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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto de la aplicaciéon de G. diazotrophicus en el rendimiento de
viandas tropicales, en condiciones de extension, se inoculé la cepa INIFAT Abn-1 del
microorganismo en boniato, yuca y malanga, durante dos camparfias de produccion. Al finalizar el
ciclo de los cultivos en las plantas de boniato inoculadas se incrementaron los indicadores de
crecimiento entre 30 y 60 %, con un rendimiento de 13 t ha* mas en las parcelas aplicadas en
relacion a los controles. En el caso de la yuca los indicadores del crecimiento aumentaron con la
aplicacién del microorganismo entre 36-48 % y el rendimiento en un 40 %, con la obtencion de
17 t ha® mas en las parcelas aplicadas; mientras que para la malanga, los indicadores del
crecimiento aumentaron entre 58 y 94 % en las parcelas inoculadas y el rendimiento se increment6
un 40 y 58 % en cada campafia, respectivamente. La concentracion de G. diazotrophicus en las
hojas de los tres cultivos oscil6 entre 10° y 107 UFC por gramo de tejido fresco y fue entre dos y
cuatro 6rdenes menor en las plantas controles que en las inoculadas. El trabajo demostro el efecto
estimulador del crecimiento de G. diazotrophicus en boniato, yuca y malanga en condiciones de
produccidn, la necesidad de inocular el microorganismo para incrementar su poblacién autéctona
en estos cultivos, asi como las posibilidades de uso de la bacteria endo6fita en el manejo agronémico
de estas especies vegetales.
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INTRODUCCION

En la biorevolucién actual, se presta cada vez mas atencion a la biologia del suelo y a la
biofertilizacion de plantas, vinculado a diferentes esquemas de manejo de la nutricion 2, En este
sentido, se ha avanzado mucho en el disefio de biopreparados para diversos cultivos, con énfasis
en las relaciones benéficas asociativas o simbicticas ®*. Los microrganismos enddfitos también
se utilizan para la obtencion de bioproductos de uso agricola, aunque la mayor parte de las
investigaciones sobre la relacion planta—endofitos se centran en la taxonomia polifasica e
ingenieria genética, ecologia y estudios de transformacion genética e identificacion de genes, en
cuanto a la capacidad de fijacion bioldgica del nitrégeno atmosférico ©:9),

Un ejemplo de bacteria endofita es G. diazotrophicus, quien ha demostrado su potencial como
promotor del crecimiento vegetal, asociado fundamentalmente a gramineas ®. Para el caso de
Cuba, diferentes investigaciones realizadas con viandas tropicales, frutales y hortalizas,
demuestran la estrecha interaccion que establecen estos cultivos con la bacteria ¢%, aunque la
mayor parte de estos estudios se realizaron en condiciones controladas o de pequefias parcelas.
Para conocer el potencial de la especie enddfita G. diazotrophicus como estimulador del
crecimiento en viandas tropicales se extendio el estudio en la presente investigacion con el objetivo
de evaluar el efecto de la aplicacion de la bacteria en el rendimiento del boniato (Ipomoea batatas,
L.), la yuca (Manihot esculenta Crantz) y la malanga (Xanthosomas spp.), en produccion, bajo las

condiciones edafoclimaticas de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos para determinar el efecto de la inoculacion de la bacteria G. diazotrophicus, sobre
indicadores del crecimiento y el rendimiento agricola de los cultivos de yuca (Manihot esculenta
Crantz), boniato (Ipomoea batatas L.) y malanga (Xanthosomas spp.) se realizaron en areas
agricolas del Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt”, INIFAT, en Santiago de Las Vegas. Se utilizd un suelo Ferralitico Rojo Lixiviado
Compactado, Gléyico y Nodular Ferruginoso Y, con pH neutro, contenido medio de materia

organica, con predominio de calcio y contenidos medios de fosforo y potasio (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas quimicas del suelo utilizado en los ensayos

MO (%) pH (H20) P20s K20 Ca Mg
(mg100g-1) cmolc kg1
3,12 7,2 47 60 8,7 3,2

Métodos de analisis: pH (potenciometria); materia organica (Walkley y Black); P,Os (Oniani, por extraccion con H,SO,); KO (por célculo a

partir del potasio intercambiable); Ca y Mg (espectrofotometria de absorcion atomica)
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Los ensayos para las tres especies vegetales se realizaron en dos campafias de produccion, la
primera entre los afios 2009-2010 y la segunda, entre los afios 2010 y 2011. En ambas se utilizaron
los clones CENSA 78-354 de boniato, CMC-40 de yuca y México 1, de malanga. En todos los
ensayos se empled un disefio experimental en Bloques al Azar con un tamario de parcela de 50 m?2.
Se incluyeron dos tratamientos: inoculado y control (sin inoculacién), con cuatro réplicas en cada
caso, en cada uno de los dos ensayos que se realizaron por especie vegetal.

Para la aplicacion de G. diazotrophicus se multiplico la cepa INIFAT Abn-1 ©, conservada en el
INIFAT, en un proceso de fermentacion sumergida en agitacion orbital, en el medio de cultivo SG
(12) a 32 °C de temperatura y 180 rpm de agitacion, durante 72 horas. Bajo estas condiciones el
microorganismo alcanzé una concentracion entre 3,0-3,3 x 10 UFC mL™. La inoculacién de la
bacteria se realiz6 siempre en horas avanzadas de la tarde con ayuda de una mochila fitosanitaria,
por aspersion foliar y al suelo al paso de un hombre. Se utiliz6 el producto final de la fermentacion
de la cepa, diluido en agua comdn, a una dosis equivalente a 2 L ha', segun criterios establecidos
previamente para la especie bacteriana ).

Una vez finalizado el ciclo de los cultivos se evaluaron los siguientes indicadores: altura de la
planta (cm), diametro del tallo (cm) y diametro del tubérculo (cm), para el boniato; altura de la
planta (cm), nimero de ramas primarias, didmetro del tallo (cm) y didmetro de la raiz (cm),
para la yuca y didametro y largo del tubérculo (cm), para la malanga. Para los tres cultivos se
cuantificd, ademas, el rendimiento en t ha. Para medir la altura de la planta se utiliz6 una vara de
madera graduada en cm y para el didmetro, tanto del tallo como de las raices y tubérculos, un pie
de Rey (0,05 mm de error).

La concentracion de G. diazotrophicus en las hojas de boniato, yuca y malanga, se determiné como
UFC g tejido fresco™. Para ello se utilizaron, al finalizar el ciclo del cultivo, cinco plantas por cada
una de las especies vegetales en estudio. Se tom6 1 g de tejido vegetal fresco, el que se procesd
por el método de diluciones seriadas *® con la posterior siembra en placas Petri con el medio de
cultivo LGI. Las placas se incubaron entre 28-30 °C de temperatura durante cinco dias.
Se consideraron solamente las colonias con coloracion amarillo intenso-naranja.

Los datos experimentales se evaluaron estadisticamente mediante la prueba de Newman Keuls al
5 % de significacion, utilizando andlisis de varianza para datos paramétricos, previa comprobacion
de la normalidad de las variables. El procesamiento de toda la informacion se realizd mediante al

programa Statgraphics 6.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La aplicacion de G. diazotrophicus estimuld el crecimiento e incrementd el rendimiento del
boniato en condiciones de produccion, en las dos campafias de siembra. Las plantas inoculadas
con la bacteria presentaron un aumento de entre 33-34 % en el largo de las plantas; entre 31-62 %
para el nmero de hojas; entre 38-40 % en el diametro del tallo y entre 34-45 % en el didmetro del
tubérculo, con respecto a las plantas sin aplicacion bacteriana. Por su parte, el rendimiento agricola
aumentd en 51 y 48 % para los afios 2009 y 2010, respectivamente, equivalente a 13 t ha* de

tubérculos adicionales (Tabla 2).

Tabla 2. Respuesta del cultivo del boniato clon CENSA 78-354 a la inoculacion con G. diazotrophicus,
cepa INIFAT Abnl. Campafia 2009 y Camparia 2010

Variantes Altura de la planta Diametro tallo Diametro del Rendimiento
(cm) (cm) tubérculo (cm) (tha?)
2009 2010 2009 2010 2009 2010 2009 2010
Control 21,35b 23,48b 3,59 b 351b 510b 6,01 b 27,81b 29,32b
Inoculado 27,59 a 31,10 a 4,83 a 4,90 a 7,46 a 8,16 a 41,75a 43,96 a
Esx 0,34 0,10 0,21 0,30 0,11 0,17 0,72 0,60

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de Anova y Test de Newman Keuls con p<5 %

Trabajos realizados en Brasil con la interaccion G. diazotrophicus—Ipomoea batatas Lam, aunque
en extensiones menores, coinciden en el efecto positivo que ocasiona la bacteria sobre esta especie
vegetal 1),

Un aspecto a destacar es el aumento en el numero de hojas en las plantas inoculadas con el
microorganismo, con respecto a las plantas testigo, con un promedio entre 5-7 hojas mas por planta
en el momento de la cosecha. Este incremento se explica por la produccién de sustancias
fisiolégicamente activas, fundamentalmente acido indol acético y citoguininas, que puede liberar
G. diazotrophicus ®, sustancias que estimulan la division celular y el alargamiento de células y
tejidos, efecto que se traduce en el mayor desarrollo de los érganos ‘4. El que una planta posea
mas de dos hojas activas, le confiere ventajas, desde el punto de vista de produccion de sustancias
de reserva y otras biomoléculas, a través de los procesos fotosintéticos, los cuales se ven
favorecidos a expensas de una mayor superficie fotosintéticamente activa y de translocacion de
nutrientes. En otros estudios se ha informado el aumento de la superficie foliar de plantas
gramineas inoculadas con G. diazotrophicus ¥, lo que sugiere que la bacteria, en interaccion con
diferentes cultivos induce modificaciones fisiologicas que derivan en el incremento en indicadores
del crecimiento y, finalmente, del rendimiento de las especies vegetales, de ahi que constituya un
microorganismo promisorio para utilizar como principio activo de bioproductos de uso agricola.
Las hojas de las plantas de boniato inoculadas con G. diazotrophicus mostraron en ambas

campafas un incremento en dos drdenes de la concentracion de la bacteria endofita, con respecto
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a las plantas no inoculadas. En la primera campafia (2009), la concentracién del microorganismo
promedio 5,1x10° UFC gramo de tejido fresco™, en las plantas testigo y 2,4x10” UFC gramo de
tejido fresco, en las plantas inoculadas; mientras que en el segundo ensayo (campafia 2010), la
concentracion del microorganismo fue de 4,3x10° UFC gramo de tejido fresco?, en las hojas de
las plantas testigos y de 3,5x107 UFC gramo de tejido fresco™, en las plantas inoculadas.

La presencia de G. diazotrophicus en las plantas testigo demuestra que el boniato es un hospedero
natural de la bacteria, aspecto discutido previamente por otros autores ). Sin embargo, el aumento
en el valor de este indicador en las hojas de las plantas inoculadas indica que el microorganismo
coloniza la especie vegetal una vez que se inocula en la misma, aspecto importante para su uso en
la practica como estimulador del crecimiento vegetal, como parte del manejo agronémico de
especies vegetales como el propio boniato.

Para el cultivo de la yuca también se obtuvieron resultados positivos con la aplicacion de
G. diazotrophicus. En este caso, la altura de la planta se incremento entre 22-31 %, el numero de
ramas primarias en un 96 %, el diametro del tallo entre 50 y 87 % y el diametro promedio de las
raices cosechadas por planta en un 50 % en las plantas inoculadas, en relacion con las plantaciones
controles sin tratar. En estas pruebas el rendimiento por cantidad de superficie evaluada aumento
en 40 % con la aplicacion del microorganismo, con la obtencién de 17 t ha® adicionales en

comparacion con las areas controles (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta del cultivo de la yuca clon CMC-40 a la inoculacién con G. diazotrophicus,
cepa INIFAT Abnl

Variantes Altura planta (cm) No de ramas Diametro tallo Diadmetro raiz Rendimiento
primarias (cm) (cm) (tha?)
2009- 2010- 2009- 2010- 2009- 2010- 2009- 2010- 2009- 2010-
2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011 2010 2011
Control 2,10 b 2,35Db 2,65b 2,70 b 2,71b 281b 3,84Db 4,06 b 31,19b 42,71b
Inoculado 2,76 a 2,80a 515a 535a 510a 6,05a 585a 715a 52,64 a 59,47 a
Esx 0,12 0,20 0,90 0,83 0,19 0,18 0,12 0,21 1,06 0,87

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de Anova y Test de Newman Keuls con p<5 %

La estimulacion en el nimero de ramas y el diametro del tallo, producto de la aplicacion de los
microorganismos, favorece la translocacion de nutrientes y agua para la formacion de raices en las
plantas. Este efecto producido por las bacterias promotoras del crecimiento vegetal, esta muy
relacionado con el potencial de sintesis de sustancias activas, de las cuales, particularmente para
G. diazotrophicus, existen referencias de la liberacion de auxinas, giberelinas y citoquininas ©.

Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que a partir de nuevos estudios fisiologicos-
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bioquimicos se identifiqguen nuevos compuestos o cepas que produzcan altas cantidades de las
fitohormonas anteriormente mencionadas y que, debido a ello, induzcan un mayor efecto
estimulador en los indicadores del crecimiento y el rendimiento de los cultivos. EI aumento sobre
la productividad de las plantas que se alcanz6 en el presente estudio, fue superior al que se obtuvo
para la yuca en investigaciones previas realizadas en las condiciones de Cuba, pero en pequefias
parcelas © y demuestra el potencial que tiene la bacteria endofita para ser utilizada como
estimulador del crecimiento en esta especie vegetal, en diferentes modalidades de produccion.

La concentracion de G. diazotrophicus en las hojas de las plantas de yuca fue tres 6rdenes mayor
cuando se aplicé el microorganismo. En la primera camparfia (2009-2010) se obtuvo un valor de
4,2x10* UFC gramo de tejido fresco™ en hojas provenientes de plantas controles y de 3,1x10” UFC
gramo de tejido fresco™, en hojas muestreadas a partir de plantas biofertilizadas; mientras que en
el segundo ensayo (campafia 2010-2011), la concentracion de la bacteria en las hojas de las plantas
controles fue de 2,1x10* UFC gramo de tejido fresco™y en las hojas de las plantas inoculadas de
5,3x10” UFC gramo de tejido fresco™. La presencia de 1000 veces mas UFC en las plantas
inoculadas, indica que la bacteria enddfita coloniza la especie vegetal después de su aplicacién en
este cultivo, lo que conduce a la obtencion de un efecto estimulador del crecimiento y del
rendimiento. Se puede deducir, ademés, que la yuca es mas sensible a la colonizacion de
G. diazotrophicus que el boniato, teniendo en cuenta que en el primer caso se obtuvo una menor
concentracion de la bacteria.

La aplicacién de G. diazotrophicus en plantas de malanga también provocd un efecto positivo
sobre el desarrollo y el rendimiento de la especie vegetal. En este cultivo, el rendimiento agricola
se incrementd entre 40 y 58 % en cada campafa, respectivamente, con la obtencion de un promedio
de 13 t ha! adicionales después de la aplicacion de la bacteria endéfita. El largo y el diametro de
los tubérculos aumento en 94 y 58 %, respectivamente, en la primera campafia; mientras que en la
segunda se incrementd en mas del doble y 48 %, con relacién a los tubérculos provenientes de

plantas controles sin tratar (Tabla 4).

Tabla 4. Respuesta del cultivo de la malanga clon México 1, a la inoculacién con G. diazotrophicus,
cepa INIFAT Abnl

Variante Diametro del Largo del tubérculo Rendimiento
tubérculo (cm) (cm) (tha?)
2009-2010 2010-2011  2009-2010  2010-2011  2009-2010 2010-2011
Testigo 3,89b 3,66b 6,75b 6,40 b 28,95b 25,06 b
Inoculado 6,15a 5,47 a 13,10 a 12,90 a 40,70 a 39,84 a
Esx 0,96 0,40 0,617 0,31 1,04 0,82

Medias con letras no comunes difieren significativamente entre si por prueba de Anova y Test de Newman Keuls con p<5 %
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Se debe destacar que en el caso del presente estudio, los valores de rendimiento obtenidos son
superiores a los alcanzados en ensayos realizados con la especie vegetal y G. diazotrophicus en
pequefias parcelas ), aspecto que demuestra las perspectivas de uso del microorganismo, como
parte del manejo agronémico de la malanga.

La inoculacién con G. diazotrophicus, puede contribuir de forma significativa a las ganancias de
nitrégeno en las plantas, por su condicion de fijador de dinitrégeno ©). Como ventaja de esta
asociacion planta-bacteria, se destaca el efecto continuado del microorganismo durante todo el
desarrollo del cultivo, que, a diferencia de los fertilizantes quimicos, permite se incremente la
disponibilidad del nutriente (nitrégeno) para la planta, segun sus necesidades y en dependencia de
su estadio fisioldgico. Sin embargo, teniendo en cuenta los pocos estudios realizados sobre la
interaccion de G. diazotrophicus y viandas tropicales, seria conveniente demostrar el porcentaje
de nitrédgeno que el microrganismo pone a disposicion de la planta.

La concentracion de G. diazotrophicus en hojas jovenes de malanga se incrementaron en cuatro
ordenes (10 000) en las plantas inoculadas con respecto a las plantas testigos. En la primera campafia
(2009-2010), los valores alcanzados para este indicador fueron de 4,1x10% UFC por gramo de tejido
fresco™ en plantas controles y de 2,4x107 UFC por gramo de tejido fresco™ para las plantas que se
inocularon de forma artificial con la cepa INIFAT Abnl de Gluconacetobacter diazotrophicus.
En la segunda campafia (2010-2011) se obtuvo un comportamiento similar. Asi, las plantas controles
promediaron un valor poblacional de 5,2x10° UFC gramo de tejido fresco™, mientras que las
inoculadas mostraron una poblacion del endofito de 3,1x10” UFC g de tejido fresco™.

A partir del incremento de la concentraciéon de la bacteria en las plantas inoculadas se puede
deducir, al igual que en la yuca y en el boniato, que es necesario aumentar el nimero de células
del microorganismo en el interior de las plantas a través de la inoculacion, ya que las poblaciones
naturales de la bacteria no permiten que se manifieste el efecto estimulador del crecimiento de
G. diazotrophicus sobre estos cultivos, tal y como se aprecia en las diferencias discutidas en los
indicadores del crecimiento entre las plantas testigo e inoculadas. Sin embargo, a diferencia de
otras viandas, en malanga, se puede sugerir la inoculacién de vitroplantas en los CRAS
(Centro Reproductor de Semilla Agamica), de forma tal que la plantula, una vez liberada por esta
unidad, presente una concentracion de G. diazotrophicus adecuada para su posterior
establecimiento y desarrollo en campo. En este sentido, se han realizado inoculaciones con
diferentes especies promotoras del crecimiento, incluida G. diazotrophicus, en yuca durante la fase
de aclimatacion con resultados positivos 7, pero es un tema de investigacion que se debera

abordar en otros trabajos investigativos.
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El estudio demostro el efecto beneficioso en el crecimiento y el rendimiento del boniato, la yuca

y la malanga que se alcanza mediante la aplicacion del endofito G. diazotrophicus.

CONCLUSIONES

La aplicacion de la cepa INIFAT Abn-1 de Gluconacetobacter diazotrophicus permite mejorar el
crecimiento, el desarrollo y el rendimiento de los cultivos de boniato, yuca y malanga, en

condiciones de produccion.

RECOMENDACIONES

e Implementar el uso de G. diazotrophicus dentro de las préacticas agronémicas para el manejo
agricola de los cultivos de boniato, yuca y malanga.
e Demostrar el posible potencial como nitrofijador de Gluconacetobacter diazotrophicus, en

interaccion con boniato, yuca y malanga, mediante técnicas isotdpicas.
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