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Resumen
El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de conservación en la concentración del principio activo y la actividad biológica del biofertilizante Azofert®-F. Inoculantes a base de la cepa Rhizobium leguminosarum CF1 se mantuvieron a 4 y 29±2 °C, para evaluar la pureza y concentración de la cepa cada 30 días durante 180 días. Los datos se procesaron mediante un análisis de varianza de clasificación simple. A los 40 y 120 días de conservación de los inoculantes, se aplicaron en semillas de frijol cultivar Tazumal y se evalúo el número de nódulos y su efectividad, la masa seca de nódulos, raíces y parte aérea y el contenido relativo de clorofilas totales, en condiciones controladas. Se empleó un diseño experimental completamente aleatorizado y los datos se procesaron mediante un arreglo bifactorial. La cepa Rhizobium leguminosarum CF1 mantuvo una concentración de 108 UFC mL-1 o superior durante 150 y 90 días cuando el producto Azofert®-F se conservó a 4 y 29±2 °C, respectivamente. El almacenamiento del producto hasta 120 días en ambas temperaturas no afectó el número de nódulos en las plantas de frijol. Sin embargo, la temperatura y el tiempo de almacenamiento del inoculante influyeron en la efectividad de los nódulos formados y en el contenido relativo de clorofilas totales, respectivamente. Esta investigación es la primera que aborda la influencia de la conservación en la bioeficacia de un inoculante comercial cubano a base de Rhizobium para el cultivo del frijol.
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Abstract	
The objective of this work was to determine the effect of temperature and storage time on the concentration of the active principle and the biological activity of the Azofert®-F biofertilizer. Inoculants with Rhizobium leguminosarum CF1 strain were stored at 4 and 29±2 °C, to determine purity and strain concentration every 30 during 180 days. Data were processed using a simple classification analysis of variance. At 40 and 120 days of conservation of the inoculants, Tazumal cultivar were applied to bean seeds and the number of nodules and their effectiveness, the dry mass of nodules, roots and aerial part and the relative content of total chlorophylls were evaluated, in controlled conditions.A completely randomized experimental design was used and the data were processed using a bifactorial arrangement. Rhizobium leguminosarum CF1 strain maintained a concentration of 108 CFU mL-1 or higher for 150 and 90 days, when Azofert®-F was stored at 4 and 29±2 °C, respectively. Product storage for 120 days at both temperatures did not affect the number of nodules in bean plants. Nevertheless, temperature and inoculant storage time, influenced the effectiveness of formed nodules and the relative content of total chlorophylls, respectively.This research is the firstone about the conservation influence on the bioefficacy of a Cuban commercial inoculant based on Rhizobium for beans.
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Introducción	
El frijol común (Phaseolus vulgarisL.) es un cultivo de gran importancia en la alimentación humana. Su grano es rico en proteínas, aporta micronutrientes, fibra y almidón (1,2). Esta leguminosa demanda altas cantidades de nitrógeno, elemento que obtiene en gran medida a través de la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) (3,4).
	Dentro de los microorganismos que realizan la FBN se encuentran los rizobios, bacterias que tradicionalmente se utilizan como principio activo en la biofertilización de leguminosas. El empleo de biofertilizantes en la práctica agrícola se considera una alternativa viable por sus beneficios ecológicos, económicos y productivos; permite reducir el empleo de fertilizantes minerales (5,6) e incrementar el rendimiento de cultivos de importancia económica (7,8). 
	En Cubase producen y comercializan diversos biofertilizantes, entre los que destaca el Azofert®, procedente del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA). En particular, Azofert®-F se emplea en el cultivo del frijol, es un inoculante líquido que contiene altas concentraciones de la cepa bacteriana Rhizobium leguminosarum CF1 (CF1) y de inductores de la nodulación, atributo que lo distingue del resto de los inoculantes comerciales a base de rizobios en el país (9). Su aplicación directa a las semillas de frijol en el momento de la siembra, permite ahorrar entre el 50-70 % del fertilizante nitrogenado (10,11).
La ausencia de microorganismos contaminantes, la concentración de células viables y su estado fisiológico, son algunos de los factores que inciden en el desempeño exitoso de los biofertilizantes (12). Las normas de calidad que rigen el empleo de estos biopreparados varían en dependencia de las regulaciones vigentes en cada país. Sin embargo, se recomienda en consenso una concentración mínima del ingrediente activo de 1 x 109 UFC mL-1 ó g-1, en el momento de su elaboración y de 1 x 108 UFC mL-1 ó g-1a su vencimiento, con una mínima o nula presencia de microorganismos contaminantes (13).
La vida útil de los biofertilizantes es esencial para su comercialización, debido al prolongado tiempo que puede transcurrir entre su producción y aplicación (14). Por consiguiente, determinar el periodo de efectividad de estos bioproductos, según las capacidades de conservación disponibles, resulta imprescindible para delimitar su tiempo de validez y poder establecer una estrategia de comercialización eficaz que satisfaga la demanda en el momento oportuno de la producción agrícola.
Existen pocos estudios en Cuba que abordan la estabilidad microbiológica en el tiempo de inoculantes comerciales líquidos. Los principios activos más empleados en el país son Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal como Azospirillum, Azotobacter y Mesorhizobium (15-17). En la mayoría de estos estudios no se logra  acceder a los detalles de la investigación desde los buscadores disponibles en internet y en muchos casos se restringe el acceso a la información. Solo una investigación previa determinó el efecto de la temperatura en la conservación de un inoculante comercial a base de rizobios para soya (18). Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la temperatura y el tiempo de conservación en la concentración del principio activo y la actividad biológica del biofertilizanteAzofert®-F.	
Materiales y Métodos
Se prepararon pre inóculos en Erlenmeyers de 100 mL de capacidad, que contenían 10 mL del medio de cultivo Bradyfact (9) estéril. Para ello, se empleó una asada de la cepa CF1 conservada en tubos con medio Levadura-manitol (LM) (19) sólido con rojo Congo. Los frascos se mantuvieron en agitación a 130 rpm y 28°C, durante 16 h. Posteriormente, se continuó el escalado de la multiplicación de la cepa por fermentación aerobia, en iguales condiciones de incubación. En cada caso se inoculó el 10 % (volumen de inóculo/volumen de medio) hasta obtener un volumen total de 1000 mL del inoculante. El fermentado se formuló con 1000 mL de medio Bradyfact estéril en una relación 1:1. 
El formulado (Azofert®-F) se envasó en diez frascos estériles de 240 mL de volumen total, cada uno con 200 mL del producto. Se establecieron dos tratamientos con cinco frascos cada uno. Un tratamiento se almacenó a temperatura refrigerada de 4 °C y ambiente promedio de 29±2°C.
Efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la concentración de la cepa CF1 en Azofert®-F
El ensayo transcurrió desde octubre de 2017 a febrero de 2018. Se escogieron al azar tres frascos almacenados en cada condición de temperatura y se determinó la pureza microbiológica del inoculante, mediante tinción de Gram. Se utilizó como criterio de distinción las características morfo tintoriales descritas para las bacterias del grupo de los rizobios (20). 
El número de unidades formadoras de colonias (UFC mL-1) de la cepa CF1 se evaluó en el momento de la elaboración de los inoculantes y cada 30 días en ambas condiciones de temperatura. Para ello, se realizaron diluciones decimales seriadas del inoculante, las cuales se cultivaron por diseminación en placas con medio LM sólido con rojo Congo. Los cultivos se incubaron a 28 °C por 72 h. El cálculo del número de UFC se realizó mediante la fórmula: UFC mL-1= No. col x 101 x d. 
Donde: No. col: número de coloniasy d: factor de la dilución
Efecto de la aplicación de Azofert®-F almacenado a diferentes temperaturas y tiempos de conservación en la nodulación, el crecimiento y el contenido de clorofilas de plantas de frijol
Se realizaron ensayos de inoculación en macetas de 973,90 cm3de volumen total, que contenían 0,2 kg de sustrato suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico eútrico (21), procedente del área central del INCA. El sustrato se extrajo a una profundidad entre 0-20 cm y su análisis químico se realizó según el manual para análisis de suelo, foliar, abonos orgánicos y fertilizantes químicos (22). El suelo tuvo un pH ligeramente ácido, contenido medio de materia orgánica, bajo de Na+ y Mg2+y altos de K+ y P. El contenido de Ca2+ se correspondió con lo que normalmente se informa para este tipo de suelo (23) (Tabla 1).
Tabla 1. Algunas características químicas del sustrato suelo Ferralítico Rojo Lixiviado típico eútrico que se empleó en los ensayos de inoculación.
	pH
	Materia orgánica
(g kg-1)
	Na+
	K+
	Ca2+
	Mg2+
	P2O5
(mg kg-1)

	
	
	cmolc(kg-1)
	

	6,7
	34,9
	0,09
	0,56
	14,5
	1,0
	218,0


pH por potenciometría: relación suelo/solución 1:2,5; materia orgánica mediante colorimetría (Walkley Black); cationes intercambiables Ca2+ y Mg2+(complejometría mediante extracción con NH4Ac a 1 mol L-1 a pH 7); (K+ y Na+) por fotometría de llama; P mediante extracción con ácido sulfúrico a 0,1 N, método de Oniani.
Se determinó además, la concentración de posibles rizobios residentes en el sustrato. Para esto, un gramo de este se adicionó en 9 mL de agua destilada estéril y se realizaron diluciones decimales seriadas. Una alícuota de 0,1 mL se cultivó en placas con medio LM sólido con rojo Congo yel cultivo se incubó10 días a 28 °C. El sustrato presentó una concentración de 3 x 103 UFC g suelo-1 de posibles rizobios.
Para evaluar el efecto del formulado en la nodulación y el crecimiento de plantas de frijol, se establecieron dos ensayos en macetas, con cinco plantas por tratamiento cada uno. En el primero, se utilizaron inoculantes con 40 días de conservacióna 4 y 29±2 °C, con una concentración bacteriana de 109 y 108 UFC mL-1, respectivamente. En el segundo ensayo se emplearon inoculantescon 120 días deconservación en 4 y 29±2 °Cy con una concentración de 108 y 107 UFC mL-1, respectivamente. 
	Se sembraron dos semillas de frijol por maceta y cada una se inoculó con 200 µL de los inoculantes descritos con anterioridad. Las macetas se colocaron en bandejas con solución nutritiva de Hoagland (24), carente de la solución A (rica en sales de nitrógeno) para así favorecer la FBN. Las plantas se mantuvieron en condiciones controladas, a 25±2 °C, 70 % de humedad relativa y fotoperíodo de 16 h luz / 8 h oscuridad. Díez días después de la emergencia, se retiró una plántula de cada maceta. 
	Treinta días después de la siembra, se determinó el número de nódulos totales (u) y el número de nódulos totales efectivos (u). La efectividad de los nódulos se evaluó mediante corte transversal de éstos con escalpelo y observación de la coloración interna. Una coloración roja, rosada o marrón, en el interior de los nódulos se interpretó como efectivos en la FBN (25). Se evaluó la masa seca de los nódulos totales (g), la masa seca de la parte aérea de las plantas (g) y la masa seca del sistema radical (g) con balanza digital, modelo TE214S (Marca Sartorius). El contenido relativo de clorofilas totales se determinó en el tercer foliolo de abajo hacia arriba (unidades SPAD), con un medidor portátil de clorofila (MINOLTA SPAD 502 Plus). 
Diseño y análisis estadístico
Los datos deconcentración de la cepa CF1 se procesaron mediante un análisis de varianza de clasificación simple. La prueba de comparación de medias de Tukey para p<0,05 se utilizó para discriminar diferencias entre tratamientos. Los datos se procesaron en el Programa Statgraphics Plus versión 5.1 (2001) y se graficaron en el Programa Microsoft Excel, 2016.
En el ensayo de inoculación en plantas se empleó un diseño experimental completamente aleatorizado y los resultados se sometieron a un arreglo bifactorial y se tuvieron en cuenta dos factores: temperatura, con los niveles: 4  y 29±2 °Cy el tiempo con los niveles: 40 y 120 días. Los datos se sometieron a un tests de Between y se procesaron en el programa estadístico SPSS versión 21.
Resultados y discusión
La conservación de Azofert®-F a 4 °Cmantiene concentraciones superiores de la cepa CF1 en el tiempo
El cultivo de los inoculantes en medio LM sólido mostró la formación de colonias grandes y mucosas que no absorben el colorante rojo Congo. La tinción de Gram permitió observar bacilos Gram negativos, sin endosporas y la ausencia de microorganismos contaminantes. Estas características coinciden con las descritas para la cepa CF1, ingrediente activo del Azofert®-F(20).
Una preocupación común en la producción de inoculantes es la supervivencia del principio activo, por lo que la concentración de sus células constituye uno de los parámetros de calidad más importantes (26). Este estudio abordó dicha problemática, según las posibilidades de almacenamiento existentes en el INCA para la conservación del Azofert®-F. Los resultados mostraron que la conservación de Azofert®-F a 4 °C mantuvo concentraciones más elevadas de la cepa CF1 en el tiempo (Figura 1).

Figura 1. Concentración de la cepa Rhizobium leguminosarum CF1 en el biofertilizante Azofert®-F, almacenado a 4 °Cy 29±2°C, durante 180 días. El análisis estadístico se realizó en cada momento de evaluación. Medias con letras iguales no difieren estadísticamente (Tukey p≤ 0.05, n=3).
La concentración de la cepa CF1 se mantuvo por encima de 1 x 108 UFC mL-1cuando se conservó a 4°C durante 150 días, mientras que a 29±2°C permaneció en esos niveles sólo por 90 días. La conservación de Azofert®-F a 4 °C mostró valores superiores de viabilidad a los obtenidos en el bioproducto conservado a temperatura ambiente a los 30, 120, 150 y 180 días posteriores a su elaboración. En estudios similares, con inoculantes de Sinorhizobium meliloti en el medio de cultivo LM y almacenados a 4 °C, se informa que el número de células viables disminuyó considerablemente después de 90 días (27). Esta diferencia en el comportamiento pudo deberse a las diferencias entre las cepas y al medio de cultivo que se empleó en su multiplicación para ambas investigaciones. El medio de cultivo que se utiliza en la producción de Azofert® (9) es un medio rico en nutrientes que difiere de la composición química del medio LM (28). 
Al final del ensayo, a los 180 días a temperatura ambiente,la cepa CF1 en Azofert®-F mostró valores de concentración celular de 106 UFC mL-1. A diferencia de otros autores que informaron que cepas de Pseudomonas a 28±2 °C no sobrevivieron en el inoculante luego de 150 días de conservación (29). 
La cepa CF1 en Azofert®-F disminuyó su concentraciónen una unidad logarítmica a los 30, 120 y 180 días de conservación a temperatura ambiente. Otras investigaciones con inoculantes líquidos de Bradyrhizobium japonicum mostraron este mismo comportamiento a los 30 y 180 días de conservación a 27-29°C (30). 
Los resultados sugierenque la temperatura afecta la estabilidad microbiológica de Azofert®-F en el tiempo. Se conoce que la temperatura, el tipo de formulación y el tiempo de almacenamiento tienen un efecto significativo enla viabilidad celular del ingrediente activo de los inoculantes (31). Temperaturas bajas enlentecen procesos fisiológicos de la célula bacteriana y su envejecimiento (32), mientras que temperaturas próximas a 30 °C aumentan el consumo de los nutrientes del medio por la bacteria, lo que provoca el agotamiento más acelerado de estos y con ello la disminución de la viabilidad celular(33). 
Conocer la vida útil del bioproducto Azofert®-F, en las condiciones de almacenamiento disponibles en el país, permite establecer una estrategia de producción que cubra la mayor demanda posible del producto, con disponibilidad suficiente en el momento de la siembra del frijol en Cuba.
La temperatura y el tiempo de conservación influyen en la actividad biológica de Azofert®-F en plantas de frijol cultivar Tazumal
Pocos estudios evalúan el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la actividad biológica de los inoculantes a base de Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal. Esta constituye la primera investigación en Cuba que aborda esta temática en un inoculante comercial para el frijol, uno de los cultivos más importantes para los cubanos.  
El análisis de los datos provenientes del ensayo de inoculación en condiciones controladas, mostró que hubo interacción entre los factores temperatura y tiempo en las variables masa seca de nódulos, raíces y parte aérea de las plantas de frijol. En el resto de las variables no hubo interacción entre ambos factores (Tabla 2).
Tabla 2. P valor de factores y términos de la interacción en el análisis de ANOVA para las variables de nodulación y crecimiento de plantas de frijol cultivar Tazumal, en condiciones controladas.
	Origen
	Número de nódulos totales (u)
	Número de nódulos efectivos totales (u)
	Masa seca de nódulos totales (g)
	Masa seca de raíces
(g)
	Masa seca parte aérea (g)
	Contenido relativo de clorofilas totales (SPAD)

	Modelo corregido
	0,152
	0,079
	0,000
	0,000
	0,000
	0,002

	Intersección
	0,000
	0,000
	0,000
	0,000
	0,000
	0,000

	a Temperatura
	0,106
	0,051
	0,002
	0,007
	0,027
	0,236

	b Tiempo
	0,511
	0,282
	0,000
	0,003
	0,000
	0,000

	c Temperatura-Tiempo
	0,123
	0,136
	0,001*
	0,007*
	0,025*
	0,634



aFactor Temperatura con dos niveles: 4 °C y 29±2 °C
bFactor tiempo con dos niveles: 40 y 120 días 
cEfecto combinado de los factores Temperatura y Tiempo 
(*) Interacción entre los factores
Las plantas que se trataron con los inóculos bacterianosque poseían 40 días de conservación a 29±2 °C, manifestaron los resultados más favorables en la masa seca de nódulos, quizá por un mayor contenido de bacteroides establecidos en ellos. La masa seca de raíz y parte aérea, se favoreció con la aplicación de inoculantes conservados durante 40 días a 4 °C(Tabla 3). Estos resultados se corresponden con los mayores valores de concentración celular hallados en los inoculantes de 108y 109UFC mL-1, respectivamente. 
Tabla 3. Efecto de la combinación de los factores Temperatura y Tiempo de conservación del inoculante Azofert®-F sobre la masa seca nodular, la masa seca de raíces y la masa seca de la parte aérea de plantas de frijol cultivar Tazumal, 30 días después de la inoculación en condiciones controladas. Se muestran las medias + error estándar de la media. Letras iguales en la misma columna muestran diferencias significativas (Tukey HSD p<0.05, n=5). 

	Tratamientos
	Masa seca nodular (g)
	Masa seca de raíces (g)
	Masa seca parte aérea (g)

	Temperatura (°C) 
	Tiempo (días)
	
	
	

	4
	40
	0,033 ± 0,006 b
	1,23 ± 0,32 a
	1,08 ± 0,05 a

	
	120
	0,022 ± 0,002 b
	0,18 ± 0,02 b
	0,40 ± 0,05 c

	29±2
	40
	
	0,24 ± 0,02 b
	0,82 ± 0,05 b

	
	120
	0,019 ± 0,005 b
	0,17 ± 0,02 b
	0,40 ± 0,04 c

	Esx
	0,008
	0,22
	0,07




Otras investigaciones informan que no se afecta la masa seca radical y de la parte aérea de plantas de arveja (Pisum sativum L.) y soya (Glycine max (L.), cuando se tratan con inoculantes a base de rizobios que se conservaron por 15, 60, 120 y 180 días a 4 y 28±2 °C, y que posean una concentración de células de 108UFC mL-1 al momento de la inoculación de las semillas (33).
Por otra parte, los resultados mostraron que hubo una influencia del factor temperatura en el número de nódulos efectivos y del factor tiempo en el contenido relativo de clorofilas totales (Tabla 4). 
Tabla 4. Efecto independiente de la Temperatura y el Tiempo de conservación del inoculante Azofert®-F sobre el número de nódulos totales, número de nódulos totales efectivos y el contenido relativo de clorofilas totales de plantas de frijol cultivar Tazumal, 30 días después de la inoculación en condiciones controladas. Se muestran las medias + error estándar de la media. Letras iguales en la misma columna muestran diferencias significativas (Tukey HSD p<0.05, n=5).
	Tratamientos
	Número de nódulos totales por planta (u)
	Número de Nódulos efectivos totales por planta (u)
	Contenido Relativo de Clorofilas totales (SPAD)

	Temperatura (°C)

	4
	31,1 ± 3,6 a
	29,1 ± 3,8 a
	27,6 ± 1,4 a

	29±2
	23,2 ± 3,1 a
	19,8 ± 2,6 b
	29,1 ± 1,2 a

	Tiempo (días)

	40
	25,6 ± 2,1 a
	22,0 ± 1,7 a
	31,3 ± 0,9 a

	120
	28,7 ± 4,6 a
	26,9 ± 4,7 a
	25,4 ± 0,8 b



La inoculación de Azofert®-F cuando se conservó a 4 °C provocó mayor número de nódulos efectivos totales en las plantas. Además, el empleo de los inoculantes que se conservaron por 40 días potenció el contenido relativo de clorofilas totales. Investigaciones previas mostraron similar efecto de Azofert®-F en el cultivar Cubacueto 25-9, a los siete días de su elaboración (35). Por lo tanto esta investigación sugiere que el producto es capaz de mantener su actividad biológica en plantas 40 días después de su elaboración (Tabla 4). 
El tiempo de almacenamiento del inoculante no influyó en la formación de nódulos en las plantas de frijol, lo que pudiera deberse aque la capacidad de la cepa CF1 para establecer simbiosis con las plantas de frijol se mantuvopor un período de al menos 120 días. Estudios previos, con inoculantes a base de rizobios que se almacenaron a 4 y 28±2 °C por 15, 60, 120 y 180 días, muestran un comportamiento similar en los cultivos de arveja y soya (33).
Otras investigaciones indican que la aplicación de inoculantes de Bradyrhizobium que se conservaron durante 180 días a 4°C provocaron un incremento en el número de nódulos efectivos en plantas de soya respecto a aquellas donde se emplearon inóculos conservados a 29±2 °C(30). Además, inoculantes de Pseudomonas fluorescens que se mantuvieron por un período de 180 días a 28±2 °C promovieron el crecimiento de plantas de tomate (Lycopersicon esculentum, Mill)y disminuyeron el marchitamiento de las hojas por Fusarium (34). 
El efecto positivo de la aplicación de Azofert®-F conservado por 40 días,en el contenido de clorofilas se correspondió con los mejores resultados en la masa seca nodulary la masa seca de la parte aérea de las plantas de frijol (Tabla 3). En ese momento, el inoculante presentó una concentración relativamente elevada de la cepa CF1 (108-109 UFC mL-1). Una mayor concentración de la cepa en el inoculante propicia un mayor número de células en contacto con las raíces, y por lo tanto, se incrementarían los sitios de infección, la formación de los nódulos y el establecimiento de los bacteroides, lo que incrementa la masa nodular. Un incremento de la nodulación efectiva en la FBN permite un mayor aporte de nitrógeno(36), lo que conllevaría al incremento de los pigmentos fotosintéticos y de la biomasa aérea. Estas evidencias se corroboraron en investigaciones previas con frijol caupí(Vigna unguiculataL.), frijol común, soya y canavalia (Canavalia ensiformis) (8,10,37,38).
Conclusiones
	Este estudio constituye la primera investigación en Cuba que aborda aspectos relacionados con el almacenamiento de un inoculante comercial a base de Rhizobium en diferentes tiempos y temperaturas, y de cómo estos factores influyen en la nodulación y el crecimiento del frijol, uno de los cultivos de importancia económica en Cuba. 
	Se demostró que el inoculante Azofert®-F pudiera conservarse a 4 y 29±2 °C, por 150 y 90 días, respectivamente;y que hasta los 120 días de conservación no afecta la formación de nódulos en las plantas de frijol. Estas evidencias permitirían establecer una estrategia de producción y comercialización del inoculante con calidad adecuada durante todo el año, que asegure cubrir las demandas del producto, fundamentalmente en la época de siembra.
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