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Summary

Survival rares of Rhizobium trifelii {CIAT 062} and R leguminosarum (D0 1-2)
i mixtures of coal aned cotton husks, rice and sesame husks, and rice and cotron hsks
with soil were examined. Viable cell counts were performed by the merhod of plant
infection using peat inocudant as control. Storage remperature was held at 19°C

Non-sterile coal from the Yerbabuena mine [ Zipagquivd, Cuondinamarea ), like peat,
was shown  to be an adequate medivm for growth and survival of one strain of
R trifolii end of R leguminosarum wp 1o 145 davs showing a viable cell count of
more than 10% cellsfe Non-sterile corton  Inisks produced a significatively highe
survival rare  for Rootrilolid than did peat, while with R leguminosarum the starvival
vate was siniila) to that of peat, more than 10° collsfg for up to 145 davs

Sterile cotron husks inhibited the growth of the R trifolii strain. Mictures of
10 qnd 200 soil with cotton fuesks did nor shne petter survival resweles for R Qrifoli
than those obained in Ineshs alone, althongh vhizobial populations were niore than
10% cellsfy for up o 100 davs

Rice husks cannot be used as a growih medivm withowt previous sterilization
Boil sterile and non-sterile sesame Tusks failed to support the R trifolii srraim,

Introduccion

no de los problemas para la elaboracion de ino-
culantes es la escasa disponibitidad de materis-
tos aplos para ser usados como soportes pars i
zobios [l material mds recomendado como soporte
ha sido {a turba

En Colombia son pocas las turberas existentes y no
todas ellas nos brindan turbas de buena calidad; por
esta razon se hace necesario buscar otros materiales
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que puedan servir como soportes para inoculantes,
con muyor razon si se considers que Colombia es un
pafs netamente agricolz que dispone de subproductos
de zbundante produccidn y poco use, como fas cas-
carillas vegetales, pulpas, etc Los pocos trabajos reali-
zidos en Colombia, en este campo, incluyen turbas de
Narifio ¥y Antioquiz con buenos resultados como so-
portes. As{ mismo, carbones minerales procedentes de
fas minas de Fragua, La Merced ¥ La Bohemia, cerca-
nas a Cali (6) El bagazo de cafa, subpraducto de la
industria  azucarers, fue ensayado por Munévar vy
Graham (7) vy no demostrd buenos resuitados como
soporte

Aunque en el pass no s¢ producen actualmente
los inoculantes en escala comercial, su necesidad para
cultivos de feguminosas {orrajeras en regiones de muy
baja fertifidad, tales como los Llanos Orientales, ha
sido yu estubiecida por Sitvester-Bradley (10)

En otras regiones de fertilidad moderada se ensa-

yan los inoculzntes como una aliernativa para susti-
tuir parcinimente la fertilizacion nitrogenada (1),
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En este trabajo se evalud la sobrevivencia de dos
cepas de rizobio en inoculantes con base de turba,
que se tomard como patrdn de comparacion con car-
boen mineral v tres cascarillas vegetnles de arroz, de
algodén y de ajonjoli. También se evaluaron mezclas
de cascariilas de arroz y de algodon con suelo

Materiales y métodos

La turba empleads como patrdn en este irabajo
fue suministrada por el Centro Internacional de Agri-
cultura Tropical {CIAT) cemo soporte ya condiciena-
do para los inoculantes que alli se preparan en escala
de laboratorio Proviene de iz Estacion del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) en La Selva (Rio-
negro, Antioquia). Otros materizles utilizados y sus
caracteristicas se preseritan en el Cuadro 1.

Carbon mineral.  Proveniente de la mina Yerba-
buena, manto 2, ubicada en Zipaguird, km 16 via
a Pacho, vereda Pdramo Guerrero (Cundinamarca)

£l porcentaje de retencion de agua fue inferior
a los observados en los otros materiales. Su pil de
6.2 es ventajoso sobre el de otros soportes y sdlo
requirio de 0.5% de carbenato de calcio para ilevarlo
6 8. El porcentaje de carbono orgdnico con un valor
d+ 87.32 es el mds alto encontrado entre tedos los
moceriales ensayados v muy similar al de turbas (3).
Fl porcentaje de nitrogeno es optimo y similar al
presentado por las turbas (3). Las cenizas son mds
bajas que las presentadas por las turbas y los resulta.
dos de las determinaciones hechas en ellas revelan que
no hay concentraciones de elementos en valores que
representen toxicidad para el rizobio Todas las carac-
teristicas demostradas hacen de este un material apto
para ser usado come portador.

Cuadro 1.

Cascaritla de ajonjoli. Este material presenta pro-
blemas en su molienda debido al residuo graso gue
hace que se empaste en el molino y dificuite a incor-
poracion del cultivo liquido. Ademuis, presenta una
acidez que no es ficil de adecuar, pues adiciones de
15% de carbonato de calcio, sélo lograron subirlo
5.8

Cascarilla de algoddn. Este material es muy duro
y viene mezclado con restos de fibra de algedon lo
que dificulta i molienda pero se retira fdcilmente
por tamizado, luego de haberla pasado por el molino
El pH, 1a retencidn de agua, el porcentaje de carbono
orgdnico y la composicién de las cenizas son valores
concordantes con los exigidos para los soportes (4,
5, 7, 8) Sin embargo, 0.81% de nitrégeno es un
valor mds baio de los sefialados para turbas, aunque
no fue factor limitante para la supervivencia del ri-
zabio

Cascarifla de arroz. Su moliends y tamizado son
faciles: el pH dcido puede elevarse [dcilmente por la
adicion de 10% de carbonato de calcio. El percen-
taje de carbono orgdnico junto con el porcentaje de
Nitrogeno fucron los valores mds bajos encontrados
entre los materiales ensayadaos, pero no fueron limi-
tantes de [a supervivencia de los rizobios.

El carbdn mineral se ensayé sin previa esteriliza-
cion; las cascarillas de urroz y ajonjoli se esteriliza-
ron en autoclave a 121°C durante dos horas por tres
veces, con intervalos de 24 horas. En el caso de la
cascarilla de algoddn se ensayaron dos lotes: uno este-
rilizado como se menciond v otro sin esterilizar

La cascarilla de algodon se ensayd también mezcla-
da con 10y 20% de suelo. Se prepard, ademads, un ino-

Curacteristicas guimicas y fisicas de {os materiales ensayados como soportes para inoculantes bacterianos,

Material de soporte  Retencion Humedad Nitedgeno Carbono  Ceniza Na K Fe Al Ca
H,0 pH - orginico  cruda S v % % %
A o T % % en cenizas

Carbdn mineral

(Malla 200) 7340 620 2590 1.10 8730 590 203 0.02 0 .04 003 0.05
Cascarilla de

ajonjoli

(Malla 100) 22920 500 14 16 t 80 7040 15 80 G o5 0.06 ND N.D. 0.04
Cuscarilia de

aigrodon

(Maliz 60) 21580 630 15 80 080 62 80 5.50 G o4 0.1} ND ND .01
Casearrills de

arroz {Malla 100} I84 66 580 8 50 G 60 3150 1860 - 0.80 N.D NB 4.70
Turba (Malla 100} 117.80 738 - - - - E - - - -

Promedio de 2 repeticiones
N B No demostrable
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culante esteril a base de cascarilia de arroz y 20% de
suelo,

El suelo utifizado pars la elaboracion de estas mez-
clas pertenece a lo seric Gachancipd vy se clasifico
como Typic Hapludalf (1) con las siguientes caracte-
risticas:

Textura {Bouyoucos) Franco; pH {pasia naturada)
5 9; Carbono orgdnico (Walkley y Black) 4 90% ; Ma-
teria orginica 8.5%:  Nitrogeno total (Kjeldahl)
05%; Relacidn C/N 104; Capacidad cationica de
cambio {Peech) (meg/100 g} 23 6. Este suelo presento
un buen recuento rizobial (107 rizobiosfg) (1)

Se trabajo con dos cepas; una de Rhizobium tri-
folii (CIAT 062) y otra de Rhizobium leguminosa-
rum (DQ 1-2) previamente seieccionadas como efec-
tivas Ambas fueron propagadas en medio de culiivo
liquido BYMA, en un sgitador de vaivén a 100 oscila-
ciones por minuto y mantenidas a 28°C durante el
tiempo necesario para obtener una poblacion de 168
~10° células viables por mm

Elaboracion del inoculante En todos los casos fue
necesario adicionar carbonato de calcio para ajustar el
pH a valores cercanos a la neutralidad (6, 6, ~70) a
excepcién de la turba que ya viene acondicionada.

Una vez adecusdo el plt de los soportes y teniendo
listo el cultivo rizobial, éste se mezcld con cada uno
en una proporcion de 05 ml/g para obtener asi una
humedad fina] del 50%

La turba, las cascarillas de arroz y algodon, las
mezclas de cascarilla de algodon con 10 v 20% de
suelo ¥ la cascarilla de arroz con 20% de suelo, no
presentaron dificuliad en la impregnacidén con el cal-
do rizobial. El carbon mineral, por el contrario, mos-
trd dificuitad en humedecerse y se debid agitar conti-
nyamente por un pericdo largo de tiempo hasta lo-
grar la homogenizacion del inoculante. La cascarilla
de ajenjeli, debido & su contenido grase, fue también
dificil de impregnar y formé grumos dificiles de rom-
per

Preparado el inocculante, los recipientes fueron
cubiertos con una membrana de PV A para evitar pér-
dida excesiva de humedad y contaminacion, pero per-
mitiendo buena aireacion (9) Los recipientes fucron
luego incubados a 28°C por un tiempo de 72 horas,
para lograr Ia propagacion de la poblacidn bacieriana
en el soporte,

Durante la incubacion (maduracion} se observd
desarrolle de hongos sobre la superficie de los inocu-
lantes con cascarilla de arroz y ajonjoli sin esterilizar,
por lo que se desecharon. Los materiales esterilizados

si fueron adecuados para el ensayo. La cascarilla de
ajonjoli esterilizada no permitid el crecimiento rizo-
bial

Al final del periodo de maduracion se realizod el
primer conteo de poblacion rizobial en cada noculan-
te (t=0)

Empaque. Después del periodo de maduracion, los
inoculantes se empacaren en dos bolsas, cada una con
20 g Las bolsas utilizadas son de polietileno de
(1.046 mm de espesor

Los inoculantes hechos a base de soportes estériles
se conservaron en Lrlenmeyers, con tapones de algo-
dén Todos los inoculantes se almacenaron a tempera-
tura ambiente de 19°C

Control de sobrevivencia. Se ensayo fa schreviven-
cia de la cepa de R fifolii (tubo cerrado con agar)
en carbon mineral, cascarilla de algodén sin esterili-
zacion, cascarilla de ajonjoli y de arroz esterilizadas,
mezcla de cascarilla de algodon con 10% y 20% de
suefo y cascarilla de arroz esterilizada con 20% de sue-
lo Se ensayo también la sobrevivencia de R. fegumi-
nosarumt (jarras de Leonard), en carbdn mineral y en
cascarilla de algodon. La sob.evivencia de las dos ce-
pas se estimd por el método de infeccidn en plantas
(2) y fue comparada con la encontrada en la turba su-
ministrada por el CIAT gue se usé como testigo.

Resultados v discusién

Inoculantes con R. trifolii con base en turba, car-
boén mineral y cascarilla de algodén como soporte
Sobre la sobrevivencia de R rrifolii (Cuadro 2), en los
soportes sin mezclas, se observd que los tres permi-
tieron una poblacion rizobial por encima de los limi-
tes exigidos en otros paises 3, 5, 9) puara inoculantes
comerciakes, adn hasta los 145 dias. Sin embargo, la
turba presento a O dias poblaciones significativamente
mds bajas {a = 0.05) que la cascarilla de zlgodon y en
el carbon minerat. A 60 diss hubo diferencia signifi-
cativa (o = 001) entre Ia poblacidén hallada en la
cascarilla de algoddn que fue superior a la halladaen la
turba y no hubo diferencia significativa entre Ia po-
biacidn encontrada en fa turba y en 2l carbon mineral.
Entre la poblacion rizobial de la cascarilla de algodén
y el carbén mineral no se encontraron diferencias sig-
nificativas. A 20, 86, 100 y 145 dias no hubo diferen-
cias significativas entre las poblaciones rizobial encon-
tradas en los inocutantes con base en turba, cascarilla
de algodén v carbon minerai

En conclusion, para las dos cepas ensayadas, el
carbon mineral es tan buen soporte como la turba;
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W cascarills de algodén es mejor que la turba, como
se puede observar en las determinaciones a 0 y 60
dias

El ensayo de adherencia de tos inoculantes 4 ia se-
mifla de trebo! blanco mostro que ¢f carbon mineral
s¢ adhiere mejor a éstas que fa turba y i cascarilla
de algodon, siendo esta @itima [a de menor adheren-
cia, lo que puede deberse a su mayor tamafio de parti-
cula {malla 60).

Inoculantes con R, riifulii con base en cascarilla de
algodon con 10 v 20% de suelo En las mezclas de
cascariila de algodon con 10 y 209 de suclo {(Cuadro
3), se¢ observa que no hube diferencias significativas
debidas a los soportes, aunque en el inoculante con
10% de sueto la poblacion rizebial descendio signifi-
cativamente hasta los 534 dias Luego se muntuve sin
varizeion significativa hasta los 100 dius. En el sopor-
te con 20% de suelo, fa poblacion rizobiul disminuyd
significativamente (&= 0 035) hasta los 54 dias y luego
se mantuvo sin variacion significativa hasta los 100
dias. En conclusidn. la adicién de suelo a la cascari
lla de algodén ne produjo una mayor sobrevivencia

en estos inoculantes y no obstante que Ia poblacion
disminuyd a partir de los O dias, siempre fue superior
al requerimiento minimo (10% células viables/g de
incculante).

{4 mezcla de cascarilla de algodon mds suelo faci-
lita Ia adherencia del inoculante 2 1a semilla, en forma
similar en ambas preparaciones.

Inoculantes con base en cascarilla de arroz esteril
como soporte. kin el Cuadro 4 se observan los valores
de las poblaciones rizobiales obtenidas en cascarilla de
arroz sola vy en mezela con 20% de suelg; ambas pre-
paraciones fueron esterilizadas

La cascarills sola mantiene una poblacion alta y
constante hasta los 132 dias, pero la mezcla con
20% de suelo produce un aumento notable y constan-
te hastu los 100 dias Lstos resultados califican el ma-
lerial como un buen portador a pesar de que requiere
de esterilizacion, lo que necesariamente encareceria
los costos de produccién Estos inoculantes también
presentan una buenaz adherencia a la semilla que pue-
de compararse con la de fa turba.

Cupdro 2. Sobrevivencia de Rinizobium o ifolii (Cepa CIAT 62) en turba, eascarifla de algoddn y carbdon mineral.

Log. del niimero de Rhizobios/g de inoculante®

Tiempo (dias) 0 20 60 B6 100 145
Soporte wrba 771 a 87a 695 795 736a 736
Cuscarilla de alpodan 911b 878 ab 902 p** 793 ab 8.25 ab 8.25 b
Carbon mineral 9.36 be 9 13uac 8.25 be 803 ac 7.93 ac T ac

Limites de conflanza al $5% 0 67
* Vator pramedio de dos detemminaciones,

Promedio con la misma letra no diticren significativamente (o = 0.05).

xx  Dilerencia altamente sigailicativa (o =0 01)

Cuadro 3. Sobrevivencia de Rhizotitun rifolit (Cepa CIAT 62) en cascarifla de algodon mas 10 y 20% de suelo.

Log. del niimero de Rizobiog/p de inoculante®

Tiempo (Dias) 0 201 54 80 100
Soporte

Cascarilla de nlgeddn mds 10%de

suclo 9i36d 94024 812a 812z 802 abe
Cascarilla de alpodon mas 20%

de sucio 922d 862 acd 8254 848z 848 ab

Limites de conlinnza al 95% = 0 67.
¥ Valor promedio de dos determinactones

Promedios con o misma [etra o dificren significativamente (o = 0 05)
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Inoculantes de R leguminosaruit con base en tur-
ba, carbén mineral y cascarilla de algodén como
soportes. Los resultados de control de sobrevivencia
se presenian en ef Cuadro 5 No se encontraron dife-
rencias significativas entre las poblaciones rizobiules
debidas a los soportes, ni debidas al tiempo  Las po-
blaciones bacteriales halladas en fa turba son pricti-
camenie constantes, lo que demuestra su bondad
como material de soporte.

En el inoculante a base de carbdn minceral, la po-
blacion descendid progresivamente, a partir del
conteo a los O dins v en el inoculante a base de cas-
carilla de algodon, la poblacion rizobial se incremen-
16 Hperamente hasta los 76 dias y luego descendio
hasta fos 145 dizs aungue no significativamente

En todos los seportes [z poblacion encontrada a
los 145 dias fue superior a los iimites exigidos en
olros paises para ineculantes comerciales (3, 5.

La adhesividad a la semilla de arveja de los inocu-
lantes para la cepa de R leguminosarnon fue similar
a la presentada en los inoculantes para la cepa
CIAT-62, siendo mejor la adherencia en ¢l carbén mi-
neral, luego en la turba v finalmente en la cascarilia
de algodon.

Resumen
Se ensayd la sobrevivencia de dos cepas de rizobio

Rhjzobium trifolii (CIAT-Q62) y R, leguminoserum
(DQ 1-2} en carbén mineral v cascarillas de algodon,

Cuadro 4. Sobrevivencia de Rhbizobin rrifolii (Copa CIAT 62) en inoculantes a base de casearilla de arroz,

Log. del numero de Rhizobios/g de iroculenge®

Tiempo (D1as) 20 42 56 80 103 132
Soporte
Casearilla do arroz esteril 723 723 749 777 802 742

Limites de conlianza al 95% & 0 38
* Valores promedio de fas determinucioncs

Log. del ndmero de Rhizobias/g de incculante®

Tiempo (D1as) 0 20 54 80 100
Saporte

Cagcarilla de arroz mis 206%

suelo (esterifizada) 936 936 G306 934 936

Limites de confianza al 95% & 0 67,
* Vatares promedio de s determinaciones

Cuadro 5. Sobrevivencia de Riizobium leguminosarunt (Cepu D Q 1-2), en turba, casearilla de algodon ¥ carbdn mineral.

Log. nitmero de Rizobios/g de inoculante®

Tiempo (Dias) 76 145

Sopaorte turba 692 7324 72 a
Cuseariily de algodon 825 840u T4da
Carbdn mineral 758% 6 78a 657a

Limites de contianza a1 95% 2 0 67
* Valores promedio de dos determinaciones

Promedios con {x misma letrs no difieren sipnificativamente {& = 0 05).
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arroz y ajonjoli, ademds de mezclas de cascarillas de
algodoén y de arroz con suelo La supervivencia de
tas dos cepas se estimd por el método de infeccion en
planias y fue comparada con un testigo preparado
con turba Los inoculantes fucron almacenados a
19°C.

El carbon mineral, proveniente de la mina Yerba-
buena de Zipaquird (Cundinzmarca), demostro ser
un soporte adecuado que permite [a sobrevivencia de
R trifoflii (Cepa CIAT 62}y R legriminosarun (Cepa-
DQ 1-2y en forma similar a la turba, hasta fos 145
dias y superior a 10% rizobios/g de inoculante La
cascarilla de alpodon, sin esterilizacion, permitio una
sobrevivencia de R trifolii significativamente superior
a2 la permitida por la turba Con R leguminosariim el
comportamiento es similar al de la turba y permite la
sobrevivencia de una poblacion mayor de 10% rizo-
bios/g hasta tos 145 dias. La cascarilla de algodon este-
rifizade no permitio el crecimiento de Ja cepa CIAT
62 de R mifolii

Las mezclas con 10 y 20% de suelo no produjeron
una mayor sobrevivencia de R frifolii cepa CIAT 62,
gtie en la cascarilla sola, aunque mantuvieron pobla-
ciones rizobjales superiores a 10° rizobios/g hasta los
145 dias. La cascarilla de algodén esterilizada no per-
mitid el crecimiento de la cepa CIAT 62 de R trifolii

Las mezclas con 10y 20% de suelo no produjeron
una mayor sobrevivencia de K. trifolii cepa CIAT 67,
que en la cascarilla sola, aunque mantuvieron pobla-
ciones rizobiales superiores a 10% rizobios/g hasta lfos
100 dias La cascarilla de arroz sélo puede ser usada
como soporte previa esterilizacion. La cascarilla de
gjonjoli con y sin esterilizacion no permitio la sobre-
vivencia de la cepa CIAT-62 de R. #rifolii

Las mezclas con 10y 20% de suelo no produjeron
una mayer sobrevivencia de K. #ifolii cepa CIAT 62,
que en la cascarilla sola, aungue mantuvieren pobla-
ciones rizobiales superiores a 10° rizobios/g hasta los
145 dias La cascarilla de algodon esterilizada no per-
mitio el crecimiento de 1z cepa CIAT 62 de R (rifolii

Las mezcias con 10y 20% de suelo no produjeron
una rmayor sobrevivencia de R rrifolii cepa CIAT 62,
que en la cascarilla sola, aunque mantuvieron pobla-
ciones rizobiales superiores a 10° rizobios/g hasta los
100 dias La cascarilla de arroz sdlo puede ser usada
como soporte previa esterilizacion La cascarilla de
ajonjoli con y sin esterilizacidon no permitio la sobre-
vivencia de la cepa CIAT 62 de R rifolii
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