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Articulo cientifico

Productividad de bermuda Tifton 85, inoculada con Bradyrhizobium sp.
y Trichoderma harzianum, sometida a estrés de sequia agricola
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Resumen

Se llevo a cabo un experimento de campo, en condiciones estresantes de sequia agricola, para evaluar el efecto de
la inoculacion combinada con Bradyrhizobium sp.'y Trichoderma harzianum en variables agroproductivas del hibrido
Tifton 85 (Cynodon dactylon). El disefio experimental fue de parcela testigo, con cinco réplicas y tres tratamientos:
testigo fertilizado con NH,NO, (150 kg de N/ha), control absoluto y tratamiento inoculado. Se evalué el peso seco de
la parte aérea (PSPA), el indice de eficiencia de la inoculacion sobre la base del PSPA (IEIPSPA), la longitud del tallo
(LT) y la floracién (Flor.). En el PSPA se constat6 la superioridad estadistica del tratamiento inoculado (326,8 g/m?)
sobre el control absoluto (230,0 g/m?), aunque estos dos tratamientos, a su vez, fueron inferiores al testigo fertilizado
(492,4 g/m?). Respecto al IEIPSPA, el tratamiento inoculado present6é un 42,1 % mas de biomasa que el control
absoluto. En la LT no existieron diferencias estadisticas entre el tratamiento inoculado (28,9 cm) y el control absoluto
(27,0 cm), mientras que el testigo fertilizado (36,8 cm) superd a ambos. No hubo diferencias entre tratamientos en la
floracion. Se concluye que, a pesar de que no existio efecto de los inoculantes microbianos en el estado de floracion del
cultivo, ni en la longitud del tallo, se obtuvo una productividad de biomasa aérea en el tratamiento inoculado superior
a la del control absoluto. De manera general, se demostro la eficiencia de los inoculantes microbianos utilizados.
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Abstract

A field trial was conducted, under stressing conditions of agricultural drought, in order to evaluate the effect of
combined inoculation with Bradyrhizobium sp. and Trichoderma harzianum on agroproductive variables of the hybrid
Tifton 85 (Cynodon dactylon). The experimental design was control plot, with five replicas and three treatments: con-
trol fertilized with NH,NO, (150 kg of N/ha), absolute control and inoculated treatment. The dry weight of the aerial
part (APDW), inoculation efficiency index based on the APDW (IEIAPDW), stem length (SL) and flowering (Flow.),
were evaluated. In the APDW the statistical superiority of the inoculated treatment (326,8 g/m?) over the absolute con-
trol (230,0 g/m?), was observed, although these two treatments, in turn, were lower than the fertilized control (492.,4
g/m?). With regards to IETAPDW, the inoculated treatment showed 42,1 % more biomass than the absolute control. In
SL there were no statistical differences between the inoculated treatment (28,9 cm) and the absolute control (27,0 cm),
while the fertilized control (36,8 cm) surpassed both. There were no differences among treatments in flowering. It is
concluded that, although there was no effect of the microbial inoculants on the flowering status of the crop, or on the
stem length, a productivity of aerial biomass was obtained in the inoculated treatment higher than that of the absolute
control. In general, the efficiency of the microbial inoculants used was proven.

Keywords: Cynodon dactylon, flowering, inoculation.

Introduccion

Tifton 85 [Cynodon dactylon (L.) Pers] es un | estados surefios himedos, segiin McNamee (2014),
hibrido resultante del cruce de Tifton 68 con una | quien sefialo, ademds, que las ventajas de esta gra-
accesion de bermuda sudafricana que se introdujo | minea, las cuales incluyen un alto potencial de
en Estados Unidos como pasto y para heno en los | biomasa, tolerancia a la sequia y a los insectos y
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respuestas excepcionales a la fertilizaciéon con ni-
trogeno, la hacen muy popular en el sur de Esta-
dos Unidos. En Cuba, al igual que otras gramineas
estoloniferas de pasto, esta variedad se introdujo
con éxito como fuente de fibra y nutrientes para
la ganaderia vacuna, y es una de las variedades de
pasto reconocidas en la Lista Oficial de Variedades
Comerciales de Cuba (MINAG, 2016). Schwantes
et al. (2017) aseguran que esta variedad responde
bien a la fertilizacién organica; mientras que Ames
et al. (2015) hallaron que Tifton 85 era superior en
materia seca y otros indicadores para la produccion
de heno, en comparacion con variedades de avena.

La productividad de los cultivos se afecta por
diversos factores ambientales estresantes; y se co-
noce que el estrés hidrico, provocado por la sequia,
limita el crecimiento y la productividad de los cul-
tivos, especialmente en areas aridas y semidridas
(Yang et al., 2009). Si se tiene en cuenta ademas
que el género Cynodon se caracteriza por su capaci-
dad de extraer grandes cantidades de nutrientes del
suelo (Pant et al., 2004), existe entonces la necesi-
dad de buscar vias menos costosas y de mayor im-
pacto ambiental que los fertilizantes quimicos para
garantizar una adecuada nutricion de este pasto.

Las rizobacterias pueden contribuir a que las
plantas toleren mejor los efectos de la sequia; entre
estas, los rizobios ocupan un lugar importante en
la induccién de tolerancia al estrés. Hussain et al.
(2014) demostraron, en ensayos in vitro, que exis-
tian aislados rizobiales provenientes de legumino-
sas de grano tolerantes a condiciones de sequia,
debido a su produccion de catalasa. Hay anteceden-
tes en Cuba del efecto positivo de Bradyrhizobium
al combinarlo con Trichoderma harzianum en pas-
tos, como buffel formidable (Bécquer et al., 2017a);
y en cereales, como triticale (Bécquer et al., 2016b) y
maiz (Bécquer et al., 2017b), cultivos que se encon-
traban sometidos a condiciones de estrés por sequia.

Por otra parte, el hongo filamentoso Tricho-
derma induce mecanismos de defensa y estimula
el crecimiento vegetal (Woo et al., 2014). Uno de
los factores que contribuyen a la actividad biologi-
ca beneficiosa de algunas especies de Trichoderma
esta relacionado con una amplia variedad de meta-
bolitos secundarios que estas producen (Vinale et
al., 2014a; 2014b).

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de
la combinacion de Bradyrhizobium sp. y T. har-
zianum en variables agroproductivas de bermuda
Tifton 85, durante estrés continuado por sequia
agricola.

Materiales y Métodos

Localizacion. El experimento se montd durante
la tercera decena de diciembre de 2016, en una parce-
la de produccion de semillas de la Estacion Experi-
mental de Pastos y Forrajes de Sancti Spiritus, Cuba;
situada a 21° 53’ 00" de latitud norte y los 79° 21" 25"
de longitud oeste, y a una altura de 40 msnm.

Cepa de rizobio. Se aplicé la cepa HoS5, per-
teneciente al género Bradyrhizobium sp., micro-
simbionte de Desmodium triflorum, leguminosa
procedente de un ecosistema ganadero arido de
Holguin, Cuba (Bécquer et al., 2016b).

Cepa de Trichoderma. Se utilizé el producto
TRICOSAVE 34 (LABIOFAM, S.A.), compuesto
por un sustrato de cascara y cabecilla de arroz inocu-
lado con micelios esporulados de 7. harzianum A-34.

Material vegetal. Se evalué el hibrido Tifton 85
[C. dactylon (L.) Pers].

Preparacion de los inoculos:

Trichoderma. Este producto, por recomenda-
cion técnica del fabricante, se afiadié a agua co-
rriente, a razén de 35 g/L; y se filtro con gasa, antes
de inocular las plantas (1-2 x 10° conidios/g). El ti-
tulo final de la suspension (10°-10% conidios/mL) se
correspondid con lo recomendado por Wolffhechell
y Jensen (1992).

Bradyrhizobium. La cepa creci6é en medio so-
lido levadura-manitol y se resuspendié en medio
liquido hasta lograr una concentracion celular de
10°-108 UFC/mL, lo que se comprobd mediante el
conteo de células viables (Vincent, 1970). Para la
inoculacion de las plantas, se diluyd el indculo en
proporcion 1:10 en solucion salina 0,9 %.

Agrotecnia del experimento. Se mont6 el expe-
rimento sobre una parcela previamente establecida,
de 34 x 16 m, destinada a la produccion de semilla
de bermuda Tifton 85. Se efectud un corte de es-
tablecimiento para proceder a la inoculacion, y no
se aplico riego durante el periodo experimental. Se
cosecho a los 132 dias posteriores a dicho corte.

Inoculacion de las plantas:

* Con Trichoderma. La inoculacion se realizd
inmediatamente después del corte de estableci-
miento, con un aspersor manual de 20 L de ca-
pacidad cuyo contenido se vertio sobre los tallos
recién cortados, de tal forma que al regular el
surtidor se inocularon 3 440 mL de indculo li-
quido en el area del tratamiento correspondiente
(dosis equivalente a 250 L/ha de suspension fi-
nal, segun recomendacion del fabricante).
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* Con Bradyrhizobium. La inoculacién se realizd
a los 15 dias después de la aplicacion inicial con
Trichoderma, con un aspersor manual de 20 L
de capacidad cuyo contenido se vertié sobre los
rebrotes de las plantas, por lo que se inocularon
3 440 mL de indculo liquido (suspension final)
en el area del tratamiento correspondiente (dosis
de 20 L/ha de indculo inicial).

El tratamiento control absoluto recibio 3 440 mL
de agua corriente al inicio y 3 440 mL a los 15 dias.
Al testigo fertilizado se le aplico 3,2 kg de NO,NH,,
equivalente a 150 kg de N/ha, y recibi6 3 440 mL de
agua corriente al aplicarse el fertilizante y 3 440 mL
alos 15 dias.

Evaluacion de las variables climaticas. Los da-
tos de temperatura, precipitacion, humedad relativa
y vientos, asi como su analisis, se colectaron en la
Estacion Meteoroldgica de Sancti Spiritus.

Determinacion del estado de sequia agricola.
El estado de sequia agricola se determiné a través
del indice de aridez o indice de sequia agricola (IE)
(Solano et al., 2004), el cual se utilizé para compro-
bar si el experimento se realizaba en condiciones de
estrés hidrico:

IE = ETR / ETP, donde:

ETR: evapotranspiracion real estimada, depen-
diente del estado de humedad del suelo.

ETP: evapotranspiracion potencial estimada,
dependiente de las condiciones atmosféricas.

Cuando ETR = ETP, el aprovisionamiento de
agua del suelo es adecuado. Cuando ETR < ETP,
hay insuficiencia de agua.

Composicion agroquimica bdsica del suelo
experimental. El suelo del area experimental se
corresponde con el tipo Fluvisol mullido (Hernan-
dez-Jiménez et al., 2015); presenta un contenido
muy bajo de P,O, (13,2 mg/100 g de suelo- Oniani)
y de K, O (14,5 mg/100 g de suelo-Oniani), asi como

de materia orgéanica (2,25 %- Walkley-Black), pH-
4,8 y una capacidad de intercambio catidénico de
18 meq/100 g (Mehlich).
Diserio experimental y andlisis estadistico.

Se aplicé un diseilo experimental de parcela tes-
tigo, con tres tratamientos y cinco réplicas. Los
tratamientos fueron: 1) Inoculado: Trichoderma
en el corte + Bradyrizobium sp. a los 15 dias del
corte (Trich.+Ho 13.15d.); 2) Control absoluto (CA);
3) Testigo fertilizado con 150 kg de N/ha (TF). Se
dividi6 el area en tres franjas de 4 m de ancho y
34 m de largo (136 m?), con calles de 2 m. Cada
franja se considerd un tratamiento, y las réplicas se
tomaron en cada parcela. Se realiz6 un analisis de
ANOVA. Las diferencias entre medias se determi-
naron por LSD de Fisher. Los datos porcentuales se
transformaron por arcosen\P y se utiliz6 el progra-
ma estadistico StatGraphics Centurion XV.

Como variables, se evaluaron: el peso seco de
la parte aérea (PSPA, g/m?), con un marco de 0,25
m?; la longitud del tallo (LT, m) y la inflorescencia
(flor, %). Ademas, se calcul6 el indice de eficiencia
de la inoculacion sobre la base del PSPA (IEIPSPA,
%), segun la formula de Santillana et al. (2012):

IEI: [(Tratamiento inoculado - control absoluto) /
control absoluto] x 100

Resultados y Discusion

Estado de la sequia agricola

El mes de noviembre culminé con un IE re-
gular, y el de diciembre con IE insuficiente (ta-
bla 1). La sequia agricola se agudizo en el periodo
de enero a abril, y se mantuvo el IE con categoria
de critico en cada uno de los meses y de muy critico
en marzo.

Los principales indicadores del balance hidrico
para la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes

Tabla 1. Principales indicadores del balance hidrico y de la categoria de sequia agricola.

Periodo Humedad inicial (%) Humedad final (%) ETP ETR Escurrimiento IE
Noviembre/2016 35,5 31,1 4,40 2,70 8,5 R
Diciembre/2016 31,1 24,9 4,28 0,52 2,3 I
Enero/2017 24,9 16,6 3,99 0,91 1,3 C
Febrero/2017 16,6 12,4 4,54 0,12 0,1 C
Marzo/2017 12,4 6,9 5,99 0,11 0 MC
Abril/2017 6,9 8,2 4,86 2,21 2,4 C

ETP: evapotranspiracion potencial estimada, ETR: evapotranspiracion real estimada.

R: regular, I: insuficiente, C: critico, MC: muy critico.
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de Sancti Spiritus —basado en los datos del pluvio-
metro ubicado en la periferia del area de estudio—,
se muestran en la tabla 1. La pérdida de humedad
del suelo ocurrié de forma progresiva en el periodo
experimental y la evapotranspiracion fue pobre, so-
bre todo en febrero y marzo de 2017.

Peso seco de la parte aérea e indice de eficiencia
de la inoculacion sobre la base del PSPA

Se hallo diferencia estadistica del tratamiento
inoculado con relacion al control absoluto, aunque
los dos fueron inferiores al testigo fertilizado (ta-
bla 2). Este resultado no es sorprendente, ya que al
ser el N el nutriente que se requiere en mayor canti-
dad en los sistemas forrajeros de produccion (Sny-
der y Leep, 2007), es logico que la planta tome el
elemento de mayor disponibilidad y asimilaciéon en
el suelo, proceso que los microorganismos no pueden
facilitar de igual forma. No obstante, se not6 el efec-
to positivo de los inoculantes microbianos con este
mismo tratamiento respecto al control absoluto.

En el IEL el tratamiento inoculado presentd
un 42,1 % mas de biomasa aérea que el control
absoluto. Bécquer ef al. (2017a) hallaron resultados
superiores en este indicador en Cenchrus ciliaris
L., al someter dicha graminea a estrés por sequia.
Alwhibi et al. (2017) informaron que plantas de
tomate inoculadas con 7. harzianum mostraron
incremento en el follaje, las raices y la clorofila,
en comparacion con los controles no inoculados.
En un experimento con vid, Pascale et al. (2017)
encontraron que dos cepas de 7. harzianum fueron
capaces de mejorar el rendimiento, los contenidos
de polifenoles y la actividad antioxidante de las
plantas. Por otra parte, se conoce que cepas de
Rhizobium sullae, aisladas en la region semiarida
de Tnez y moderadamente tolerantes a la sequia,
incrementaron de forma significativa la biomasa
aérea seca de plantas inoculadas en este tipo de
estrés ambiental (Fitouri et al., 2012).

Al proceder la cepa Ho5 (Bradyrhizobium sp.)
de un ecosistema ganadero arido de Cuba (Bécquer
et al., 2016b), se corrobora lo expresado por Tim-
musk et al. (2014) acerca de que los ambientes ex-
tremos pueden ser la fuente de rizobacterias con un
alto potencial de tolerancia, que puede transferirse
a las plantas.

Cuando se extrapolaron los datos (tabla 2), el
tratamiento inoculado presentd un rendimiento de
3 268 kg/ha (estadisticamente superior al control
absoluto), por lo que se puede inferir el efecto positivo
de estos microrganismos en el pasto que se sometid
a estrés por sequia agricola.

Por otra parte, el rendimiento del testigo
fertilizado fue de 4 924 kg/ha. McNamee (2014), en
el segundo afio de establecimiento de una parcela
de bermuda Tifton 85, con 168 kg de N/ha y en
condiciones edafoclimaticas mas favorables que
las de este experimento, obtuvo rendimientos entre
4 251 y 6 260 kg/ha. Si se tiene en cuenta que en el
presente experimento se utilizé una dosis mas bajade
fertilizante, ademas de las limitaciones ambientales
severas, se infiere el alto potencial de esta variedad
en condiciones ambientales estresantes de Cuba,
tanto al fertilizarla con productos bioldgicos, como
con portadores industriales de nitrogeno.

Longitud del tallo e indice de eficiencia de la
inoculacion sobre la base de la longitud del tallo

No existieron diferencias estadisticas entre el
tratamiento inoculado (28,9 cm) y el control abso-
luto (27,0 cm), en la longitud del tallo; mientras que
el testigo fertilizado (36,8 cm) superd a ambos trata-
mientos. No obstante, al calcular el IEI se constaté una
diferencia de 7 % con respecto al control absoluto
(tabla 3).

Estos resultados no coinciden con los de Béc-
quer et al. (2016a), quienes inocularon Triticale con
una cepa de Bradyrhizobium sp. 'y T. harzianum en
el momento de la siembra, tratamiento que propicid

Tabla 2. Peso seco de la parte aérea e indice de eficiencia de la inoculacion.

Tratamiento PSPA (g/m? 1EI (%) PSPA (kg/ha), extrapolado
Control absoluto 230,0¢ - 2300,0°
Tratamiento inoculado 326,8° 42,1 3268,0°
Testigo fertilizado 492 42 - 4 924,02

ES + 28,069 280,69

PSPA: peso seco de la parte aérea; IEI: indice de eficiencia de la inoculacion.

*p<0,001
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Tabla 3. Longitud del tallo e indice de eficiencia de la
inoculacion sobre la base de la LT.

Tratamiento LT (cm) 1EI (%)

Control absoluto 27,0° -

Tratamiento inoculado 28,9° 7,0

Testigo fertilizado 36,8° -
ES + 1,81985™

LT: Longitud del tallo; IEI: indice de eficiencia de la inoculacion

“*p < 0,001

una mayor elongacion del tallo en las plantas some-
tidas a sequia agricola; asi como con los resultados
que obtuvieron Bécquer et al. (2017a) en C. ciliaris,
al inocular con 7. harzianum y Bradyrhizobium sp.,
también en condiciones de sequia. Es posible que
la cantidad de fitohormonas encargadas de la elon-
gacion celular en el tallo no fuera suficiente para la
especie forrajera que se utilizo, a pesar del efecto
positivo de estas en la biomasa total. Ademas, el
estrés hidrico severo al cual se sometio el cultivo
debio influir negativamente en este proceso.

Floracion

No hubo diferencias entre los tratamientos (ta-
bla 4) en cuanto a la floracion. Sanchez-Lopez et al.
(2012) plantearon que la inoculacion de tomate con
diversas bacterias rizosféricas aumentd significati-
vamente la floracion de las plantas, debido quizas a
la capacidad de estas bacterias de producir indoles y
sideroforos y de solubilizar el fosforo, mecanismos
que promueven el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, los resultados que se obtuvieron en este
experimento contradicen tal afirmacion, lo que indi-
ca que el estrés por sequia pudo afectar la capacidad
estimuladora de la floracion en los microrganismos
que se inocularon.

Otra interpretacion pudiera basarse en el pa-
pel del etileno como responsable de la floracion en
muchas especies de plantas (Reid, 1995); y, como

durante el estrés por sequia se acenttia la biosintesis
de etileno (Ali et al., 2014), es posible que los mi-
croorganismos que se aplicaron al cultivo no fueran
capaces de eliminar el precursor de dicha sustancia
(I-aminociclopropano, 1 4acido carboxilico-ACC)
mediante la ACC-diaminasa (Saleem et al., 2007),
propia de ellos, lo cual pudo incidir en este resulta-
do para el tratamiento inoculado.

Se concluye que, a pesar de que no hubo efec-
to de los inoculantes microbianos en el estado de
floracion del cultivo, ni en la longitud del tallo, se
obtuvo una productividad de la biomasa aérea en el
tratamiento inoculado superior a la del control ab-
soluto. De manera general, se demostro la eficiencia
de los inoculantes microbianos que se utilizaron, a
pesar del estrés por sequia que sufrio el cultivo.

Asimismo, se recomienda evaluar la aplicacion
de los inoculantes microbianos en areas mas exten-
sas de pastos, en condiciones de sequia agricola.
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