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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, perlitay caolin) usando goma arablga
0_etiimetilcelulosa como adhesivo. El nimero de bacterias sobre la semllla,Fremo_cuIa a
disminuye durante el ensayo pero la concentracion remanente es del orden de 104 células viables/
semilla a las 12 semanas.

Del anélisis de estos ensayos surge la posibilidad de emplear a nivel industrial caolin, 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 of Rhizobium meliloti B-36 survival on preinoculated alfalfa seed is
studied. The death rate of 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 of bacteria occurs but the concentration
of remanent viable microorganisms ensured a cell concentration of 104 viable cells/seed.

From this series of experiment is concluded the industrial posibility of employing caolin,
perlite and lime as coats and ethilmetilcelulose as adhesive.
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En nuestros laboratorios como concecuencia
de estudios precedentes se han logrado inoculantes
con una concentracion del orden de 2-5.1010
células viables/gramo (Ronchi et al. 1991). Esto
nos ha permitido llegar a obtener productos de
gran eficiencia simbidtica.

Si consideramos los factores que pueden in-
fluir en la longevidad del Rhizobium sobre la semilla
preinoculada debemos incluir: temperaturay hume-
dad de almacenamiento, tipo de adhesivo y cobertu-
ra, tipo de inoculante, microorganismo. (Bonish et
al. 1983; Brockwell et al. 1962; Brockwell et al
1970; Eleghaetal. 1984;Gault, 1981; Kremeretal.
1982; Kremer et al. 1983; Norris, 1971). Ultima-
mente se ha determinado también que otro factor a
tener presente es la edad fisiolégica del inoculante
(Materon et al. 1984). Teniendo en cuenta los
factores antes indicados y tomando como base estu-
dios realizados anteriormente (Alcaraz et al. 1994),
se programo el presente trabajo, donde se estudia la
optimizacién de la preinoculacién de semillas de
alfalfa considerando el uso de caolin, carbonato y
perlita como cobertura y etil metilcelulosa como
adhesivo.

En una primera etapa se estudia la influencia de
la edad del inoculante sobre la sobrevivencia del
Rhizobium meliloti empleando caolin en compara-
cién con perlita y carbonato utilizando goma arabiga
como adhesivo. En una segunda etapa se considera,
empleando inoculantes de 4 semanas de edad, la
influencia de la etilmetilcelulosa sobre la
sobrevivencia de la bacteria utilizando las mismas
coberturas.

MATERIALES Y METODOS

M |_cr00r%an|sm_0 : Seempled unacepade Rhizobium
melilotl B-3b6 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 a5°C.

Medio: el medio empleado contenia ﬁ%{l): sacarosa,
10; Extracto de levadura, 4; KN03 0,8; MgS047HZ),
0,2; NaCl, 0,1: MnS044H2 and FeCI36H2), 0,006;
K04 0,5. E| medio fue neutralizado a pH'6,8-7,0
antes de esterilizar.

Cultivos liquidos: Se obtuvieron cultivos liquidos
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de alta concetracion 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
2250 rp.m. a 28°C.

~ Preparacion del inoculante: Se utilizd Turba de
Tierra del Fuego como soporte. Este material fue moli-
do hasta obtener un polvo malla tamiz 200, neutralizado
apH 7 con carbonato de calcio yfreest,erll izado durante
2 horas en autoclave a 121°C y 1atmosfera de presion.
Posteriormente fue distribuido en bolsas de polipro-
pileno de 38 micrones de espesor y fue esterilizado
durante 30 minutos. Luego del proceso de esterilizacion
las bolsas fueron totalmente selladas con un contenido
de humedad aproximado del 10%. Estos soportes fue-
ron inoculados con cultivos de Rhizobium ae alta con-
gesrg/tracmn, obteniéndose un valor de humedad del 50-

0.

Semilla: Se empled semilla de alfalfa ecotipo
?ampeano cedida gentilmente por el Ing. Romero del
NTA Anguil. Provincia de La Pampa.

Esterilizacion de las semillas: Las semillas de
alfalfa fueron esterilizadas sumergiéndolas en  alcohol
etilico 95% durante 3 minutos y luego en bicloruro
acidificado durante 3 minutos. Luego fueron lavadas en
agua destilada estéril cinco 0 seis veces y secadas en
flujo laminar sobre papel de filtro estéril. Posteriormen-
te fueron manipuladas bajo condiciones de esterilidad.

Coberturas: Se utilizé carbonato de calcio precipi-
tado, malla_300; perlita marca Perfiltra, malla 300 y
caolin precipitado, malla 400, de origen de cantera de
Olavarria, cedido gentilmente porel Ing. Pacheco Basurco
del INTA Castelar.

Adhesivos: Se empled goma arabiga Mallin-ckrodt
y etilmetilcelulosa: Celofax A de Duperial.

Preinoculacion de la semilla: 100 semillas, con
una humedad refativa del 11-12%, fueron tratadas con
una mezcla de 5 ¢ de inoculante y 7 mi de goma arabl%a
al 40% 0 125 ml de etilme-tilcelulosa al 5%. Esta
suspension fue distribuida sobre la superficie de la
semilla. Luego se adiciono la cobertura ensayada: 30 g
de carhonato de calcio u 8 g de perlita 6 30 g de caolin,
mientras se rotaba vigorosamente el frasco para obtener
una distribucion uniforme de los materiales usados
como cobertura. Las bolsas que contenian las semillas
%Ieztéeggas fueron almacenadas a temperatura ambiente

Determinacion 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 suspension con micropipetay se colocd en un
tubo de ensayo con 9,9 mi de agua destilada estéril. Este
procedimiento se repitio tantas veces como fue necesa-
rio hasta obtener una concentracion 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 evalu la sobrevivencia del Rhizobium
sobre la semilla se extrajeron 20 semillas de cada bolsa
% se procedio de la misma manera que en el recuento de

acterias en el inoculante.

Evaluacion de la capacidad simbidtica de las
semillas preinoculadas:; Los cultivos de semilla de
alfalfa premoculada)f cultivadas artificialmente se rea-
lizaron' de acuerdo al método recomendado por la bi-
bllotgrafla (Vincent, 1970) segun el sqmente,esquema:
Tratamiento L semillas sin inocular; Tratamientos 2; 3
y 4 utilizando semillas preinoculadas empleando caolin,
carbonato de calcio y perlita com cobertura. Se deter-
mind el peso de la Plantaycontenldo_ de nitrogeno de la
parte aérea, con los valores obtenidos se realizaron
analisis numéricos con el método de la variancia y se
determinaron las_diferencias minimas significativas
por la prueba de Tuckey (Pimentel, 1958).

Andlisis Estadistico: La cinética de sobrevivencia
fue analizada atravéz de un modelo de regresion lineal,
transformando los datos experimentales obtenidos en
logaritmos hase 10.(Bussab, 1986;Dachs, 1978;Hoaglin
etai 1983 y Stanieretai 1984).

RESULTADOS

La cinética de sobrevivencia de sobre semilla
de alfalfa para todos los casos es representada por
un modelo de regresion lineal (log y = a + bx).

En la Fig 1 se presentan los resultados obteni-
dos en estudios de sobrevivencia de Rhizobium
meliloti B-36 sobre semilla preinoculada con
inoculantes de diferente edad fisiologica: recién
preparado, de 1;2; 3; 4 y 10 semanas; empleando
caolin como cobertura y goma ardbiga como
adhesivo. Se muestra que el comportamiento de
esta cobertura es semejante a los obtenidos en un
trabajo anterior con otros materiales (Alcaraz et
al 1994), ya que el valor de la pendiente de las
regresiones obtenidas que representa la velocidad
demuerte déla bacteria sobre lasemilla es menor
(b=-0,010; SE=0,0039) cuando se emplean ino-
culantes de 4 semanas de elaborados.

En la figura 2 se presentan los resultados
obtenidos en experiencias donde se utilizan
inoculantes de 4 semanas de edad, se evalla el

comportamiento del caolin frente a carbonato y
perlitausando goma ardbigacomo adhesivo. Como

se observa los valores de pendientes son muy
semejantes: Caolin (b=-0,010; SE = 0,0039); Car-
honato (b=-0.014; SE=0.0056) y Perlita (b=-
0,0064; SE=0,0048).

Por Ultimo, en la figura 3 los resultados indica-
dos corresponden a ensayos en los cuales se usan
las mismas coberturas que en el caso anterior, pero
se reemplaza lagomaarabiga por etilmetilcelulosa.
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Como se ve las pendientes de las regresiones son
también similares: Caolin (b—0,0054; SE=0,0036);
Carbonato (h=-0,0076 ; SE=0,0036) y Perlita (b=-
0,0065; SE=0,0047)

Es de destacar que ademas de evaluar la
sobrevivencia de las cepas, los conglomerados fue-
ron evaluados en su capacidad de germinacion y su
comportamiento fisiologico con determinaciones de
nitrogenoy poder nodulante (Cuadro N° 1), donde se
muestra que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos en que se emplea semilla
preinoculada con diferentes coberturas y que los
valores obtenidos con la semilla tratada son
significativamente mayores que los alcanzados con la
semilla sin preinocular.

DISCUSION

Analizando los resultados de lafigura 1surge que
se puede utilizar con seguridad inoculantes de 4
semanas de preparado, ya que los resultados obteni-
dos concuerdan con los alcanzados en un trabajo
anterior empleando otras coberturas y el mismo
adhesivo (Alcaraz, 1994).

También se demuestra que el caolin tiene un
comportamiento similar a la perlita y el carbonato
permitiendo llegar avalores de sobrevivencia de 104
a 105 bacterias por semilla a las 12 semanas.
(Figura 2).

Por Gltimo analizando la figura 3 surge clara-
mente que para las coberturas estudiadas: caolin,
perlita y carbonato; la etilmetilcelulosa puede re-
emplazar a la goma arabiga en razon de que los
valores de sobrevivencia son del orden de 104
bacterias viables por semilla a las 12 semanas de
preinoculadas.

Estos resultados se consideran de trascendencia
tecnoldgica en razon de que tanto las coberturas
como el adhesivo son materiales de bajo costo, que se
traduce en una real optimizacion de proceso, asegu-
rando semillas preinoculadas con una tasa de 104
bacterias por semilla a las 12 semanas sin alterar la
capacidad simbidtica de lacepay el poder germinativo
de la semilla. No obstante se contempla en una
segundaetapa realizar experiencias en campo afin de
establecer definitivamente el comportamiento de la
semilla preino-cuiada en diferentes tipos de suelos.
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