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EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DE Rhizobium le uminosarum
biovar haseoli EN CUATRO SOPORTES NO ESTERILES,
CON POTENCIAL PARA PREPARAR INOCULANTES.

SURVIVAL EVALUATION OF Rhizobium leguminosarum
biovar haseoli ON FOUR NON-STERILE CARRIERS,
WITH INOCULANT PREPARATION POTENCITIAL.

RESUMEN

El presente estudio se efectud con el fin de establecer
cual de 4 soportes seleccionados permite la sobrevivencia a la
cepa de Rhizobium leguminosarum biovar haseoli TAL 1376, en po
blaciones no menos de 1 x 107 cel/gr de soporte inoculado por
un tiempo no menor de 2 meses, para obtener asi materiales de
procedencia nacional que puedan servir como base para preparar
inoculantes.

Se recolectaron 10 suelos que reportaban contenidos de ma
teria orgdnica arriba del 16%, selecciondndose 4 provenientes
de los municipios Capellania y Chiantla (Huehuetenango); Chini
que (Quich&) y Purulhid (Baja Verapaz) satisfaciendo las ca-
racteristicas fisico-quimicas para considerarse soportes.

La preparacidn de los soportes consistid en el secado, mg
lido, tamizado neutralizado (pH) y empaquetado, Posteriormente
el rejuvenecimiento de la cepa; hasta llevarla a una concentra-
cidn celular minima de 1 x 10° cel/cc de dilucidn luego se efec
tud el proceso de impregnacidn y maduracidn para almacenarlos
a 26 °C.

La evaluacién de la sobrevivencia se efectud utilizando el
método de conteo en platos propuesto por Miles y Misra realizan
do conteos cada 20 dias para conocer la fluctuacidn de la p »la
cidn en cada soporte conforme aumentaba el tiempo, hasta up 17
mite donde la poblacidn descendiera de 1l x 107 cel/gr de sopor-
te (considerado nivel minimo de comercializacidn del inoculante).

El disefio estadistico empleado fue completamente al azar,
utilizando 4 tratamientos con 3 repeticiones. De acuerdo al a-
nilisis estadistico e interpretacidn de resultados se demostrd
que los soportes con mayor contenido de materia orgadnica y capa
cidad de retencidn de humedad mantienen poblaciones altas de ri
zobios por mayor tiempo, constituyfdose asi la turba Purulhi
como la de mayor sobrevivencia (83 dias); seguido de Chiantla
(59 dias).



INTRODUCCION

Debido al encarecimiento de la energia derivada de
los hidrocarburos, se han buscado otras fuentes genera-
doras de la misma. La crisis energética, ocurrida en el
afio de 1974 puso en evidencia el peligro de depender ex-
clusivamente de la utilizacidn de los combustibles para
la fabricacidn de los fertilizantes quimicos, que requie
ren energia no renovable. Los precios de estas fuentes
de energia pueden fluctuar caprichosamente en el mercado.
Por estas razones las industrias de los inoculantes han
adquirido gran importancia, debido al bajo precio con

que se obtiene el Nitrdgeno fijado bioldgicamente.

En los pafses en desarrollo y aln en los desarrolla
dos la fijacidn bioldgica es un medio utilisimo para ba-
jar los costos de produccidn de leguminosas y aunque en
muchos casos la fijacidn se logra con el indculo existen
te en los suelos, es preferiblemente aconsejable el uso
de los inoculantes previamente evaluados con el tipo de
leguminosas a sembrar. La inoculacidn requiere de la pre
paracidn cuidadosa de un inoculante. Una buena solucién
a estos problemas es la creacidon de plantas productoras
de los mismos que puedan 'vender su produccidn a costos
bajos, al alcance de los agricultores de escasos recur
sos. Lo ideal de una planta productora de inoculantes es
que todos sus materiales que emplee, las adquiera en el
pais y no los compre en el exterior, ya que debido a su
volumen el transporte resulta oneroso; y por lo tantc poi

derfa su objetivo de producir a bajos costos.

Considerando que en Guatemala el cultivo de Jegumi
nosas es una de las practicas mds difundidas, es necesa
rio proveer informacidn que mas adelante pueda ser utili
zada con fines précticos para desarrollar nuestra agri
cultura. El presente trabajo trata de dar a conocer iuen
tes de substratos que puedan ser utilizados como sopor

tes para la dinoculacidn de Rhizobium. Es de¢ impertancia



mencionar que el presente trabajo constituye el primer -~
estudio sobre el tema, ya que en lo que respecta a la e-
volucidn de soportes para la preparacidn de inoculantes,
no se habia practicado anteriormente en el medio nacional
trabajo similar, por lo tanto no se cuenta con un his
torial sobre materiales y té&cnicas de soportes usados en

otro estudio.

La investigacidn se realizd con el apoyo técnico y
fisico de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
San Carlos de Guatemala, a través de su personal especia

lizado, instalaciones, materiales y equipo existente.

[m‘y [t i.h ,‘dfi"h:&.o L B N SI xifﬁau’
! Biblicteca -



[T,

HIPOTESIS

Todos los materiales empleados como soporte en condi
ciones no estériles, permiten la sobrevivencia a la cepa
de Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, en poblacio-
nes de no menos de 1l x 107 células por gramo de soporte

inoculado por un tiempo no menor de dos meses.



111, OBJETIVOS

Obtener uno o miAs materiales de soporte de procecden
cia nacional que pueda servir para la preparacidn de inc

culantes de Rhizobium.



IV, REVISION DE LITERATURA

4,1 INOCULANTES Y CONSERVACION DE zobiu

La industria de los inoculantes para legumino-
sas tuvo su origen a principios del afio 1900, pero
fue hasta después del afio 1925 que se prestd mas a-
tencidn al uso de estos productos en el desarrollo
de la agricultura. Ultimamente ha adquirido gran
importancia debido al aumento de las areas sembra

das con leguminosa.

Existen diferentes métodos para la produccién
de inoculantes, a escala industrial el de mayor a-
plicacidn es el que consiste en desarrollar a la
cepa de Rhizobium en un medio liquido y la posterior
impregnacidn de un soporte con la suspensidn bac-

teriana ( 4 ).

Segin Baleti ( 2 ), las etapas fundamentales
que deben ser consideradas en la preparacidn de ino

culantes son las siguientes:

a. Obtencidn de caldos de Rhizobium de concentra-
ciones superiores a 1 X 10° células por milili
tro. Las cepas seleccionadas deben presentar
alto poder de invasividad y capacidad de fija-

cidn de Nitrdgeno.

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

pregnacidn.

Disponer de las técnicas e instalaciones para
efectuar los controles durante el proceso y a-
segurar la calidad del producto antes de ser

destinado a la venta.

Para el mantenimiento de Rhizobium los métodos
de conservacidon mas utilizados que podemos mencionar

son:



En tierra estéril; segin Vela citado por BRala-
tti ( 2 ), si bien la tierra estéril se ha apli
cado con éxito a microorganismos que esporulan,
no es un método muy recomendado para el género
Rhizobium, sin embargo se puede mantener en pe
riodos de tres a cuatro afios cepas de Rhizobium

en mezcla de turba de suelo.

Por congelamiento; segiin Perlman citado por Ba
latti ( 2 ), con motivo del mejoramiento y dis
ponibilidad de las técnicas de congelamiento v
poseer N2 liquido, éste método es la eleccifny
para el mantenimiento de microorganismos. La
desventaja de este método es que el N2 1iquido

es relativamente caro.

Liofilizagidn o Secado por Congelamiento; segdu
Kackley, citado por Balatti (2), es el método
mds indicado con todos los microorganismos. Su
ventaja es que la mayor parte de microorganis
mos sobreviven al secado, y el cultivo es facit
mente almacenado. La mavorfa de estos prepara
dos liofilizados pueden scr mantenidos a 1

temperatura ambiente,

Cultivos en Agar: Fueron los primeros .uncculan
tes que aparecieron en el mercado. En la déca-
da del 20 se reemplazaron por inoculantes de ba
se sdlida en Estados Unidos, en 1952 en Austra-
lia y en 1964 en Uruguay principalmente por 1a

alta tasa de mortalidad durante el secado, lue

go de su aplicacidén en semilla.

En algunos paises se utiliza toedavia para soli-
citudes concretas de inoculantes, pero su uso
restringe fundamentalmente a cubrir la demanda
de investigacidn. En este caso se utilizan di

rectamente o0 para preparar inoculantes en buse



s6lida (8).

e. Cultivos impregnados al vacio; la semilla actda
como soporte y la cubierta ofrece proteccidn a
la bacteria. Se utilizan cultivos congelados
de alta concentracidn. El cultivo se desconge-
la y se afiade a la semilla. El proceso se rea-
liza al vacio. La bacteria penetra a la semi-
1la a través del micrépilo y por poros o hendi
duras propias de la cubierta seminal. E1l proce
so ofrece ventajas al industrial y al agricul

tor, pero la sobrevivencia es pobre (8).

f. Cultivos en aceite; cultivos de Rhizobium en me
dio 1iquido se concentran por centrifugacidn y
liofilizacién.y se suspenden normalmente en acei
te de mani. El aceite se calienta previamente 4
120°C, Centrifugados durante 12 horas para obte

nerlos libre de agua y rizobios (8).

EL AMBIENTE Y NECESIDAD NUTRICLONALES DEL Rhizobita

El Rhizobium al igual que otros microorganismos
requiere de un ambiente y nutricidn que en la mayo-
ria de los casos es especifico a cada uno. Cuando en
el laboratorio se quieren multiplicar los microbios
es necesario crearles un ambiente y medio adecuados
para la nutricidn. Estos medios generalmente consis
ten en una asociacidn cualitativa y cuantitativa e-
quilibrada de nutrientes que por su naturaleza permi
ten el crecimiento de microorganismos fuera de su ha
bitat natural en su ambiente. Algunos medios estan
constituidos por soluciones de sales inorgénicas.
Otros son preparados por ingredientes orgidnicos de

naturaleza compleja (5).

Los requerimientos metabdlicos que el Rhizobium
necesita utilizar como fuente de Carbono son: poly-

alcoholes monosacaridos y ascdridos simples.

~ , . .
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Las bacterias inoculadas en un medio de cultivo
absorven selectivamente los nutrientes del medio y
los convierten en nuevas substancias celulares como
ARN, ADN, proteinas, enzimas y otros macromolécu-

las.

El Rhizobium siendo bacteria aerdbica, quimico-
organo heterotrdfica, crece bien en un medio comple-
jo conteniendo extracto de levadura. Esta bacteria
puede usar fuentes de Nitrdgeno diversas como son:
NO3, NH4, aminoacidos y N2 cuando en simbiosis con

la planta hidroliza la caseina.

En cuanto a requerimientos vitaminicos, se han
hecho estudios con gran nimero de cepas y se ha de-
mostrado que el grupo Rhizobium le uminosarum, Rhi-
zobium trifolii, Rhizobium haseoli; requieren el
agregado de una o mas vitaminas, biotina, tiamina

pantotenato de calcio (10).

Respecto a fuentes minerales; Lowe citado por
Balatti (2), ha destacado la importancia del agrega
do de magnesio, fdsforo, hierro y calcio; asi como
también cobalto qué es utilizado por algunas ceps .
para sintetizar citamina Bjy. E1 fosforo es gene
mente suministrado en forma de fosfato inorgénico.
El contenido de fésforo en la célula bacteriana es
alrededor de 1.5% de biomasa seca, pero este porcen
taje aumenta con la velocidad de crecimiento y varia
inversamente con la temperatura. Esta variacidn co

refleja en el contenido de ARN de las células (2).

Vincent (16), da los datos de requerimient. en

elementos minerales para varios rizobios:



Elemento Requerimiento 10 k u

Fe 0.005 - 0.100
Mg 0.100
Ca 0.025
Mg + Ca 0.500
Co 0.00001
Zn 0.0001 - 0.001
Mn 0.0001 - 0.010
K 0.0500

La deficiencia de Ca - Mg en un medio puede con
ducir a la pérdida de viabilidad de la célula. Tam-

bién la deficiencia de Ca puede conducir a la defor-
macidon de la morfologia de la célula, que muestra la
posibilidad de tener una funcién en la pared celular.
El Fe es necesario para la sintesis de hemoproteina

y para la nitrogenasa (10).

ADAPTABILIDAD ECOLOGICA DEL Rhizobium

De acuerdo a las condiciones ambientales parti-
culares donde la simbiosis se desarrolle, las cepas
de Rhizobium deben reunir requerimientos especificos
para asegurar el establecimiento y persistencia de
la simbiosis en el campo, frecuentemente el objetivo
del programa de seleccidn es; elegir cepas toleran-
tes a conciciones especificas, como: pH, salinidad,

temperatura, habilidad para fijar nitrdgeno, etc. (9).

Dentro de los principales factores que influyen
en la adaptabilidad de los rizobios de un medio nu-
tritivo artificial al suelo, vale la pena considerar

lo siguiente:

Posibilidad de sobrevivencia del rizobio en 1la
semilla inoculada; las cepas de Rhizobium selec

cionadas tienen que ser capaces de sobrevivir
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en semilla inoculada estableciendo simbiosis

- - -
alln en condiciones de stress.

b. Competencia saprofitica; los efectos suelen ser
estimulativos o inhibitorios, los rizobios pue-
den ser afectados por todo tipo de antagonismos
como: predacidn, competencia y parasitismo.
Existen tambi&n efectos indirectos nocivos, co-

- - -
mo: nemdtodos y patdgenos de plantas; asi como

benéficos: micorrizas. Muchas de las legumino

-

sas son incluso dependientes de micorrizas (15).

c. Estabilidad genética; es muy importante la in-
formacidn existente sobre la inestabilidad gené
tica en cepas de Rhizobium y sobre la dificul-
tad experimentada en el mantenimiento exitoso
de los cultivos utilizados en la produccién co-

mercial de inoculantes (8).

SOPORTES

Con los caldos obtenidos una vez completado e
proceso fermentativo generalmente se impregnan mate-
riales en estado de polvo fino denominados soportes.
El uso de dichos soportes ha permitido resolver en
forma simple y econdmica el problema de distribucién
y fundamentalmente aumentar el tiempo de scobreviven-

cia de rizobios.

Entre los soportes que han utilizado para la
preparacidn de inGculos, segin Roughley y Van Shre-
ven; citados por Balatti (2), merecen citarse: Tux
ba, diferentes clases de suelo, piedra pdmez, vermicu
lita, etc. De todos ellos el m3s empleado es la tur

ba.

Este material de origen vegetal, generalmente

se presenta con un pH bajo. En este caso se modifi
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ca convenientemente por el agregado de C03Ca en con-
centraciones de hasta un 107%, con el fin de llevar
el pH a valores cercanos a la neutralidad. EI1 anili
sis quimico de las turbas no permite por si solo pre
decir su comportamiento como material de soporte, la
inica forma de establecer el comportamiento de 1la
turba consiste en evaluar frente a cada una de las
cepas de Rhizobium la sobrevivencia de esta. Las di
ferencias observadas en las diferentes turbas pueden
ser atribuidas al distinto origen botdnico, a la edad
de la turba, a la capacidad de retencidn de humedad.
a la microflora presente, a la presencia de inhibido

res, etc. (3).

Lopreto, citado por Balatti y Mazza (3), mencio
nan que los andlisis que se le hacen a las turbas,
tanto fisicos como quimicos, incluyen: Capacidad L1
drica, pH, humedad higroscdpica y contenido de cal-

cio.

La turba antes de ser impregnada con el caldo
de fermentacidn debe ser secada y molida (malla de

tamiz 150 - 200 mesh).

El secado de la turba ademi3s de favorecer lu o
peracidn de mayor cantidad de molienda, permite '«
incorporacidén de mayor cantidad de caldo de cultiv |
y reduce la microflora nativa de la misma. Se reco
mienda efectuar el secado a temperatura no ma or d.
100 °C. y reducir la humedad hasta aproximadamente
un 9%Z. La turba una vez impregnada con los caldo-
llega a un valor de humedad que puede estar compre
dido entre el 50% a 60%Z. Una propiedad muy impcrtan
te de la turba, ademas de permitir una buena sobrevi
vencia, es que tenga una alta capacidad de rentenr-idn

de agua (2).
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En un trabajo realizado por Lopreto, citado por
Balatti (3), utilizaron solos o mezclas de distintos
tipos de suelos y turbas de yacimientos que se encuen
tran en la provincia de Mendoza (Repiiblica de Argenti
na) y demostrd que los soportes empleados presentaron
un buen comportamiento para la supervivencia y la ca-
pacidad de nodulacidn de Rhizobium “a onicum E-45.
Luego de considerar las propiedades de diferentes mues
tras de turbas, se seleccionaron las provenientes de
Tierra de Fuego por presentar alta capacidad de reten

cidén de humedad (superiores al 100%).

Se menciond anteriormente el hecho de que numero
sos materiales pueden ser usados como soportes; en Ar
gentina, Lopreto (9), menciona que se emplean como so
portes: Turbas de Mendoza (Campo de los Andes); sue-
los arcillosos de City Bell, La Plata, Provincia de
Buenos Aires; materiales de descomposicidn del Rio
de la Plata (rezasa de Barazategui); turba de origeun
holandés (comerciable en la Repliblica de Argentina)

y carbdn vegetal.

Balatti y Mazza (3), dicen que una serie de tra
bajos han demostrado plenamente el buen empleo de so
portes estériles en la operacidn de inoculantes, en
razdn de que aseguran una mayor concentracidn de cé-
lulas viables en funcidn del tiempo. Hasta el pre-
sente se ha utilizado la esterilizacidn por vapor y

con radiaciones.

Robinson, citado por Aguilera (1), define la tur
ba como "suelos en los cuales los residuos de la ve-
getacidn natural han sido humificados m3s bien que

oxidados".

Las turbas se caracterizan por la gran propor-
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cidn de materia orgdnica que contienen. Las turbas
tipicas (mulch) contienen por regla general, por lo
menos el 50% de materia organica y estas pueden en-
contrarse tanto en lugares frios, templados asi co-
mo en los trdpicos, poniendo como ejemplo de los Gl

timos, los manglares (1).

Ademads clasifican las turbas de la manera si-

guiente:

Turbas de montafia y ClimAticas; se forman a lo
largo de pendientes por las cuales el agua flu
ye constantemente de fuentes en terrenos mis e-
levados. Ninguna de las turbas dependen de 1la

topografia, sino de las condiciones ambientales.

b. Turbas de Brezo o Forestales; que se deben a
la acumulacidn de humus en la superficie de los

suelos de brezo forestal.

Las turbas de montafia y climdticas se caracteri
0 - o o - .
zan porque el tipo de descomposicidn es anaerdbica, a
diferencia de las forestales que se efectla en medios

aerdbicos.

Segiin Konova, Nowakowski y Neuman, citados por
Aguilera (1), los compuestos que generalmente exis-
ten en las turbas o suelos de turba son: &cido himi
co, crénico, apocrénico, huminico y ulmin. Dicen
que las auxinas y vitaminas que existen en el suelo
son provenientes de las plantas incorporadas a é1,
entre las auxinas estan: Acido 3 indolacético, gi-
berelinas, &cido dicarboxilico, &dcido succinico, &dci
do cinamirico, Acido fumdrico y otros; entre las vi-
taminas: Vitamina Bg, Bjp, dcido pantoténico, f561i-
co, nucleotinico, P-aminobenzdico, rivoflavina, bio-

tina v otros.
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EVALUACION DE SUPERVIVENCIA DE Rhizobium

Existen varios métodos para evaluar la sobrevi

vencia de Rhizobium, entre ellos estan:

Método del Nimero M38s Probable (NMP) discutido y pre
parado por Halvorson y Ziegler (1933) y por Cochran
(1950), citados por Tarouco (13); permite estimar la
poblacidn bacteriana del inoculante u otro material
sin contar las células o colonias. Este método de-
pende de la capacidad del rizobio especifico en pro-
ducir nddulos en la leguminosa hospedera. Para esti
mar el tamafio de la poblacibn de rizobios especificos
se usa una serie de diluciones en la muestra a anali
zar y se observa en cuales ocurre la formacidn de nod
dulos. Las plantas probadoras deben estar desarro-
lladas en condiciones controladas de temperatura, lu
minosidad y asepsia. Los resultados se obtienen en
20 a 30 dias (13).

RECUENTO DE RIZOBIOS VIABLES

El recuento en cajas requiere la preparacidn de
una serie de diluciones, para poder obtener con algu
na de ellas entre 30 a 300 colonias. Deben tomarse
precauciones para asegurar una dispersidn homogénea
inicial, la retencidén de la viabilidad en el liqui-
do de las diluciones y una relacidn correcta entre
las diluciones sucesivas. Se logran resultados posi

tivos mediante el simple procedimiento de agitacibn.

Para recuentos regulares en cajas de suspensio-
nes de rizobios puros se incorporan al medio agariza
do, alicuotas de 1 cc. Cuando se desea que todas las
colonias esten sobre la superficie del agar, se ex-
tiende un volumen menor de la suspensidn diluida so-

sobre la superficie del agar, del que se habrid desa-
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lojado previamente el exceso de agua dejando las ca-
jas recien preparadas durante una noche a 37 °C en

la incubadora de cultivo. Tambi&n puede usarse el
método de las gotas de Miles y. Misra (1938) (vér parra
fo sig.) para estudiar distintas diluciones y simple

mente colonias superficiales sobre una caja.

METODO DE RECUENTO DE MILES Y MISRA

(Recuento en cajas por gotas)

Para efectuar el conteo usando este método se
colocan cajas petri con agar en las que se limitan 4
sectores de la misma que a su vez serviran como repe
ticion del conteo. Se eligen las diluciones de rizo
bios, por lo general, &sta serid una dilucidén menor
que la que se usa para el recuento comn en placas.
Luego se siembra el sector correspondiente de cada u-
na de las cajas, cada uno con una sola gota de la di-
lucidn elegida, dejiandola caer desde una altura de
2.5 cms de tal manera que se extiende sobre una 4rea
aproximada de 2 cms, Se incuba en posicidn inverti-
da a 26 - 28 °C durante 4 a 5 dias para los rizobios
mids ripidos y durante un lapso de hasta 10 dfas para

los ma3s lentos.

Se efectldan entonces los recuentos en las Areas
de las gotas que muestran la mayor cantidad de colo-

nias claramente diferenciadas (no confluentes).

El promedio de los recuentos repetidos de una
dilucidn da el recuento viable de 0.02 cc de la mis-
ma y deberd multiplicarse por el factor de correccién
de cada micropipeta para obtener la cantidad por cc.
Para promedios y con fines estadisticos, los valores

deben convertirse a logaritmos (base 10) (16).
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V.  MATERIALES Y METODOS

5.1 SEDE DE LOS EXPERIMENTOS

El estudio se llevd a cabo en los Laboratorios de
Microbiologia y de Edafologia de la Facultad de Agrono
mia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, si-
tuada en la Ciudad Universitaria zona 12 en la ciudad
de Guatemala. Para el efecto se siguieron varios pa-

sos, siendo los siguientes:

5.2 Localizacidn de las fuentes de soportes.

5.3 Analisis fisico-quimico de laboratorio para la selec-
cidn de los soportes.

5.4 Determinacifn de tratamientos y disefio experimental.

5.5 Preparacidn de los soportes.

5.6 Preparacibn de la bacteria.

5.7 Impregnacidn del soporte y maduracidn.

5.8 Evaluacidén de la sobrevivencia de rizobios en el sopor
te.

5.9 Andlisis estadistico y criterios de evaluacidn.

5.2 LOCALIZACION DE LAS. FUENTES DE SOPORTE

Tomando en cuenta que los materiales de origen or
ganico, ricos en nutrimientos, se consideran como bue-
nos soportes; en el presente trabajo se evaluaron este

tipo de materiales.

Para esta fase del trabajo se revisd en el libro,
"Clasificacidn de reconocimiento de los suelos de la
Repiblica de Guatemala", de Simons, Tarano y Pinto
(12), la informacidn de los suelos que reportaban en
el pais, contenidos de materia orgdnica arriba del
16%Z. Esto permitid muestrear y traer suelos que pre-
sentaron en su horizonte una capa mayor de 20 centime-
tros de profundidad de materia orgadnica, siendo las si

guientes:
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Tipo de suelo Departamento Municipio
Balanjuyd franco Chimaltenango Tecpan
Carcha franco limoso Alta Verapaz Santa Cruz
Cavija franco limoso Quiché Chinique
Moyuta franco limoso Jutiapa Jalpatagua
Patsité franco arenoso Quiché Chiché
Soloma franco Huehuetenango San Juan Ixcov
Toquia franco Huehuetenango Chiantla
Soloma franco Huehuetenango Capellania
Totonicapin franco Totonicapan Totonicapan
Tamahi Baja Verapaz Purulhd
De los anteriores suelos fueron seleccionados
cuatro con las caracteristicas que mds se aproximaron
al ideal recomendado en la literatura, para la prepa-
racion de indculos (12).
5.3 ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LABCRATORTO PARA LA SELIC

CION DE LOS SOPORTES.

De los anteriores suelos fueron seleccionados
los cuatro con las caracteristicas que mas se aproxi-
maron al ideal recomendado, por lo tanto se escogieron

los que a través del andlisis de laboratorio llenaban

el requisito de tener mds del 167 de materia organica

y de los cuales se consignan a continuacidén las carac
teristicas fisico-quimicas que interesan para el estu

dio (14):

—

LA UMYERSI0e - » . wiag pF TONALA
B!b'iﬁ?‘ . -;“M
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Cuadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas de los

soportes.

Procedencia Color Textura Z M.0. 7% CRH phl

Purula Café muy Franco 60.70 100 5.50
oscuro friable

Capellania Café muy Franco 16.67 93 5.85
oscuro friable

Chiantla Café muy os Franco limo 18.56 80 FL50
curo a negro so friable

Chinique Café oscuro Franco 16.94 73 6.20

friable

ZM. 0. Porcentaje de materia orgianica

% CRH = Porcentaje de Capacidad de Retencidén de Humedad

pH pH inicial

L

DETERMINACION DE TRATAMIENTOS Y DTSELD EXPERVMENTA L

Los tratamientos seleccionados estuvieron const.
tuidos por cuatro soportes evaluados, debidamente im
pregnados de la bacteria a los que se les efectud conr
teos cada 20 dias para conocer la fluctuacidn de la ro
blacidén en cada soporte conforme aumentaba el tiempo
hasta un limite donde la poblacidén de rizobios descen-
diera de 1 x 107 células/gramo de spporte {(comsidera o

como el nivel minimo de comercializacidn inoculante) .

Fl disefio del experimento fue al completo azar, u
tilizando 3 repeticiones, que a su vez se constituyeron
cada una por el resultado promedio de 4 sub-unidade ,
producto de una serie de diluciones programadas (l x

10°, 1 x 10, 1 x 107 y 1 x 10°).

PREPARACION DE LOS SOPORTES

Para preparar los soporte fue necesario efectuar

los pasos siguientes:
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5.5.1 Acondicionamiento del pH

Para este paso fue necesario neutralizar
la acidez de los soportes (Apéndice 4), para lo cual
a cada soporte le fueron efectuados aplicaciones pro-
gresivas de Carbonato de Calcio (CaC0O3) necesario pa-
ra neutralizar y medir de esta forma el incremento to
tal de CaCO3 para neutralizar una cantidad determina-

da de soporte,

Los anteriores analisis se efectuaron en los la-

boratorios de Edafologia de la Facultad de Agrononia.

5.5.2 Secado de los soportes

-1 secado se efectud utilizando el horno
a conveccidon de aire y para el mismo se sometid el so
porte a una temperatura de 80 °C durante dos dias has

ta que el mismo presentd entre 5 y 7% de huredad.

5.5.3 Molido

El molido se efectud una vez que el sopor
te se encontraba seco tamizandolo en malla de 200 mesh

lo que proporciond un polvo sumamente fino.

5.5.4 Empaque

El polvo fino de soporte fue empaquetado
en bolsas plasticas de 15 micrones de grosor en voline

nes de 50 gramos y almacenados a temperatura ambiente.

PREPARACTION DE LA BACTERIA

Para la preparacidén de la hacteria se procedid
al rejuvenecimiento de la cepa de Rhizobium legumino-
sarum biovar phaseoli TAL 1376, en tubos de ensayo con
agar inclinado usando medio BYMA (Apéndice 2) y a los

cuatro dias de desarrollada se inoculd en 3 erlenmever
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cen 125 cc de caldo nutritivo BYM (medio BYMA sin agar)
colocandola en un agitador magnético durante aproxima-
damente 72 horas hasta que la poblacidn alcanzd un ni-
mero alto de rizobios por cc de medio nutritivo (1.7 «x

10° rizobios/cc de medio nutritivo).

Previo a la impregnacidon del soporte (etapa 5.7.)
se analizd la pureza y calidad del caldo del cultivo

utilizando para ello la siguiente té&cnica:

Observacidon de un frotis con tincion de Gram; el cual
mostrd bacilos de gram negativos, libres de cé&lulas

gram positivas.

El recuento total de bacterias, para lo cual se prepa-
rdo una dilucidn de caldos de cultivo con relacidn
1:1000. La muestra se observdo en la camara de Petrofi
proporcionandonos en forma directa el niimero de cé&lulas
por centimetro clibico del caldo nutritivo, mismo que

fue de 1.7 x 10°%.

IMPREGNACION DE LOS SOPORTES Y MADURACTON

Los soportes secados, molidos, neutralizados y
empaquetados se impregnéron con el caldo de cultivo de
Rhizobium la uminosarum biovar phaseoli TAL 1376 a una
concentracidn celular minima de 1.7 x 10° c&lulas por
gramo de soporte. La impregnacidn se realiz6 en forma
tal de lograr un producto con un contenido final de hu
medad que no sobrepasd el 50%Z. Los inoculantes asi
preparados fueron sometidos a un proceso de maduracidn
durante 15 dias a la temperatura de 26°centigrados en

una incubadora.

Finalizando este periodo, los inoculantes estuvie

ron listos para iniciar los conteos de bacterias.

EVALUACION DE LA SOBREVIVENCIA DE RIZOBIOS.

Se efectud utilizando el método de conteo en pla-
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tos, propuesto por MILES MISRA (16) que se detalla a

- . -
contlinuacion:

5.8.1 Evaluacidon de diluciones

Por cada soporte a emplear se tomaron dos
frascos de 150 mililitros en los cuales se colocaron
99 cc. de agua esté@ril, asi también fue necesario este
rilizar cuatro tubos de ensayo con tapa de rosca con

9 cc de agua cada uno.

Jara iniciar las diluciones se tomd un
gramo de la muestra a estudiar (inoculante) y se co-
locd en el primer frasco con 99 cc. de agua, en segui
da se agitd y con pipetas estériles y en forma sucesi
va se trasladd de este primer frasco al segundo, del
segundo al tercero que seria un tubo de ensayo con
9 ml., y asi sucesivamente 1 ml. en cada paso obtenien
do asi cuatro diluciones de la suspensidn iniciada

(ver cuadro 1 del apéndice)

5.8.2 Preparacidon de las cajas

Utilizando el medio especifico de Rhizo
bium denominado BYMA (ver cuadro 2 del apéndice), se
prepararon las cajas de Petri necesarias para la prue-
ba, las cuales previo al llenado con el medio de cul-

tivo fueron esterilizadas.

5.8.3 Preparacidn de las micropipetas

Para el efecto se emplearon 50 micropipe-
tas con una tetina de goma, habiéndose numerado del
1 al 50, a continuacidn se calibraron para establecer
cual era el tamafio de la gota de cada pipeta. Para
obtener mayor precisidn se calibraron 3 veces cada u-
na, habiéndose tomado el valor promedio al final.
Esta practica se realizd contando las gotas que cons-

titufan 2 ml. en una probeta aforada. De lo anterior
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se obtuvo un factor de correccidn para casa micropip.-
ta, dividiendo los dos mililitros dentro del mimero de

gotas (ver guadro 3 del apéndice).

Continuando con el procedimiento se colo-
caron las cajas con el medio BYMA en grupos de tras
para cada dilucidn (1X10°, 1%10°, 1X10’ y 1X10° = 12
cajas), esto para cada turba, pero antes de sembrarlas
se dividid cada una en su base en cuatro sectores,
usando para ello un marcador de tinta (cada sector de
la caja constituyd en éste método una repeticidn den-
tro de la misma dilucidn, lo que permitid entonces 4

réplicas por dilucidon; ver figura 1.

La siembra se efectud entonces en el sec-
tor correspondiente de cada caja con una sola gota de
la pipeta aforada con la dilucidn escogida, dejando-
la caer una altura de aproximadamente 2.5 cms. de tal
manera que se extendiera sobre una drea aproximada-

mente de 2 cms.

Efectuada la siembra se incubd la bacte-
ria poniendo la caja en posicidn invertida de 26 a
28°C durante 4 a 5 dias, y luego se efectuaron los
recuentos en las areas de las gotas que mostraron la
mayor cantidad de colonias claramente diferenciadas

(no confluyentes).

El promedio de los recuentos repetidos de
una dilucidén di el recuento viable en el volumen de
la gota calibrada que debid multiplicarse por el fac-
tor de correccidén de cada pipeta, a fin de obtener la

cantidad de rizobios por gramo inoculante.
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Figura 1. Forma de identificacidn de la base de cada caja petri
’/_./J T )
4 \
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO Y CRITERIOS DE EVALUACION

Para la evaluacidn del trabajo se considerd con
venientemente efectuar un andlisis de varianza que
siguiera el modelo experimental aplicado, es decir un
anilisis para completo azar en cada fecha de conteoc,
complementando este andlisis con una interpretacidn
grdfica de la respuesta de cada turba conforme trans

currid el tiempo.

El andlisis estadistico sigud el siguiente modelo (4)
Yi = U+Ti+Ei

En donde:

= efecto de la media general.
Ti= efecto de la i-&sima modalidad del factor T.
Ei= efecto del error experimental asociada a la

i-ésima unidad experimental
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Por otro lado fue necesario establecer un crite-
rio que definiera cual debia ser el punto tope, de los
conteos de bacterias en cada inoculante y para ello
se siguieron las normas internacienales de evaluacion
de calidad de inoculantes, las cuales establecen como

criterio lo expresado en la siguiente tabla (13).

INOCULANTES POBRES 1 X 10

INOCULANTES DUDOSOS 1 x 10° &
INOCULANTES SATISFACTORIOS 1 x 100 %
INOCULANTES MUY SATISFACTORIOS 1 x 10° =

% Rizobios por gramo de inoculante.

Tal como se expresa anteriormente, en el momento
que cualquiera de los materiales evaluados presenta-
sen una poblacidn igual o menor de 1 x 107 rizobios
por gramo de inoculante, dejé de ser considerado ma-

terial de estudio (1l4).
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

El analisis y discusién de resultados de 1los sopor-
tes evaluados, tal como se planificd se basd en los tres

puntos de apoyo siguientes:

a. Analisis egtadistico
b. Representacidn grafica
c. Normas Internacionales de Evaluacidn.

En el cuadro 2 se presentan los datos experimentales
de cada uno de los diferentes conteos de rizobios efec-
tuados, mismos que en total fueron 6 (16 de Julio, 5 de
Agosto, 26 de Agosto, 16 de Septiembre, 6 de Octubre y 26
de Octubre de 1987), esto permitid establecer paso a paso
las variaciones que la poblacién presentd en cada soporte
mientras transcurrid el tiempo, para evaluar estadistica-
mente el comportamiento de cada soporte, se efectud un
andlisis de varianza en cada fecha mostrando los resulta-
dos, que existian diferencias estadisticas con significan
cia del 5% en las cuatro lecturas iniciales y no asi en
las iltimas dos, debido a que las poblaciones de rizobios
habian bajado a niveles muy por debajo de los valores de

dilucidn empleados en los conteos {(Cuadro 3).

Los valores promedio de cada soporte, se presentan
ordenados de m3s a menos poblacidn en las cuatro fechas
iniciales de conteo en el cuadro 4, y en la figura 2 apa
recen grificamente las tendencias de la poblacidn en el

tiempo.

En el primer conteo efectuado 17 dias después de la
maduracidn de la bacteria en los soportes, se encontrd que
existian dos grupos estadisticamente diferentes; en uno
se agrupo Capellania, Purulhd y Chiantla con los valores
mids altos, y en otro Chiantla y Chinique con los mas ba-

jos. Los cuatro soportes presentaron un comportamiento
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esperado, pués todos incrementaron el niimero de células
rizobiales por gramo de soporte, aunque el incremento no

fue muy marcado en el suelo Chinique (Fig. 2).

En el segundo conteo los valores promedio de los cua
tro soportes se dividid en tres grupos, el primero lo com
prendid la turba Purulhd con la poblacidn mis alta; luego
Chiantla, posteriormente el grupo conformado por Capella
nia y Chinique. Dado el nivel de temperatura al que se
sometid cada soporte inoculado (26° C temperatura aproxi-
mada a la de manejo en bodegas y comercios agricolas de
nuestro medio), se esperd una breve estabilizacidn de 1a
poblacidén o el inicio al descenso de la misma, sucedién-
dose lo Gltimo expresado (Fig. 2). Los soportes Chinique
con la mds baja poblacidén en el primer conteo; y Capella-
nia descendieron bruscamente casi al valor minimo de uti-
lizacidn (1 x 107 cel/gr de soporte), el efecto observa-
do se supone que se debid al efecto de la temperatura de
manejo que indiscutiblemente ocasiond una constante acti-
vidad bacteriana, deshidratacidén de los soportes y una po
sible falta de nutrientes bisicos en ambos suelos, coinci
dentemente el valor de la materia orgidnica era mas baja
que en los otros soportes y esta situacidn se relaciona
con la riqueza nutricional de un subtrato para la vida

microbiana.

En el tercer conteo Purulhid mantuvo la poblacidn més
alta, seguido de Chiantla que estaba muy cerca del nivel
de 1 x 10’ cel/gr de soporte y por filtimo, abajo de este

nivel Capellania y Chinique.

La disminucidon de la poblacidn siguid el orden 1l6gi-
co que se planted para Capellania y Chinique, es decir Pu-
rufhé con alto contenido de materia orgdnica (60.7%) vy
mayor capacidad de retencidn de humedad (100%) se mantenic

ain Gtil; y Chiantla con 18.6% de materia orginica cafa.



En el cuarto conteo Purulhd, Capellania y Chiantla
conformaron un grupo, probablemente debido a que Chinique
ya no mostrd poblacidn de rizobios, auanque es de aclarar
que {nicamente Purulhid manifestd poblaciomes en este con-
teo que lou hacian 4til como inoculante, en contraste con
el resto que andaba ya con los niveles de poblacidn muy

por debajo de 1 x 107 rizobios/gr de inoculante.

A partir de la cuarta lectura los cuatro soportes
dejaron de ser objeto de estudio debido a que las pobla-
ciones descendieron de nivel minimo establecido por las

normas de calidad

Los rangos de sobrevivencia se analizaron facilmen-
te ya que con el apoyo grafico, (Fig. 2) se trazd una 17-
nea horizontal que cortd las curvas donde la poblacidn se
encuentra en 1 x 107 rizobios/gr de inoculante. La pro-
yeccidn de esta linea sobre el tiempo de utilidad de ca-
da soporte, nos mostrd que el suelo de Chinique es dtil
para 39 dias, Capellanfa por 41 dias, Chiantla por 59 dfas

v por G@ltimo Purulhid 83 dias.
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Cuadro 2 Datos experimentales del conteo de rizobios en los
diferentes soportes y en las diferentes fechas (ex-
presados en células por gramo de soporte)

SOPORTES FECADE REPETICIONES |

LECTURA II 11 PROMEDIO j
16/07/87 5.320%10° 7.117x10° 9.588x10° 7.340%10° é
05/08/87 2.127%10° 2.060%10° 1.675%10° 2.090x10° !
26/08/87 4.575%10% 3.267%10% 2.747x10° 3.530x10% |
Purulha 16/09/87 4.300x107 1.900x107 2.300x107 2.830x107
16/10/87 2.000x10° 1.910x10° 0.000000 2.100x10°
26/10/87 1.900X10°  1.90X10° 0.000000 1.207%10°
16/07/87 6.847%10° 10.20X10° 9.973%10° 9.007X10° g
05/08/87 8.600x10° 1.100x10’ 1.860x10’ 1.270%10°
26/08/87 3.940%10° 1.158x10° 7.890x10° 2.100x10°
Capellania . 09/87 2.100x10° 0.000000 7.500x105' 9.50010°
06/10/87 0.000000 0.000000 7.600X10° ' 2.500%10°
26/10/87 0.000000 0.000000  0.000000  0.000000
16/07/87 7.055X10° 3.392x10° 7.943x10° 6.130x10°
05/08/87 6.690x10" 2.900x10% 1.160x10% 1.s80x10°
26/08/87 3.000x10° 1.500x10° 4.135%107 1.520%10’
Chiantla 16/09/87 0.000000 0.000000 1.500X10° |5.ooox105
06/10/87 0.000000 0.000000  0.000000 io.oooooo
26/10/87 0.000000  0.000000  0.000000 ' 0.000000
Chinique 16/07/87 1.931X10° 3.165X10° 2.413K10° 2.500%10°
05/08/87 1.250x10° 7.730x10° 1.172%10° 1.100%10’
26/08/87 7.700X10° 7.700X10° 7.700X10° 7.700%X10°
16/09/87 0.000000  0.000000 0.000000 0.000000
16/10/87 0.000000 0.000000 0.000000 |0.000000
26/10/87 0.000000 0.000000  0.000000 '0.000000
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Cuadro 3 Andlisis de varianza de los datos de poblacidn de
rizobios, efectuados a los diferentes soportes en
cada fecha de conteo.
Primer conteo de fecha 16 - 07 - 87 “J
F-V G-L Suma de Cadrados Cuadrado Medio F. Calculada Significancia '
BLOQUE 2 0.220215 0.110 1.099 0.3935 =
TRATAM 3 2.849610 0.950 9.482 0.0l16 *
ERROR 6 0.601074 0.100
TOTAL 11 6.370899 o
Coeficiente de Variacion: 1.4116 .7
Segundo Conteo de fecha 05 - 08 - 87
F-V G-L Suma de Cuadrados Cuadro Medio F. Calculada Significancia
BLOQUE 2 0.253174 0.127 0.567 0.5991
TRATAM 3 55.688720 18.563 82.870 0.00602 *#
ERROR 6 1.343994 0.224
TOTAL 11 57.285890 —_——
Coeficiente de Variacidon: 2.6078 % g
Tercer conteo de fecha 26 - 0§ - 87 o .
F-V G-L Suma de Cuadrados Cuadro Me@io‘ F..Calculada Significancia
BLOQUE 2 0.867920 0.434 0.388 0.6975
TRATAM 3 66.510010 22.170 19.812 0.0024 =
ERROR 6 6.714112 1.119
TOTAL 11 74.092050

Coeficiente de variaciodn: 6.7072 %

o —— - ——- c——————— A—— s b st

F-V

— e o

BLOQUE
TRATAM
ERROR
TOTAL

Coeficiente de variaciodn:

G-L

e

Cuarto conteo de fecha 16 - 09 - 87

gt i

R L T ——

Suma dg Cuadrados Cuad£9 Medio

2 97.907960 48,954 1.735 0.2541 *
3 477.162700 159.054 5.638 0.0356 *
6 169.275000 28.213
11 744.34560C —
68.1011 7%
* Existe diferencia significativa al 5% de probabilidad.

Calggéfgém Si nificancia

S e s s i e aare et st i et s
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Valores promedio de poblacidn de rizobios obteni los
en diferentes fechas de conteo, ordenados en forma
descendente (expresado en cé&lulas/gramo de soporte).

Cuadro 4

“lo. Conteo de fecha 16-7-87 ‘Conteo echa 05-8-87
So orte Promedio* orte Promedio* |
CAPELLANIA 9.007X109 PURULHA 2.090X109 |
PURULHA 7.340X109 CHIANTLA 1.580X108
CHTIANTLA 6.130X109 CAPELLANTA 1.270X107
CHINIQUE 2.500X109 'CHINIQUE 1.100X107

30. Conteo de fecha 26-8-87

4o. Conteo de fecha 16-~9-87

Soporte Promedio* Soporte Promedio* o
PURULHA 3.530X108 PURULHA 2.830X107 )
CHIANTLA 1.520X107 CAPELLANTIA 9.500X105
CAPELLANTA 2.100X106 'CHIANTLA 5.000X105
CHINIQUE 7.700X105 CHINIQUE 0.000000

Nota:

Se efectuaron un quinto y sexto conteo en las fechas

6 vy 26 de octubre de 1987, mas los resultados en ambas

no fue necesario analizarlos debido a las escasa mani-

festacidn de poblacidén de rizobios.

Medias que mostraron ser significativamente diferentes,

al 5% de significancia.

WELS ¥PvrRanes o api o amias OE 68
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CONCLUSIONES

Los soportes con mayor contenido de materia organica
y mayor .Capacidad de retencidén de humedad resultan
ser mas eficaces en mantener poblaciones altas de

rizobios por mayor tiempo.

La turba Purulh3i permite una sobrevivencia de 83 dias
al Rhizobium le uminosarum biovar phaseoli a una tem-

peratura de 26° C.

La hipdtesis planteada no se cumple en su cabalidad,
ya que los soportes Chinique, Capellania v Chiantla
no mantuvieron mas de dos meses de poblacion arriba

de 1 x 107 células/gramo de soporte.
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RECOMENDACIONES

Para la evaluacidn de sobrevivencia de Rhizobium se re
comienda utilizar soportes con alto contenido de materia

organica, especificamente con procedencias de turberas.

Para estudios posteriores se recomienda emplear la turba
Purulhid, asi como evaluar ésta en condiciones de almace-
naje de temperaturas bajas (4°C) para poder dar una reco
mendacidn de manejo en Gptimas condiciones de almacenaje
y conocer el midximo potencial de sobrevivencia del Rhi-

zobium en estas condiciones

Si se usa la turba Purulhida como soporte se recomienda no
guardar los inoculares por mas de 83 dias cuando estos se

manejan a temperatura ambiente.
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Ejemplo de un esquema de dilucién en que se esperan a

proximadamente 1X10 rizobios viables por gramo de so-

porte.

OPERACION

EJEMPLO:

Tomar 1 gr. de turba
locarlo en el frasco

agitar el frasco ( 1

Usar pipeta (1) para
1 cc. del frasco (1)
sarlo al frasco (2)

agitar el frasco (2)

Usar pipeta (2) para
1 cc. del frasco (2)

agitar frasco (3)

Usar pipeta (3) para

l ce. de (3) a frasco

Usar pipeta (4) para mezclar

Retener la pipeta 95) para to-

mar 0.02 cc. de (4) a

Usar pipeta (6) para

tenido del frasco (5) y tomar ali-

y co-
(1)
)

tomar

y pa-

tomar

a (3)

tomar

(4)

frasco

mezcla edo

(1)

(2)

(3)

94)

95)

cuotas de 108 para las cajas de Petri

99

99

DILUCION
OBTENIDA

102

10

10

10

Las series de diluciones del cuadro anterior correspon

den a una suspensidn de la que se espera que contenga

1 x 10° rizobios viables por gramo.
nes podrian requerir esquemas diferentes.)

(otras proporcio-
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Cuadro 2 Medio BYMA (Brockwell Yeast Mannitol Agar)

Los materiales empleados y el procedimiento de la preparacidn es

el siguiente:

KZHPO4 10 grs./100 ml. H20
CaC122H20 4 grs./100 ml. H20
Mg8047H20 2 grs./100 ml. H20
NaCl 4 grs./100 ml. H, 0
FeC136H20 L grs./100 ml. HZO

Preparacidn del extracto de levadura.

Tomar 600 gramos de levadura, suspenderlos en 5400 ml, de
agua corriente durante una hora, al haberse sedimentado; se se
para en papel filtro. Se embotella en cantidades de 100 ml.
aproximadamente y se esteriliza en el autoclave a 15 libras de
presidon durante 15 minutos.

Para preparar el medio.

Manitol 10 grs.
Solucidn POR 5 ml. de c/u
Solucibn D 1 ml.
Extracto de levadura 100 ml.

Agar 20 grs.

Agua destilada 880 ml.

Azul de bromotimol 5 ml.

El pH debe estar comprendido entre 6.8 y 7

Para preparar suspenda el agar en 500 ml. de agua y las so
luciones deberdn autoclavearse por 10 minutos. Agregue los in-
gredientes necesarios para ajustar el pH al rango requerido.
Finalmente se esteriliza a 15 psi durante 15 minutos.
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Cuadro 3 Datos de la calibracidn de micropipetas para obtener
el niimero de gotas contenidas en un volumen de 2 cen-
timetros cidbicos y su correspondiente factor de co-
rreccidn

——— — e -

Numero de Promedio del Factor * Numero de Promedio del Factor®
Micropipeta Nomero de gotas de correccion Micropipeta Numero de gotas de correcciuvn

1 58 0.0345 26 60 0.0333
2 70 0.0286 27 68 0.0294
3 64 0.0313 28 59 0.0339
4 63 0.0317 29 66 0.0303
5 62 0.0323 30 60 0.0333
6 62 0.0323 31 59 0.0339
7 63 0.0317 32 62 0.0323
8 65 0.0308 33 58 0.0345
9 66 0.0303 34 59 0.0339
10 67 0.0299 35 60 0.0333
11 63 0.0317 36 53 0.0377
12 63 0.0317 37 69 0.0289
13 61 0.0328 38 60 0.0333
14 64 0.0313 39 61 0.0328
15 59 0.0339 40 63 0.033/
16 64 0.0313 41 57 0.0351
17 57 0.0351 42 65 0.0308
18 58 0.0345 43 57 0.0351
19 61 0.0328 b 70 0.0286
20 60 0.0333 45 65 0.0308
21 62 0.0323 46 66 0.0303
22 60 0.0333 47 62 0.0323
23 63 0.0317 48 63 0.0317
24 62 0.0323 49 64 0.0313
25 59 0.0339 50 60 0.033.

* Se obtiene de dividir el volumen (2.cc.) entre el nimero de gotas
promedio de cada micropipeta.
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Cuadro 4 Datos de variacidn de valores de pH para los diferentes
soportes, utilizando diferentes niveles de aplicacidn
de carbonato de calcio (CaCO3) como neutralizador.

Turba Purulha Suelo Capellania

Grs. de CaCOj3 pH Grs. de CacCoO pH
0.00 5.50 0.00 58.5
0.01 5.70 0.01 5.85
0.03 5.70 0.03 5.90
0.05 5.75 0.05 6.00 |
0.07 5.85 0.07 6.05
0.10 5.95 0.10 6.20
0.12 6.15 0.12 6.15
0.15 6.25 0.15 6.25
0.17 6.35 0.17 6.40
0.20 6.40 0.20 6.50
0.22 6.45 0.22 6.55
0.25 6.50 0.25 6.60
0.27 6.60 0.27 6.70
0.30 6.85 0.30 6.85
0.35 6.90 0.37 7.15
0.37 6.95
0.40 7.05
Suelo Chiantla Suelo Chinique

Grs. de CaCO0j3 pH Grs. de CaCOj3 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



Cuadro Resultado del nfimero de colonias obtenidas de las cajas de petri
en la primera lectura de fecha 16/07/87,

RE 1 x 105 1 x 106 1 x 107 1 x 108
SOPORTE i? CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE
CION 2 3 4 X 2 3 4 X 2 3 4 X 2 3 4
x % 122 103 109 - 113.00 8 4 3 6 0 3.25
PURULHA |
IT | * % 98 - 105 111 104.67 - 16 27 15 19.30 5 & 4 5 4
r ITI * 2 _3_3.25
x *
| CAPELLA 6 23 22 20 22.75 2 4 0o 2
NIA 11 5 % 118 94 114 135 115,25 22 23 20 - 21.67 8 4 9 6.25
III + 96 107 91 98 27 25 21 22 23.75
1 x % 2026 - - 23 2.25
CHIANTLA 11 # - 33 33 911 9 - 9.33 2 4
I1I * 162 184 122 156 156 9 7 8 8 3 5 8 5  5.25
I ! * * - 14 43 - 28.5 {28 ¢ 3 11.25 0 0 0 2 0.5
CHINIQUE 1 65 56 85 63 67.25 9 8 8 13 9.5 2 2 2 0 1.5
III * 71 74 57 54 64 14 1 7.25

- No se pudieron contar debido a lo confluente de las colonias
= Crecimiento irrepular de las colonias

L0 se presentaron colonias.

1y
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Cuadro 6

Resultado del

1 x 10

3.955x109

3.663x109

3.853%x10°

3.283x109

1.022x10°

4.829x109

0.9.41){109

2.219x109

2.112x109

42

conteo de rizobhios
expresado en niimero de c&lulas por cc,

1 x 107

2.440%x10°

5.887x109

9
7.394x%10

7.035x109

C
7.711x10°

7.012x109

2.844x109

2.439%x10°

3.378x10°

2.852x109

2.177x10°

de 1la

primera lectura
de dilucidn

1 x 10

<
9.588x10° |

11.80x109

9.588x109

6.300x109

19.72x109

18.93x109

7.096x109 4
.
|

6.309x10

16.56x10°

1.475){109

4.425%10°

2.949){109

]

= No se pudieron contar debido a lo confluente de

las colonias

- Crecimiento irregular de las colonias.
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Cuadro 7

. RE

SOPORTE fg?
'CION 1
1 *

|

PURULHA 11
111 *
1 7
CAPELLANIA 1ITI 1
111 2
7
CHIANTLA 11 4
111 6
7
CHINIQUE 11 1
111 2

Resultado del
en la segunda

1 x 10
CUADRANTE
2 3 4
*
*
* *
4 3 6
2 2 5
6 5 6
10 9
12 12 7
7 8 5
5 3 6
2 2 5
6 5 6

niimero de colonias obtenidas de las
lectura de fecha 05/08/87

1 x 10
CUADRANTE.
2 3 X
46 47 57 51 50.25

55 64 51 55 56.25

5.25 0 0 1 0 0.25

2,50 0 0 0 O

4.

75

0.25

0

0

0

1 x 10
CUADRANTE
2

1 1 0.75
0 0 O
0 0 0

0 0O

cajas de pertri

8
x 10
CUADRANTE
1 2 3 4 X

0 o 0 0
0 o 0 0.25
0 0 0 0

- No se pudieron contar debido a lo confluente de las colonias

o
i

Crecimiento irregular de las colonias

No se presentaron colonias.

£y
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Cuadro 8 Resultado del conteo de rizobios de la se-
gunda lectura expresado en nlimero de célu-
las por cc. de dilucidn.

50- 1 x 10° 1 x 10° 1 x 10’ 1 x 10°
POR
TE
P 9 9 9
U .510x10 .870%10 3.000x10
R
U .690x10° .950x10° 32]50x10?_
; * .600x10° 0.750x10°
A
C
A 9 9 9
;P .016x%10 .072x10 .026x10 0.000000
£ 9 9
L .028x%10 .015%10 .000000 0.000000
l L T 9
A .016x10 .022x10 .000000 0.000000
N
A
i C 9 9 9
H .025%10 .089x10 .076%10 0.000000
' I 9 9 9
| A .027x10 .059x%10 .788x%10 0.000000
A 0
} T 021x10° .089x%10° .239%10° 0.239%x10°
| x10” 239x%10"
A
c 9 9 o -
| H .016x%10 .009x%10 .000000 0.000000
! ) (
! N .008x10° .000000 .000000 0.000000
I
Q L015%10° .009%x10° 000000 0.000000 |
J _ 2900000
E

[

colonias

No se pudieron contar debido a lo confluente de las

Crecimiento irregular de las colonias



SOPORTE

PURULHA

CAPELLINA

GHIANTLA

CHINIQUE

Cuadro 9§
RE 1 x 10
PE
TI CUADRANTE
CION 1 2 3
70 58 60 76
II 79 71 70 45
ITI 74 81 65 80
I 1 0 O 4
II 2 0 0 0
IIT 0 0 1 0
0
II 0
IIT 4
0 0 1 0
II 1 0 0 0
ITT 0 0

en la cuarta lectura de fecha 26/08/87

1 x 10
CUADRANTE
3 4 X
66 7 8 14 19 12
66.25 22 16 - - 19
75 - 22 21 4 15.67
1.25 0 0 0 0
0.50 0 0 0 0
0.25 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0 0 O
3 0 1 0 0 0.25
0.25 0 0 0
0.25 0 0 0 0.25
0.25 0O 0 0 0 0

x 10
CUADRANTE
2 3 4
2 2
0 0 1
1 0 O
0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 O
0 0 0
0 0 0
0 0O 0
0 0 0
0 0 0

Resultado del niimero de colonias obtenidas de las

cajas de petro

x 10
CUADRANTE

1 2 3 4
0 1 0 0
0 0 0 0
0 0 0
0O 0 0
0O 0 0 0
0O 0 0 o
0 0 0 0
0O 0 0 o0
0O 0 0 o0
0O 0 0 o0
0 0 0 0
0 0 0 0

Gy
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Resultado del conten

Cuadro 10
las por cec.

1 x 105 1 x 106
0.210x10°  0.380x10°
0.210x10°  0.600x10°
0.240x10°  0.500%x10°
0.004x10°  0.000000
0.002x10°  0.000000
0.078x10°  0.000000

9

0.003x10 0.000000
0.000000 0.000000
0.009x109 0.074x109
0.008x10°  0.000000
0.008x10°  0.008x10°
0.008x10°  0.000000

1 x 10

0.500x10
0.170x10

0.084x10

0.000000
0.000000

0.000000

0.000000
0.000000

0.000000

0.000000
0.000000

0.000000

de rizobios en la ter
sera lectura expresado en nimero de célu-
de dilucidn.

v -a ‘—1

1 x 10

9

.740x10
.000000

.000000

. 000000
.000000

.000600

—————

————

.000000
.000000

.000000

.000000
.000000

.000000

— 4



Cuadro 11 Resultado de niimero de colonias obtenidas de las cajas de petri
en la cuarta lectura de fecha 16/09/87

RE 1 x 10° 1 x 10 © 1 x 10 / 1 x 10°
SOPORTE ;? CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE

CION 2 X 3 X 2 4 X 3 X
25 12 17 16 17.50 1 3 2 0 0 0 0.25 0 0 0 0 O

PURUHA IT 12 13 12 13 12.50 0 0 1 0.25 0 0 0 0.25 0 0 0 0
ITI 8 13 12 13 11.5 0 o0 0 o 0 0 0.25 0 0 0 0 0O

I 0 3 0.75 0 o0 0 0o o 0 0 0 o0

CAPELLINA  II 0 0 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 0
I11 0 o 0o 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0o 0O 0 0 0 0
I 0 0 o0 0O 0 0 o 0 0o o 0 0 0 o
CHIANTLA IT 0 0 0 0 0 o0 0 0 o0 0 0 0 0 o
ITI 0 0 0.500 0 0 0O 0 0 0 0 o0 0 o0 0
I 0 0 o0 0 o0 o 0 0 0 0 0 0 0 o0
CHINIQUE IT 0 0 o 0O 0 o 0 0 o 0 0 0 0 0

ITT 0 0 0 0 o 0 0 o 0 0 0

LYy
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Cuadro 12 Resultado del conteo de rizobios de 1a
cuarta lectura expresado en nfimero de
células por cc., de dilucidn

SO- 1 x 105 1 x 106 1 x 107 1 x 108
POR

TE

P 9 9 9

U 0.058x10 0.062x10 0.008x10 0.000000
R

U 0.041x109  0.008x10° 0.008x10° 0.000000
L

H 0.038x10°  0.008x10° 0.000000 0.000000
A

C

A 9

P 0.002x10 0.000000 0.000000 0.000000
E

L 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
L

A 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
N

I

A

C

H 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
I

A 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
N

T 0.015x10°  0.000000 0.000000 0.000000
L

A

C

H 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
I

N 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
I

Q 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
U

E
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Cuadro 13 Resultado del nlimero de colonias obtenidas de las cajas de petri
en la quinta lectura de fecha 06/10/87

RE 1 x 10 1 x 106 1 x 10 / 1 x 108

SOPORTE g% Cuadrante Cuadrante Cuadrante Cuadrante
CION 1 2 3 4. X 2 3 4 X 1 2 3 4 X 1 2 3 4
I 0 0 0.25 0 0 o0 0 0 O° 0 o 0 0 0 0 O
PURULHA 11 0 0 0.25 0 0 0 0.25 0 O 0 o0 0 0 0 0 O
111 0 o 0 0 0 0 0 0 o 0 o0 0 0 0 0 0O
0 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 O 0 0 0 0 O
CAPELLANTA TTI 0O 0 O 0 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 O 0 0 0 O
IT1 0 1 o 0 0.25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0
0 0 0 0 0 0O 0 O 0 0 o0 0 o 0 0 0 0 O
CHIANTLA 11 0 0 0 0 0 0O 0 O 0 0 o0 0 O 0 0 0 0 O
11T 0 0 0 0 0 0 0 O 0 0 o0 0 o 0 0O 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 O 0 0 o
CHINIQUE 1T 0 o 0 0 0 O 0 o0 0 o0 0 0 0 0 O

6%
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Cuadro 14 Resultado del conteo de rizobios de la
quinta lectura expresado en niimero de cé-
lulas por cc, de diluciédn

SOPOR 1 x 105 1 x 106 1 x 107 1 x 108
TE

P 8

U 0.008x10 0.000000 0.000000 0.000000
R

U 0.008x108 O.O77x109 0.000000 0.000000
L

H 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
A

C

A

P 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
E

L 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
L

9

A 7.600x10 0.000000 0.000000 0.000000
N

I

A

C

H 0,000000 0.000000 0.000000 0,000000
I

A 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
N

T 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
L

A

C

H 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
I

N 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
I

Q 0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
U

E



Cuadro 15 Resultado del niimero de colonias obtenidas de las cajas

de petri en la sexta lectura de fecha 26/10/87

RE 1 x 10° 1 x 10° 1 x 10 1 x 10°
PE
SOPORTE TI CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE CUADRANTE
CION 1 2 3 X X 2 4 X
0 00.25 o 0 o 0 0 0 0 0 0 o0
PURULHA 11 0 0 0.25 0 0 0 o0 0 0 0 0 0 0 0
I1I 0 0o 0 0 0 o 0 0o o0 0 0 0 0 o
0 0 0 0 0 o 0 0 0 0 0 o0
CAPELLANIA II 0 0o o0 0 00 0 0 0 0o o0 0 0 0 o0
I1I 0 0 0 o 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 o0
0 0 0 0 0 o 0 0o 0 0 0 o0
CHTANTLA  II 0o 0 0 o0 0 0 o0 0O 0 0 o0 o0 0 0 0 o0
III 0 00 0 o 0 0 0 o 0 0 0 0 0 o
I 0 0o 0 0 0 0 0 0 o0 o0 0 0 0
CHINIQUE I1 0 0 0 o0 0 0O 0 0 0 o0 0 o 0 0 0

ITT 0O o0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0

.19
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Cuadro 16 Resultado del conteo de rizobios de 1a
sexta lectura expresado en nimero de
células por c¢c. de dilucién.

. S0- ,

igR- 1 x 10° 1 x 10° 1 x 10 1 x 10° !

7.900x105 0.000000 0.000000 0.000000
7.900x105 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 .000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.00000¢0C 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000
0.000000 0.000000 0.000000 0.000000

Y
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