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RESUMEN: Durante dos afios se realizo un estudio en la Estacion Experimental de Suelos y Fertilizantes
Escambray (ubicada en la provincia de Cienfuegos, Cuba), con el fin de evaluar el efecto de la
aplicacion de diferentes dosis de Azospirillum lipoferum en Megathyrsus maximus vc. guinea
tobiata. Para ello se empled un disefio de bloques al azar, con siete tratamientos y tres réplicas.
Los tratamientos fueron: dosis de aplicacion del biofertilizante (L ha™): 25, 50, 75, 100 y 125;
un testigo con NPK en la siembra (45 kg ha' de nitrogeno en cortes alternos); y un control
absoluto. Las parcelas median 16 m?, con un area evaluable de 9 m?. La cepa de 4. lipoferum
utilizada fue INICA-8, con una concentracién promedio de 10 ufc g"' de semilla. Se realizaron
cuatro cortes por aflo, con una frecuencia de 90 dias, a una altura sobre el suelo de 25 cm, y en
cada corte se evalud el rendimiento de materia seca. La aplicacion de A. lipoferum tuvo una
influencia favorable en el establecimiento del pasto; el rendimiento acumulado fue de 27,91
28.34; 30,17; 30,23 y 31,92 t de MS ha' para 25, 50, 75,100 y 125 L ha’, respectivamente, con
diferencia significativa del control. El mayor rendimiento de MS se encontrd en el testigo
fertilizado (54,45 t de MS ha'), que difirio significativamente del resto de los tratamientos. Se
concluye que este biopreparado puede ser una alternativa a la fertilizacion mineral.
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ABSTRACT: A study was conducted during two years at the Soils and Fertilizers Research Station Escambray
(located in the Cienfuegos province, Cuba), in order to evaluate the effect of the application of
different doses of Azospirillum lipoferum in Megathyrsus maximus cv. guinea tobiata. For such
purpose a randomized block design was used, with seven treatments and three replications.
The treatments were: doses of application of the biofertilizer (L ha™): 25, 50, 75, 100 and 125;
a control with NPK at planting (45 kg ha of nitrogen in alternate cuttings); and an absolute
control. The plots measured 16 m?, with an evaluable area of 9 m? The A. lipoferum strain
used was INICA-8, with an average concentration of 10® cfu g of seed. Four cuttings per year
were made, with a frequency of 90 days, at a height above the soil of 25 cm, and in each cutting
the dry matter yield was evaluated. The application of A. lipoferum had a favorable influence
on the pasture establishment; the accumulated yield was 27,91; 28.34; 30,17; 30,23 and 31,92
t DM ha! for 25, 50, 75, 100 and 125 L ha’, respectively, with significant difference from the
control. The highest DM yield was found in the fertilized control (54,45 t DM ha™'), which
differed significantly from the other treatments. It is concluded that this biopreparation can be
an alternative to mineral fertilization.
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INTRODUCCION

La agricultura, a nivel mundial, constituye una
actividad fundamental para la subsistencia de la po-
blacion humana. Diversos factores han conducido a
un proceso de deterioro de sus escasos recursos y
a una creciente dificultad para renovarlos. El sue-
lo como base de los recursos y de la produccion se
encuentra enmarcado en un ambiente complejo, he-
terogéneo y fragil, que evidencia una alta suscep-
tibilidad a la erosion y una baja fertilidad natural,
con efectos sobre la produccion de los cultivos, la
productividad del trabajo y la factibilidad del es-
tablecimiento de sistemas productivos sustentables.
La recuperacion y mantenimiento de la fertilidad
de los suelos sobre una base sostenible constituye
un factor de gran importancia en el desarrollo de la
produccién agropecuaria mundial (Rueda-Puente
et al., 2015).

El objetivo de las estrategias de manejo de los
nutrientes es lograr en los cultivos la produccion re-
querida, de una manera eficiente, econémica y sus-
tentable. A nivel mundial existe consenso acerca de
que la agricultura basada en la dependencia exclu-
siva de insumos quimicos no es sustentable a largo
plazo, y que solo involucrando la combinacion de
fertilizantes organicos, abonos verdes y biofertili-
zantes sera posible lograr una produccion sostenible
de alimentos, mantener la biodiversidad del suelo y
evitar la contaminacion del ambiente (Aguirre-Me-
dina et al., 2010).

Los biofertilizantes se consideran una alter-
nativa para sustituir parcial o totalmente los fer-
tilizantes minerales, y el empleo de bacterias que
interaccionan con las plantas resulta una opcion
viable en muchos paises. En la actualidad se busca
el desarrollo de biofertilizantes con el uso de bacte-
rias promotoras del crecimiento vegetal, en particu-
lar del género Azospirillum, el cual fija nitrogeno y
produce fitohormonas (Ferlini, 2008).

La primera especie del género Azospirillum fue
aislada por Beijerinck en 1925, en Holanda, a partir
de suelos pobres en nitréogeno, y se llamo original-
mente Spirillum lipoferum. Desde entonces, se han
aislado cepas de este género a partir de numerosas
especies de pastos silvestres y cultivados, de ce-
reales y de leguminosas en climas tropicales y sub-
tropicales, segin informaron Rueda-Puente et al.
(2015). Esta bacteria ha progresado en los campos,
dando lugar a una aplicacion cada vez mayor y exi-
tosa en varias regiones del mundo, especialmente
en América del Sur y Centroamérica (Hartmann y
Bashan, 2009).

En este estudio se evaluo la aplicacion de dif-
erentes dosis de Azospirillum lipoferum en Mega-
thyrsus maximus vc. guinea tobiatd, en condiciones
de campo, como una opcidn para mejorar el ren-
dimiento de materia seca de esta especie de pasto.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realiz6 durante dos afios, en
un suelo Pardo Grisaceo (Hernandez et al., 1999),
en parcelas de 16 m? sembradas con M. maximus vc.
guinea tobiata. Los principales indicadores de la fer-
tilidad del suelo mostraron los siguientes valores: pH
(KCI): 5,4 método potenciométrico (Oficina Nacional
de Normalizacion, 1999c); P,O,: 4,71mg/100 g de suelo
método colorimétrico de Oniani (Oficina Nacional de
Normalizacion, 1999b); K,O: 13,1 mg/100 g de suelo
por fotometria de llama segtin el método colorimétri-
co de Oniani (Oficina Nacional de Normalizacion,
1999b); materia organica: 1,24 % segiin el método
Walkley-Black (Oficina Nacional de Normalizacion,
1999)a; y nitrogeno total: 0,185 %.

Se empled un disefio de bloques al azar con siete
tratamientos y tres réplicas. Los tratamientos eval-
uados fueron: dosis de aplicacion del biofertilizante
(L ha'): 25, 50, 75, 100 y 125; un testigo con NPK
en la siembra (45 kg ha' de nitrégeno en cortes al-
ternos); y un control absoluto.

La cepa de A. lipoferum utilizada fue la INICA-8,
con una poblacion de 107 ufc g' de semilla.

En la siembra se empled semilla botanica, con
96 % de germinacion. El biofertilizante se aplico
sobre la semilla en el momento de la siembra;
después del corte de establecimiento (corte cero), y
posteriormente en cortes alternos. Se hicieron cua-
tro cortes por afio, con una frecuencia de 90 dias, a
una altura de 25 cm sobre el suelo. Se aplic6 NPK
después de la siembra, a razon de 45 kg de N ha'!, 40
kgde P,O,ha'y 120 kg de K,O ha'; posteriormente
se aplico N en similar dosis, en cortes alternos. Los
portadores quimicos empleados fueron nitrato de
amonio, superfosfato simple y cloruro de potasio.

En cada corte se midio el rendimiento de masa
seca (t ha'). Los resultados se analizaron mediante
un ANOVA, y cuando F resulto significativamente
diferente las medias se compararon segun la prueba
de rango multiple de Duncan (1955).

RESULTADOS Y DISCUSION

La influencia de la aplicacion de Azospirillum
en el establecimiento del pasto se muestra en la fi-
gura 1. El rendimiento de materia seca en relacion
con el control absoluto resultd estadisticamente su-
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Fig. 1. Rendimiento de masa seca (t ha') de M. maximus vc. guinea tobiata en el corte

de establecimiento.

perior en los tratamientos inoculados con el biopre-
parado, con incrementos crecientes de acuerdo con
el aumento de las dosis empleadas (13,7; 21,8; 35,7;
35,2 y 44,0 %, respectivamente). El mayor conteni-
do de materia seca se obtuvo con la aplicacion ini-
cial de NPK, que difiri6 de todos los tratamientos.
Esta respuesta en el establecimiento no necesaria-
mente se le puede atribuir al biopreparado, sino al
proceso de adaptacion del Azospirillum en el suelo,
por lo que debe tenerse en cuenta el efecto sinér-
gico de las relaciones fisioldgicas que se manifies-
tan en el propio pasto, el organismo inoculado y
la fenologia de la planta. Hubo evidencias de una
germinacion mas precoz en todos los tratamientos
inoculados en relacion con el testigo.

La capacidad de Azospirillum para colonizar la
rizosfera puede depender de algunas propiedades
de la bacteria, como la quimiotaxis hacia los exuda-
dos de la raiz, un metabolismo versatil que incluye
la fijacion de nitrégeno, el antagonismo y la compe-
tencia con los microorganismos. En tal sentido, re-
sulta importante su habilidad para unir las raices de
las plantas y las particulas del suelo, lo que sugiere
que la unién de Azospirillum a las raices involucra
dos fases distintas: adsorcion y anclaje (De-Bashan
et al., 2010).

Las especies A. lipoferum y Azospirillum bra-
silense se caracterizan por su motilidad y respuesta
a factores quimiotaxicos, y por permanecer du-
rante un largo periodo en la rizosfera de los cul-
tivos. Estas caracteristicas les confieren facilidad
para competir con la microflora nativa; por ello
se pueden encontrar en un gran numero de suelos
tropicales, incluso en tundras y sitios semidesérti-
cos (Diaz-Franco y Ortegon-Morales, 2006; Gar-
cia-Olivares ef al., 2012). Estos criterios deben ser

tomados en cuenta para considerar la estabilidad
del microorganismo en el suelo y su influencia en el
establecimiento de M. maximus vc. guinea tobiata.

La mayoria de las investigaciones dirigidas a
mejorar la respuesta vegetal se han basado en el
uso de bacterias nativas fijadoras de nitrogeno en
cereales y forrajes, y recientemente se han inclui-
do otras plantas, asi como el empleo de productos
biologicos comerciales. En ciertas circunstancias,
la cantidad de nitrogeno fijado por estos microor-
ganismos puede ser significativa, pero no explica
por si misma el incremento del crecimiento de las
plantas. En numerosos ensayos se ha comprobado
que Azospirillum produce un incremento radicu-
lar altamente significativo en la etapa inicial de las
plantas en cultivo (Ramirez-Elias et al., 2014), y
ello puede influir en una mejor respuesta en la fase
de establecimiento del pasto, como lo corroboran
los resultados expuestos con anterioridad.

Varios autores se refieren a la importancia del
periodo posterior a la inoculacioén para la sobrevi-
vencia de los microorganismos en el suelo, donde
un gran numero de poblaciones microbianas in-
teractuan con los diversos sustratos y raices de las
plantas. Reportes de investigaciones indican que
solamente aquellos organismos capaces de trasla-
darse de las semillas a la raices e incrementar su
biomasa en la rizosfera pueden ser considerados
colonizadores competitivos de las raices (De-
Bashan et al., 2007).

Con el objetivo de encontrar esta bacteria «ideal»,
se considerd importante estudiar diferentes asocia-
ciones entre bacterias beneficiosas y tipos de plan-
tas. Azospirillum mostrd los mejores resultados vy,
por ello, puede servir como modelo para todas las
bacterias asociativas y otros grupos bacterianos,
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tales como cianobacterias, bacterias solubiliza-
doras de fosfato y bacterias sulfoxidantes (Trejo
et al., 2012). Los consorcios de microorganismos
aparentemente funcionan mejor cuando se incluyen
bacterias solubilizadoras de fosfatos, Azotobacter,
rizobios, bacilos y hongos micorrizico-arbusculares
(MA). Esto se explica por los efectos sinérgicos de
cada uno de ellos en el aumento de la disponibili-
dad de nutrientes y la inactivaciéon de compuestos
inhibitorios, actividades que coadyuvan a un mejor
crecimiento de las plantas.

El rendimiento de MS acumulada se presenta
en la tabla 1.

Fue evidente la respuesta del biofertilizante
en relacion con el testigo absoluto en los periodos
evaluados y en el acumulado; en este ultimo, el in-
cremento del rendimiento de materia seca fue de
42.4; 44,6; 54,0; 54,3 y 62,9 % para 25, 50, 75, 100
y 125 L ha’, respectivamente, sin diferencias esta-
disticas entre las dosis. Una valoracion economica
preliminar presupone la factibilidad de emplear A.
lipoferum como alternativa de biofertilizacion ante
la carencia de fertilizantes minerales que sufren los
pastos. Teniendo en cuenta el aumento significativo
del rendimiento de materia seca respecto al control
absoluto y el costo creciente de los fertilizantes mi-
nerales sintéticos, se puede evaluar la coinoculacion
de Azospirillum con otros biofertilizantes, como
las micorrizas y los microorganismos eficientes, y
también la aplicacion de dosis bajas de fertilizantes
minerales para tratar de aumentar el contenido de
materia seca.

Los resultados coinciden con lo hallado por
Cuesta-Muioz ef al. (2005) en la region del Caribe
seco colombiano, en un suelo con pH cercano a la

neutralidad y bajo contenido de materia organica,
donde M. maximus alcanzé una alta productividad
de materia seca (alrededor de 12 a 18 t ha™') debido
a la fijacion biologica del nitrogeno y al efecto de
las fitohormonas, cuando se inocularon cepas de
Azospirillum para suplir las fuentes de nitrégeno de
origen sintético. En otros cultivos como el trigo, el
sorgo y el maiz (Diaz-Zorita y Fernandez-Canigia,
2009) la inoculacion de semillas con Azospirillum
mostré un efecto positivo en la longitud de la espiga
(7-30 %) y en la produccion de espiguillas fértiles
(12-25 %).

Huerta et al. (2008) sefialaron que dentro de
los biofertilizantes se agrupan aquellos que tienen
como base microorganismos que viven normal-
mente en el suelo en poblaciones bajas, y que, al au-
mentarse por medio de la inoculacién artificial, son
capaces de poner a disposicion de las plantas una
cantidad importante de elementos nutritivos me-
diante su actividad biologica; por ello, el determi-
nar la presencia de Azospirillum en el tipo de suelo
donde se realizo la investigacion podria corroborar
lo planteado por estos autores.

La respuesta favorable de M. maximus vc. guinea
tobiatd a la inoculacion se alcanzo en un suelo con
pH de 5,4 (medianamente 4cido), lo que no se co-
rresponde con lo informado por Sanchez (citado por
(Rivera-Botia, 2008), quien planted que el género
Azospirillum presenta un crecimiento 6ptimo en
rango de pH de 6,5-7,0, y sefial6 ademas que para A.
brasilense dicho rango es de 6,0-7,8; 4. lipoferum,
5,7-6,8; Azospirillum amazonense, 5,1-6,5; Azospi-
rillum halopraeferens, 6,0-8,0; y Azospirillum doe-
bereinerae, 6,0-7,0, 1o que significa que a pesar de
estar fuera del rango recomendado, Azospirillum

Tabla 1. Efecto de la aplicacion del Azospirillum en el rendimiento de materia seca.

. Periodo poco lluvioso Periodo lluvioso Acumulado
Tratamiento
MS (tha') Incremento (%) MS (tha') Incremento (%) MS (tha') Incremento (%)
25 L ha' 6,32¢ 40,1 21,59 43,1 27.91° 424
50 Lha' 7,21%¢ 59,8 21,13% 40,1 28.34° 44,6
75 L ha'! 7,18 59,2 22,99¢¢ 52,4 30,17° 54,0
100 L ha'! 7,31% 62,0 22,920 52,8 30,23° 54,3
125 L ha' 7,51 66,5 24.,41° 61,8 31,92° 62,9
Control absoluto 4,514 - 15,08¢ - 19,59¢ -
(Tlff}f%" fertilizado 1 30 : 42,82 - 54,45° -
ES + 0,3817%* - 1,9118%* - 1,9901%* -
Valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05 (Duncan, 1955)  ** p <0,01
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encontré condiciones para su establecimiento que
le permitieron influir favorablemente en el pasto
inoculado.

Los estudios de mas de veinte afios indican que
las bacterias del género Azospirillum tienen una es-
pecial afinidad por las raices de las gramineas (Bra-
sil et al., 2005), como es el caso de los pastos, que
responden con incrementos en su crecimiento y en
el rendimiento cuando son inoculados con Azospi-
rillum spp. La secrecion de sustancias promotoras
del crecimiento de las plantas (tales como auxinas,
giberelinas y citoquininas) por Azospirillum parece
estar involucrada parcialmente en este efecto (Reis
Junior et al.; Radwan et al.; Kuss et al., citados por
(Cardenas et al., 2010).

En la region del Caribe seco colombiano, Car-
denas (2007) aislo cepas de Azospirillum con el fin
de evaluar su efecto en semillas de M. maximus cv.
Tanzania, en inoculacién simple y en coinoculacion
con una cepa fosfatosolubilizadora de Enterobacter
agglomerans (UV1), aislada de suelos algodoneros
del Cesar. Esta inoculacion aument6 hasta 20 % la
proteina cruda y 45 % la materia seca, respecto a
plantas fertilizadas con fuentes nutricionales qui-
micas en condiciones de invernadero. En la pre-
sente investigacion el rendimiento de materia seca
supero el 40 %, lo que avala la respuesta favorable
de M. maximus a la inoculaciéon con Azospirillum.

Otros autores informan que la inoculacion con
A. brasilense es altamente beneficiosa en grami-
neas como el maiz, la cafia de azucar, los pastos
y el sorgo, debido a que aporta de 30 a 50 % de
nitrogeno a dichos cultivos. Ademas de fijar nitro-
geno, esta bacteria es capaz de producir hormonas
de crecimiento vegetal como 4cido indolacético
(AIA), que genera un crecimiento importante del
sistema radicular, con una mayor absorcion, inclu-
so, de los propios fertilizantes minerales aplicados
(Aguilar-Piedras et al., 2008).

Los inoculantes microbianos representan una
nueva tecnologia que contribuye a mejorar la pro-
ductividad del sistema agropecuario a largo plazo.
Esta puede ser considerada como una tecnologia
limpia, alineada con los principios de la agricultura
sustentable y opuesta al aumento abusivo de la utili-
zacion de pesticidas y fertilizantes en estos tltimos
tiempos. Varios microorganismos se emplean en la
practica agricola habitual, y otros tienen potenciali-
dad para ser utilizados en el futuro (Naiman et al.,
2009). Ello indica la necesidad de continuar profun-
dizando en los mecanismos de inoculacion y en las
ventajas que representan estos microorganismos en

la obtencién de producciones mas limpias y con un
costo econdmico menor.

Se concluye que la aplicacion de A. lipoferum
influy6 favorablemente en el establecimiento de M.
maximus vc. guinea tobiatd, asi como en el incre-
mento del rendimiento acumulado de materia seca.
Asimismo, el mayor rendimiento de MS se encon-
tro en el testigo fertilizado, que difirié significati-
vamente del resto de los tratamientos. La respuesta
del rendimiento de masa seca a la inoculacion res-
pecto al control indica la posibilidad de emplear
este biopreparado como alternativa a la fertiliza-
cion mineral, y se recomienda probar dosis mayores
en estudios posteriores.
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