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RESUMEN
En el presente trabajo se estudia la cinética de sobrevivencia del Rhizobium meliloti B-36  

sobre semilla de alfalfa preinoculada. La velocidad de muerte del Rhizobium es similar 
independientemente de la cobertura ensayada (carbonato, perlita y caolín) usando goma arábiga 
o etilmetilcelulosa como adhesivo. El número de bacterias sobre la semilla preinoculada 
disminuye durante el ensayo pero la concentración remanente es del orden de 104 células viables/ 
semilla a las 12 semanas.

Del análisis de estos ensayos surge la posibilidad de emplear a nivel industrial caolín, perlita 
y carbonato como coberturas y etilmetilcelulosa como adhesivo.
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KINETIC OF Rhizobium meliloti B-36 SURVIVAL ON PREINOCULATED ALFALFA 
SEED WITH DIFFERENT COAT SEEDS

SUMMARY

In this paper the kinetic o f  Rhizobium meliloti B-36 survival on preinoculated alfalfa seed is 
studied. The death rate o f  Rhizobia is similar with different coat seeds (lime, perlite and caolin) 
using arabig gum and ethilmetilcelulose.

In the preinoculated seed during 12 weeks a reduction o f  bacteria occurs but the concentrat ion 
o f  remanent viable microorganisms ensured a cell concentration o f  104 viable cells/seed.

From this series o f  experiment is concluded the industrial posibility o f  employing caolin, 
perlite and lime as coats and ethilmetilcelulose as adhesive.
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INTRODUCCION

El núm ero de m icroorgan ism os por sem illa  es  
según (D a te , 1970) uno de los factores m ás im por
tantes que in fluye positivam ente en la inoculación  
d e legu m inosas. Por lo tanto, e s  im portante d isp o
ner de inoculantes con  una elevada concentración

de m icroorgan ism os por gram o de producto. H oy  
día, ex is te  una tendencia , sobre tod o  en sem illa s  
pequeñas, de preinocular las m ism as, a  lo s  e fec to s  
de obtener co n d ic io n es que actúen m oderando o  
m inim izando a lgunos e fec to s  adversos del su e lo  y  
adem ás facilitando la  tarea del agricultor (C raw ford  
et al. 1982; Punenborg et al. 1990; H oben et 
al. 1991 y  Catroux. 1991).
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En nuestros laboratorios co m o  co n cecu en cia  
de estu d ios p recedentes se han logrado inoculantes  
co n  una con cen tración  del orden de 2 -5 .1 0 1 0  
cé lu las v ia b les/gram o (R onchi et al. 1991). Esto  
n o s ha perm itido llegar a obtener productos de  
gran e fic ien c ia  sim biótica .

Si con sid eram os los factores que pueden in
fluir en la longevidad del Rhizobium sobre la sem illa  
preinoculada debem os incluir: temperatura y  hum e
dad de alm acenam iento, tipo de adhesivo y  cobertu
ra, tipo de inoculante, m icroorganism o. (Bonish et 
al. 1983; Brockw ell et al. 1962; Brockw ell et a l 
1970; E legba e t  al. 1984;G ault, 1981; Kremer e t  al. 
1982; Kremer et al. 1983; Norris, 1971). U ltim a
m ente se ha determ inado también que otro factor a 
tener presente es la edad fisio lóg ica  del inoculante 
(M ateron et al. 1984). T eniendo en cuenta los  
factores antes indicados y  tom ando com o base estu
d ios realizados anteriormente (A lcaraz et al. 1994), 
se  programó el presente trabajo, donde se estudia la 
optim ización de la preinoculación de sem illas de 
alfalfa considerando el uso de caolín, carbonato y  
per lita com o cobertura y  etil metil ce lu losa  com o  
adhesivo.

En una primera etapa se estudia la influencia de 
la edad del inoculante sobre la sobrevivencia del 
Rhizobium meliloti em pleando caolín en com para
ción con  perlita y carbonato utilizando gom a arábiga 
com o adhesivo. En una segunda etapa se considera, 
em pleando inoculantes de 4  sem anas de edad, la 
in f lu e n c ia  d e la  e t i l  m e t i l  c e lu lo s a  so b r e  la 
sobrevivencia de la bacteria utilizando las m ism as 
coberturas.

M ATERIALES Y M ETODOS

Microorganismo: Se empleó una cepa de Rhizobium 
meliloti B-36 suministrada gentilmente por el Ing. 
Pacheco Basurco, INTA Castelar. Dicha cepa fue con
servada en subcultivos en tubos con medio extracto de 
levadura-manitol-agar y se mantuvo a 5°C.

Medio: el medio empleado contenía (g/1): sacarosa, 
10; Extracto de levadura, 4; K N 0 3, 0,8; M gS 04.7H20 ,  
0,2; NaCl, 0,1; M n S04.4H20  and FeCl3.6H20 ,  0,006; 
K2P 0 4, 0,5. El medio fue neutralizado a pH 6,8-7,0  
antes de esterilizar.

Cultivos líquidos: Se obtuvieron cultivos líquidos

de alta concetración celular (1,0-2,5.10 ‘° células via- 
bles/ml) en erlenmeyers con 1/5 de volumen de medio 
en un agitador rotatorio con 2,5 cm de excentricidad y 
a 250 r.p.m. a 28°C.

Preparación del inoculante: Se utilizó Turba de 
Tierra del Fuego como soporte. Este material fue moli
do hasta obtener un polvo malla tamiz 200, neutralizado 
a pH 7 con carbonato de calcio y preesteril izado durante 
2 horas en autoclave a 121°C y 1 atmósfera de presión. 
Posteriormente fue distribuido en bolsas de polipro
pileno de 38 micrones de espesor y fue esterilizado 
durante 30 minutos. Luego del proceso de esterilización 
las bolsas fueron totalmente selladas con un contenido 
de humedad aproximado del 10%. Estos soportes fue
ron inoculados con cultivos de Rhizobium de alta con
centración, obteniéndose un valor de humedad del 50- 
55%.

Semilla: Se empleó sem illa de alfalfa ecotipo  
pampeano cedida gentilmente por el Ing. Romero del 
INTA Anguil. Provincia de La Pampa.

Esterilización de las semillas: Las semillas de 
alfalfa fueron esterilizadas sumergiéndolas en alcohol 
etílico 95% durante 3 minutos y luego en bicloruro 
acidificado durante 3 minutos. Luego fueron lavadas en 
agua destilada estéril cinco o seis veces y secadas en 
flujo laminar sobre papel de filtro estéril. Posteriormen
te fueron manipuladas bajo condiciones de esterilidad.

Coberturas: Se utilizó carbonato de calcio precipi
tado, malla 300; perlita marca Perfiltra, malla 300 y 
caolín precipitado, malla 400, de origen de cantera de 
Olavarría, cedido gentilmente por el Ing. Pacheco Basurco 
del INTA Castelar.

Adhesivos: Se empleó goma arábiga Mallin-ckrodt 
y etilmetilcelulosa: Celofax A de Duperial.

Preinoculación de la semilla: 100 semillas, con 
una humedad relativa del 11-12%, fueron tratadas con 
una mezcla de 5 g de inoculante y 7 mi de goma arábiga 
al 40% ó 12,5 ml de etilme-tilcelulosa al 5%. Esta 
suspensión fue distribuida sobre la superficie de la 
semilla. Luego se adicionó la cobertura ensayada: 30 g 
de carbonato de calcio u 8 g de perlita ó 30 g de caolín, 
mientras se rotaba vigorosamente el frasco para obtener 
una distribución uniforme de los materiales usados 
como cobertura. Las bolsas que contenían las semillas 
peleteadas fueron almacenadas a temperatura ambiente 
20-25°C.

Determinación de la cinética de sobrevivencia:
Se extrajo asépticamente 1 gramo de inoculante en un 
erlenmeyer con 99 ml de agua destilada estéril. Este 
erlenmeyer fue agitado en un shaker rotatorio durante 
15 minutos. Luego la muestra fue diluida extrayendo 
0,1 ml de suspensión con micropipetay se colocó en un 
tubo de ensayo con 9,9 mi de agua destilada estéril. Este 
procedimiento se repitió tantas veces como fue necesa
rio hasta obtener una concentración de 30 a 300 bacte
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rias por ml, luego se adicionaron submuestras del 
cultivo en cajas de petri y se cultivaron a 29°C.

Cuando se evaluó la sobrevivencia del Rhizobium 
sobre la semilla se extrajeron 20 semillas de cada bolsa 
y se procedió de la misma manera que en el recuento de 
bacterias en el inoculante.

Evaluación de la capacidad simbiótica de las 
semillas preinoculadas: Los cultivos de semilla de 
alfalfa preinoculada y cultivadas artificialmente se rea
lizaron de acuerdo al método recomendado por la bi
bliografía (Vincent, 1970) según el siguiente esquema: 
Tratamiento 1: semillas sin inocular; Tratamientos 2; 3 
y 4 utilizando semillas preinoculadas empleando caolín, 
carbonato de calcio y perlita como cobertura. Se deter
minó el peso de la planta y contenido de nitrógeno de la 
parte aérea, con los valores obtenidos se realizaron 
análisis numéricos con el método de la variancia y se 
determinaron las diferencias mínimas significativas 
por la prueba de Tuckey (Pimentel, 1958).

Análisis Estadístico: La cinética de sobrevivencia 
fue analizada a travéz de un modelo de regresión lineal, 
transformando los datos experimentales obtenidos en 
logaritmos base 10.(Bussab, 1986;Dachs, 1978;Hoaglin 
et a i  1983 y Stanier et a i  1984).

R E S U L T A D O S

La c in ética  de sob rev iven cia  de sobre sem illa  
de alfa lfa  para tod os los caso s es representada por 
un m o d elo  de regresión lineal ( lo g  y  =  a +  bx).

En la F ig 1 se presentan los resultados obten i
d os en estu d ios de sob rev iven cia  de Rhizobium 
m eliloti B -3 6  sobre sem illa  prein ocu lada con  
inoculantes de diferente edad fisio lóg ica : recién  
preparado, de 1; 2; 3; 4  y  10 sem anas; em pleando  
ca o lín  co m o  cobertura y  gom a arábiga com o  
adh esivo . Se m uestra que el com portam iento de  
esta  cobertura es sem ejante a los ob ten idos en un 
trabajo anterior con  otros m ateriales (A lcaraz et 
a i  1994), ya  que el valor de la pendiente de las 
regresion es obten idas que representa la veloc idad  
de m uerte d é la  bacteria sobre la sem illa  es m enor  
(b = -0 ,0 1 0 ; SE =  0 ,0 0 3 9 )  cuando se em plean ino
cu lantes de 4  sem anas de elaborados.

En la figura 2 se  presentan los resultados  
o b te n id o s  en e x p e r ie n c ia s  d o n d e se  u tilizan  
inoculantes de 4 sem anas de edad, se evalúa el 
com portam iento del caolín  frente a carbonato y  
perlita usando gom a arábiga co m o  adhesivo. C om o
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se observa los valores de pendientes son muy  
semejantes: Caolín (b= -0 ,010; SE =  0 ,0039); Car
bonato (b=-0.014; SE = 0 .0 0 5 6 ) y  Perlita (b=- 
0,0064; SE = 0 ,0048).

Por últim o, en la figura 3 los resu ltados in d ica
dos corresponden a en sayos en los cu a les se usan  
las m ism as coberturas que en el caso  anterior, pero  
se reem plaza la g o m a  arábiga por etilm etilce lu losa .
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C om o se ve las pendientes de las regresiones son 
también similares: Caolín (b—0,0054; SE = 0 ,0036);  
Carbonato (b=-0 ,0076  ; SE = 0 ,0 0 3 6 ) y  Perlita (b=- 
0,0065; SE = 0 ,0 0 4 7 )

Es de destacar que adem ás de eva lu ar la 
sobrevivencia de las cepas, los conglom erados fue
ron evaluados en su capacidad de germ inación y  su 
com portam iento fisio lóg ico  con determ inaciones de 
nitrógeno y  poder nodulante (Cuadro N ° 1), donde se  
muestra que no existen diferencias significativas  
entre los tratamientos en que se em plea sem illa  
preinoculada con diferentes coberturas y  que los 
v a lo res o b ten id o s  co n  la se m illa  tratada son  
significativam ente m ayores que los alcanzados con la 
sem illa sin preinocular.

D IS C U S IO N

A nalizando los resultados de la figura 1 surge que 
se puede utilizar con seguridad inoculantes de 4  
sem anas de preparado, ya que los resultados obteni
dos concuerdan con los alcanzados en un trabajo 
anterior em pleando otras coberturas y el m ism o  
adhesivo (Alcaraz, 1994).

También se demuestra que el caolín tiene un 
com portam iento sim ilar a la perlita y  el carbonato 
perm itiendo llegar a valores de sobrevivencia de 104 
a 105 bacterias por sem illa  a las 12 sem anas. 
(Figura 2).

Por ú ltim o analizando la figura 3 surge clara
m ente que para las coberturas estudiadas: cao lín , 
perlita y  carbonato; la etilm etilce lu losa  puede re
em plazar a la gom a arábiga en razón de que los  
valores de sobrev ivencia  son del orden de 104  
bacterias v iab les por sem illa  a las 12 sem anas de 
preinoculadas.

Estos resultados se consideran de trascendencia  
tecnológica  en razón de que tanto las coberturas 
com o el adhesivo son materiales de bajo costo , que se  
traduce en una real optim ización de proceso, asegu
rando sem illas preinoculadas con una tasa de 104 
bacterias por sem illa a las 12 sem anas sin alterar la 
capacidad sim biótica de la cepay el poder germinativo  
de la sem illa. N o  obstante se contem pla en una 
segunda etapa realizar experiencias en cam po a fin de  
establecer definitivam ente el com portam iento de la 
sem illa preino-cuíada en diferentes tipos de suelos.
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