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RESUMEN: El objetivo del presente estudio fue evaluar la estabilidad en el tiempo de la cepa Bradyrhizobium elkanii
ICA 8001, en inoculantes de Azofert®-S producidos en diferentes momentos del afio. Se produjeron inoculantes en las
cuatro estaciones del afio y se almacenaron a temperatura ambiente. Se determind la pureza y la concentracion de la cepa
bacteriana cada 30 dias, durante 180 dias. Los inoculantes producidos en otofio e invierno mantuvieron una concentracion
de la cepa B. elkanii ICA 8001 de 10® UFC por mililitro de inoculante durante 120 dias, la cual resulta 6ptima para su uso
en campo. Conocer el tiempo de caducidad del Azofert®-S permite contar con una estrategia de produccion del inoculante
durante todo el afio, para la biofertilizacion del cultivo de la soya.
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ABSTRACT: The objective was to evaluate the concentration of strain Bradyrhizobium elkanii ICA 8001 strain in
Azofert®-S inoculants produced at different year seasons. Inoculants were produced in the four seasons of the year and
stored at room temperature. Purity and bacterial strain concentration were determined every 30 days for 180 days.
Inoculants produced in fall and winter maintained a strains concentration 108 CFU mL! for 120 days, which is optimal for
field use. Knowing the effectiveness time of Azofert®-S would establish an inoculant production strategy that ensures the
biofertilization of soybean.
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el cual se emplea como parte del manejo integrado de la
soya (7).

En la elaboracion de un biofertilizante, el control de
calidad es fundamental para el 6ptimo desempefio del
producto. La pureza del cultivo microbiano y la
concentracién celular por encima de 1 x 1028 UFC mL"'
(Unidades Formadoras de Colonia por mililitro del
inoculante), son los indicadores principales que determinan
su calidad en la produccion (8), pero es necesario
establecer el tiempo de vida util del inoculante en las

INTRODUCCION

La soya (Glycine max (L.) Merrill) es una leguminosa que
establece una asociacién mutualista con bacterias del
grupo de los rizobios, lo cual le permite asimilar parte
importante del nitrégeno que necesita para satisfacer sus
necesidades nutricionales (1,2). Este cultivo cuenta con un
notable valor econdmico, pues constituye un alimento
altamente proteico para la dieta animal y humana (3,4).

Dado el aporte que realizan los rizobios en la nutricion
nitrogenada de la soya, este cultivo se biofertiliza en gran
parte del mundo (5), por lo que diversos biofertilizantes se
comercializan con este fin (5,6). Un ejemplo de ello lo
constituye Azofert®-S, biofertilizante a base de la cepa
Bradyrhizobium elkanii ICA 8001 y factores de nodulacion,
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condiciones de almacenamiento, lo que es vital para
mantener la calidad del producto y su permanencia en el
mercado. El objetivo del presente estudio fue evaluar la
viabilidad en el tiempo de la cepa B. elkanii ICA 8001 en el
biofertilizante Azofert®-S, cuando se produce en diferentes
momentos del afio y se mantiene a temperatura ambiente.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé la cepa B. elkanii ICA 8001, procedente del
cepario del Laboratorio de Microbiologia del Departamento
de Fisiologia y Bioquimica Vegetal del INCA, a partir de la
cual se prepararon inoculantes en cuatro momentos: verano
(agosto-febrero), otofio (octubre-abril), invierno (diciembre-
junio) y primavera (mayo-octubre), entre los afios 2014-2016.

Una asada de colonias puras de la cepa, conservada
a 4 °C en medio Levadura-manitol (LM) (9), se inocul6
en Erlenmeyers de 50 mL de capacidad, que contenian
10 mL del medio de cultivo Bradyfact (7) estéril. Los frascos
se mantuvieron en condiciones de agitacion a 130 rpm
y 28 °C, durante 72 horas. Posteriormente, se escald la
multiplicaciéon de la bacteria a medio fresco, a razén de
1:10 (v/v), eniguales condiciones de agitacion y temperatura,
hasta obtener 1000 mL del inoculante. En todos los casos
se emplearon frascos cuyo volumen de indculo representara
la quinta parte del volumen total de estos, para garantizar
un ambiente aerobio. Los indculos que se obtuvieron se
envasaron en cinco frascos estériles de 240 mL y se
conservaron a temperatura ambiente.

En el momento de la elaboracién de los inoculantes y cada
30 dias, durante 180 dias de conservacion, se eligieron tres
frascos al azar y se les determind la pureza de los cultivos
mediante la Tincién de Gram. Para ello, se tuvo en cuenta
las caracteristicas morfologicas de las células bacterianas,
la respuesta a la tincion, la presencia de endosporas y la
presencia de microorganismos contaminantes (10). Ademas,
se determind la concentracion celular, para lo cual se tomo
1 mL de inoculante y se realizaron diluciones decimales
seriadas, de las cuales se sembraron 100 pL en placas
con medio LM sdlido y se incubaron a 30 °C durante siete
dias. Se determiné entonces el nimero de UFC mL", segun
la expresion:

UFCmL™! = No. colx10 ' xd

donde:
No. Col: nimero de colonias
d: factor de dilucion

Analisis estadistico

Los frascos se conservaron segun disefio experimental
completamente aleatorizado.

Los datos de concentracion celular se procesaron por un
analisis de varianza de clasificacion simple. La prueba de
comparacion de medias de Tukey para p<0,05 se utilizd
para discriminar diferencias entre tratamientos, los que
correspondieron a las diferentes épocas de produccién de
los inoculantes (11). Los datos se procesaron en el programa
Statgraphics Plus version 5.1, 2001 y se graficaron en el
programa Microsoft Excel, 2016.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las evaluaciones de pureza mostraron, en todos los casos,
solo bacilos Gram negativos, sin endosporas, caracteristicas
tipicas de la cepa ICA 8001 (7).

La viabilidad de la cepa en el inoculante Azofert®-S,
durante el almacenamiento en las diferentes épocas, se
muestra en la Figura 1. Se puede apreciar que la cepa se
mantuvo en concentraciones de 1 x 108 UFC mL' durante los
primeros 30 dias de almacenamiento, en todas las épocas
que se produjo. Concentraciones iguales o superiores a 1 x
108 UFC mL" resultan adecuadas para emplear un inoculante
a base de rizobios (12). La temperatura de almacenamiento
durante este periodo se comporté entre los 25-32 °C, segun
las diferentes épocas.

Los inoculantes que se produjeron en las épocas de otofio
e invierno presentaron una concentracion de 108 UFC mL™'
hasta los 120 dias de conservacion, mientras que aquellos
producidos en primavera sélo mostraron esos valores de
concentracion hasta los 60 dias y los que fueron elaborados
en verano no mantuvieron ese nivel de bacterias viables mas
alla de los 30 dias.

A los 120 dias, los inoculantes que se produjeron en la
época de invierno presentaron una mayor concentracion
bacteriana que aquellos que se prepararon en otofio y ambos
superaron los resultados de viabilidad de aquellos que se
elaboraron en primavera y verano. Si tenemos en cuenta el
comportamiento de la temperatura, coincide que los indculos
que se elaboraron en invierno se sometieron a los valores
mas bajos durante los primeros 60 dias de conservacion
(28,7-25-25,6 °C) y en este mismo rango de tiempo, le
siguen los valores de temperatura a las que fueron expuestas
las muestras de la época de otofio (30,5-29,8-28,7 °C).
Respuestas similares, en la conservacion de inoculantes
bacterianos en ambientes con valores de temperatura
inferiores a 30 °C, evidencian que es posible mantener la
concentracion bacteriana sin variaciones significativas (13).

Sin embargo, los inoculantes que se produjeron durante
la primavera en los dos primeros meses de conservacion
se sometieron a temperatura de 31,4 °C, valores que se
incrementaron en los préximos tres meses, lo que sin dudas
influyé en la disminucion de la viabilidad bacteriana. Los
indculos que se elaboraron en verano se expusieron a 32,6 y
31,9 °C, las mayores en el momento de elaboracién de todas
las muestras que se analizaron en el trabajo. Se conoce el
efecto negativo de la temperatura en la conservacion de los
inoculantes (13).

A pesar de la influencia negativa de la temperatura en
la conservacion de la cepa en estudio, especialmente en
el momento de la elaboracién de los productos, se pudo
apreciar también que el tiempo durante el almacenamiento
ejerce un efecto desfavorable en la viabilidad de esta
bacteria. De manera similar, otros autores informan que
el tiempo de conservacion también constituye un factor
importante a tener en cuenta en la supervivencia de especies
como Sinorhizobium meliloti (14), Rhodotorula mucilaginosa
(15) y Pseudomonas fluorescens (16).

CONCLUSIONES

La estabilidad en el tiempo de la cepa B. elkanii ICA
8001, presente en inoculantes de Azofert®-S, depende de
la época del afio en que se elaboren, lo cual esta dado por
su sensibilidad a la exposicion a temperaturas superiores a
31 °C.
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El analisis estadistico se realiz6 en cada momento de evaluacion.

En las barras, medias con letras iguales no difieren estadisticamente (Tukeyp<0,05, n=3) Las lineas representan el comportamiento de la

temperatura en los diferentes periodos

Figura 1. Viabilidad de la cepa B. elkanii ICA 8001 en el biofertilizante Azofert®-S, producido y almacenado durante 180 dias, a

temperatura ambiente.

RECOMENDACIONES

* Se recomienda producir estos inoculantes para soya
en las épocas de otofio e invierno y si es necesario
conservarlos a temperatura ambiente, que no sea por mas
de 120 dias. Si se producen en primavera o verano, deben
utilizarse en los primeros 60 y 30 dias, respectivamente.

+ Se sugiere evaluar el efecto de compuestos preservantes
en el inoculante, para extender el periodo de caducidad
del producto.
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