0 0.0 0.0
iL U S U D
L CHINTQUE |t 0.0 0.0 0.0 _ 0.0
" ESTERIL {11 0.0 0.0 0.0 0.0 ‘
i
: 111 {0.0 0.0 0.0 6.0
1 4
| X 0.0 0.0 0.0 0.0
b R 1 PO
CHIANTLA |1 0.0 0.0 0.0 : 0.0
| ESTERIL [11 0.0 0.0 0.0 0.0
171 0.0 0.0 0.0 o0
i
i X 0.0 0.0 0.0 0.0 ]
CHIANTLA . j0.0 n.o , 0.0 0.0
' CAPELLA. [IT 0.0 0.0 0.0 0.0
i . ’ _
| ESTERIL {IIl {0.0 1 0.0 0.0 0.0
i X 0.0 0.0 0.0 0.0
-
1
e
¥
“5’: -
¥
B3
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