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VIABILIDAD DE CEPAS DE RIZOBIOS EN INOCULANTES BASADOS EN SOPORTES NO

ESTERILES
Gisella Matos Cuzcano' y Doris Zaiiiga Davila'

Resumen
Se evalud la supervivencia de las cepas PLL113 de Bradyrhizobium sp. y PLC213 de
Rhizobium sp. en dos inoculantes elaborados en base a turba y una mezcla de suelo-compost no
estériles almacenados a 4°C durante seis meses. Las poblaciones de ambas cepas disminuyeron
durante el almacenamiento en ambos tipos de inoculantes, sin embargo la turba permitié una
mejor supervivencia. Se registraron evidencias de antagonismos o competencia entre las bacterias
mesofilas totales (BMT) y mohos contaminantes. Asi mismo se observaron correlaciones
negativas entre las poblaciones de rizobios y el resto de microorganismos, lo que indica su pobre
competitividad frente a los contaminantes. La calidad microbioldgica comprendida como la
concentracion minima de rizobios por gramo de los inoculantes fue satisfactoria durante las siete
primeras semanas de almacenamiento.
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Abstract

The survival of Bradyrhizobium sp. PLL113 and Rhizobium sp. PLC213 in soil-compost and
peat based unsterile inoculants stored at 4 °C during 6 months was evaluated. The populations of
both strains decreased during storage in both type of inoculants, although better survival was
observed in peat. Evidence of antagonisms or competition between total contaminant bacteria and
moulds was registered. In addition, negative correlations were observed between rhizobial
populations and the rest of microorganisms, which indicated its poor competitiveness against
contaminants. The inoculants microbiological quality was satisfactory during the first seven weeks
of storage.
Key words: Rhizobium, compost, peat, nodules.

Introduccion

Las leguminosas tienen la capacidad de establecer
una asociacion simbiodtica con bacterias de la familia
Rhizobiaceae, cominmente conocidas como rizobios.
Estas bacterias inducen en la planta la formacion de
estructuras especializadas, denominadas nddulos, en
donde se alojan como simbiontes intracelulares y fijan
nitrégeno atmosférico que es utilizado por la planta.

Para obtener un buen rendimiento en el cultivo de
leguminosas es necesaria la utilizacion de fertilizantes
nitrogenados, los cuales elevan los costos de
produccién afectando la economia de los productores
y consumidores. Una alternativa a este problema es la
utilizacion de inoculantes bacterianos que porten
rizobios viables y seleccionados por su infectividad y
efectividad simbioticas (Hamdi, 1985).

Actualmente, los inoculantes en base a soportes
solidos son los mas ampliamente difundidos. Se
utilizan varios tipos de soportes como turba (Smith,
1992), carbon mineral (Paczkowski & Berryhill,
1979), mezclas suelo-vermicompost (Benedetti et al.,
1991), suelo-compost (Ormefio-Orrillo & Zuiiga-
Davila, 1999a), suelo-carbon vegetal (Beck et al.,
1993) y suelo-paja de arroz (Pramakik & Iswaran,

1973). En muchos casos se recurre a la esterilizacion
de estos soportes en autoclave (Ormefo-Orrillo &
Zuiiga-Davila, 1999b) o por irradiacion gamma
(Strijdom & Jansen van Rensburg, 1981). Sin
embargo esta practica eleva los costos de produccion
de los inoculantes y por otro lado la esterilizacion por
calor, puede conllevar a la liberacion o produccion de
compuestos toxicos para los rizobios.

La fabricacion del inoculante debe estar
respaldado por un estricto control que asegure la
calidad del producto, el control del inoculante se
realiza en distintas fases del proceso parra comprobar
las caracteristicas cualitativas y cuantitativas de la
poblacion rizobiana del inoculante. Segun la
legislacion brazilefia el fabricante de inoculantes debe
cumplir con los siguientes requisitos: empleo de cepas
recomendadas por organismos de investigacion y
garantia minima de que el producto contiene 10
milones de rizobios por gramo.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
viabilidad de cepas de rizobios durante un
almacenamiento prolongado en dos inoculantes no
estériles elaborados en base a turba y una mezcla de
suelo-compost.
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Materiales y métodos
Microorganismos y condiciones de cultivo

Se utilizaron las cepas PLL113 de Bradyrhizobium
sp. y PLC213 de Rhizobium sp. aisladas de nddulos de
pallar (Phaseolus lunatus L.) (Matos-Cuzcano et al.,
1998) y pertenecientes a la coleccion del Laboratorio
de Ecologia Microbiana y Biotecnologia “Marino
Tabusso” de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM). Los cultivos stock fueron
mantenidos a 4°C en tubos con agar extracto de
levadura manitol (LMA) (Beck et al., 1993) en plano
inclinado. Las cepas fueron sembradas
independientemente en 4 frascos Roux que contenian
25 mL de LMA en plano inclinado. Los cultivos se
incubaron a 28°C por tres y siete dias para la cepa de
Rhizobium y Bradyrhizobium, respectivamente. Los
indculos se obtuvieron agregando 20 mL de solucion
salina (0,85 %) estéril a los frascos y realizando una
suspension homogénea de las bacterias.
Elaboracién de los soportes

Los soportes se eclaboraron utilizando suelo
recolectado en el campus de la UNALM, compost
adquirido en el Programa de Leguminosas — UNALM
y turba donada por el Intituto Nacional de
Investigacion Agraria (INIA). El suelo y el compost
se tamizaron a través de una malla de 0,16 mm. Los
tres materiales se colocaron independientemente en
bolsas de tela y fueron pasteurizados a vapor fluente
por una hora en tres dias consecutivos incubandolos a
37 °C entre cada tratamiento para permitir el
crecimiento de la microflora sobreviviente (Alder &
Simpson, 1982). Luego del tercer tratamiento se
incubaron nuevamente a 37 °C para disminuir su
humedad. El compost y el suelo se mezclaron en la
proporciéon de 2:3 (p:p) y la mezcla resultante se
empaquetd en bolsas de polietileno (200 g/bolsa). La
turba también fue dispensada en bolsas en igual
cantidad.

Elaboracion de los inoculantes

Las bolsas con los soportes pasteurizados fueron
impregnadas en condiciones asépticas con 40 mL de
las suspensiones bacterianas, dejando como controles
una bolsa de cada soporte sin inocular. Cada
inoculante fue posteriormente separado en bolsas de
100 g cada una, obteniéndose 2 bolsas de inoculante
de cada tipo para ambas cepas. Luego de un periodo
de maduracion de 24 h (Materon & Weaver, 1985),
los inoculantes se almacenaron en refrigeracion a 4°C.

Evaluaciones

Luego de la maduraciéon y a los 47, 76, 96 y 176
dias de almacenamiento se evaluaron las poblaciones
de rizobios, bacterias mesofilas totales (BMT), mohos
y levaduras determinando el numero de unidades
formadoras de colonia (UFC) por el método de
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diluciéon decimal y recuento en placa (Speidel &
Wollum, 1980). Los medios de cultivo utilizados
fueron LMA suplementado con Rojo Congo e
incubado a 28°C, agar Plate Count incubado a 28°C y
agar Sabouraud incubado a temperatura ambiente para
rizobios, BMT, y mohos y levaduras, respectivamente.
Para el analisis, los datos se expresaron en base a peso
seco y se transformaron a log;y UFC/g.
Inoculacion en plantas

Se agregd 1 g de los inoculantes almacenados por
176 dias a plantas de pallar cultivadas en tubos de
ensayo (25 x 150 mm) con agar Sandman (CIAT,
1988) en plano inclinado. Las plantas se mantuvieron
en una camara de crecimiento con fotoperiodo de 12 h
y se regaron con solucion Sandman diluida 1:4 (v:v)
cada dos o tres dias. Al control con nitrogeno se le
agregd 103,9 mg de urea por litro de solucion
Sandman. A los 30 d se finalizO el ensayo y se
determinaron el nimero de ndédulos y peso seco de la
parte aérea.

Resultados y discusion

La poblacion inicial de rizobios presente en los
inoculantes fue de 10" a 10" UFC/g para la cepa
PLC213 y de 10° a 10'° UFC/g para la cepa PLL113.
Al evaluar la poblacion a través del tiempo se observo
un descenso paulatino de ambas cepas de ambos
inoculantes (Tabla 1, Figuras 1 y 2). La viabilidad de
las dos cepas utilizadas fue mayor en el soporte turba
en comparacion al soporte suelo-compost hasta los
176 dias. Asi también, se observd que la cepa
PLC213 sobrevivid mejor que la cepa PLL113 en el
soporte suelo-compost, mientras que lo contrario
sucedio en el soporte turba.

La pasteurizacion y secado aplicado inicialmente a
los soportes redujo la poblacion inicial de BMT hasta
10° UFC/g y a 10* UFC/g para mohos. La mayor
proporcion de microorganismos detectados en el
medio Plate Count fueron bacilos esporulados Gram
positivos lo que cabria esperarse luego del tratamiento
térmico (Alder & Simpson, 1982), mientras que en
agar Sabouraud sélo se obtuvo desarrollo de mohos
filamentosos mas no asi de levaduras. Las poblaciones
de ambos grupos microbianos aumentaron durante los
primeros 47 dias de almacenamiento en ambos
soportes. A los 76 dias se observo una tendencia hacia
el aumento de las poblaciones de BMT y a una
disminucion de los mohos presentes. Por el contrario,
a los 96 dias las BMT disminuyeron o se mantuvieron
estables mientras que las poblaciones de mohos
aumentaron.

Al final del experimento (176 dias) todas las
poblaciones disminuyeron (Fig. 3 y 4). Vistos en
conjunto, estos resultados indicarian una competencia
0 antagonismo entre ambos grupos microbianos. El
incremento inicial de ambas poblaciones se explicaria
por la abundante presencia de nutrientes en ambos
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soportes que permitirian su desarrollo. Al disminuir la
concentracion de estos nutrientes (76 dias), las
bacterias tendrian una ventaja sobre los mohos por su
mayor velocidad de crecimiento. Sin embargo al
agotarse los nutrientes iniciales (96 dias) los mohos
podrian competir mejor por su capacidad de degradar
residuos celuldsicos y sustancias organicas complejas.
El agotamiento de los nutrientes y/o la
acumulacion de catabolitos toxicos explicarian la
disminucion de ambas poblaciones a los 176 dias.
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Figura 1. Viabilidad de la cepa PLC213 de
Rhizobium sp. en inoculantes no estériles a base de
suelo-compost y turba almacenados a 4°C.

Tabla 1. Viabilidad de las cepas PLC213 de
Rhizobium sp. y PLL113 de Bradyrhizobium sp. en
inoculantes no estériles a base de suelo-compost (S-
C) y turba (T) almacenados a 4 °C.

Viabilidad (%)"

Tiempo PLC213 PLL113
(dias) S-C T S-C T
2 100 100 100 100
47 84,1 75,6 63,6 93,2
76 49,0 66,1 47,7 74,9
96 53,6 61,9 41,6 63,5
176 52,4 59,1 35,1 63,8

“ Porcentaje de sobrevivencia en base a Log;o de UFC/g

Las interacciones descritas anteriormente también
se manifestaron entre los rizobios y las poblaciones de
BMT y mohos. Sin tomar en cuenta la ultima
evaluacion en la cual todas poblaciones disminuyeron,
se obtuvieron correlaciones negativas entre las
poblaciones de rizobios, BMT y mohos (Tabla 2). El

caso extremo lo presentd la interaccion entre cepa

PLL113 de Bradyrhizobium sp. y las BMT en el
soporte suelo-compost (» = -0,93). Esta cepa fue la
que presentd la menor supervivencia en ese soporte,
en el cual también se cuantificaron las mayores
poblaciones de BMT y estas se mantuvieron elevadas
por mas tiempo. En comparacion, Ormefio-Orrillo &
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Figura 2. Viabilidad de la cepa PLL113 de
Bradyrhizobium sp. en inoculantes no estériles a base
de suelo-compost y turba almacenados a 4°C.

Zuniga-Davila (1999a) observaron una mejor
supervivencia de la cepa PLL113 en un soporte
similar pero esterilizado. Los resultados obtenidos
indican que los rizobios son pobres competidores
frente al resto de la microflora presente en los
soportes utilizados para elaborar inoculantes. Si bien
el uso de soportes estériles conlleva a mayores costos
de produccion de los inoculantes, su uso se justifica
ya que permite eliminar la competencia y/o
antagonismo de hongos y otras bacterias, y la
predacion por protozoarios (Van Schreven, 1970).

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre las
poblaciones de rizobios y de BMT y mohos en dos
inoculantes a base de suelo-compost (S-C) y turba (T).

BMT Mohos
Rizobio S-C T S-C T
PLLI113 -0,93  -0,62 -0,28 -0,52
PLC213 -0,22  -0,20 -0,37 -0,70
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A los 176 dias de almacenamiento se evaluaron la
infectividad y efectividad de los inoculantes en
plantulas de pallar. A pesar de mantener una
poblacion mayor a 10° UFC/g, la cepa PLC213 de
Rhizobium sp. no indujo la formacion de nédulos. Las
plantas tratadas con los inoculantes con la cepa
PLL113 de Bradyrhizobium sp. a base de suelo-
compost y turba produjeron un promedio de 51,3 y
130,4 nodulos/planta, respectivamente. Asi mismo, el
peso seco de estas plantas fue mayor que el de los
controles no inoculados (con y sin nitrégeno). Estos
resultados pueden explicarse por la naturaleza de los
determinantes genéticos que contienen la informacion
para el proceso simbiodtico en cada una de las cepas.
En el género Rhizobium los genes para la nodulacion
y fijacibn de nitrogeno se encuentran en sus
plasmidos,  mientras que en el  género
Bradyrhizobium, dichos genes estan integrados en su
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cromosoma (Jordan, 1984). Al ser el plasmido un
elemento genético accesorio, es probable que la cepa
de Rhizobium PLC213 lo haya perdido durante el
periodo de almacenamiento. Por el contrario, la cepa
de Bradyrhizobium PLL113 mantuvo su capacidad
infectiva y efectiva debido a la estabilidad inherente
de poseer esta informacion en el cromosoma.
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Figura 3. Variacion de las poblaciones de BMT
(lineas contiguas) y mohos (lineas punteadas) en los
inoculantes a base de suelo-compost.

Los estandares de calidad para el numero de
rizobios que debe tener un inoculante solido varian de
acuerdo a las legislaciones vigentes en cada pais entre
10" y 10° UFC/g (Boonkerd, 1991; Rodriguez-
Navarro et al, 1991; Thompson, 1996). Los
inoculantes analizados en este estudio se adecuaron a
estos estandares durante los primeros 47 dias de
almacenamiento. Esto representa un periodo de vida
util corto en comparacion con otros tipos de
materiales como la turba (Somasegaran, 1985) o el
carbon mineral (Paczkowski & Berryhill, 1979). Fue
interesante observar que la turba utilizada no resultd
ser un buen soporte teniendo en cuenta que se han
reportado periodos de vida util de hasta 6 meses para
inoculantes basados en este material. Sin embargo,
turbas de mala calidad pueden acortar bastante este
periodo util (Pramakik & Iswaran, 1973; Sparrow &
Ham, 1983).
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Figura 4. Variaciéon en las poblaciones de BMT
(lineas continuas) y mohos (lineas punteadas) en los
inoculantes a base de turba.

Conclusiones

1. La turba permitié una mejor supervivencia de los
rhizobios en comparacion a la mezcla suelo-compost.
2. En relacion a estandares internacionales, la
calidad microbioldgica (segun la legislacion brasilefia
la concentracion minima de rizobios debe ser 100
millones por gramo ) de los inoculantes fue
satisfactoria durante las primeras 7 semanas de
almacenamiento.

3. Se recomienda la utilizacion de soporte estériles
pues los contaminantes pueden inhibir la poblacion
rhizobiana presente en el inoculante.
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