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Introduccion

A partir de 1996, el Ministerio de la Agricultura de Cuba tomo la decisidon de estimular y apoyar
la produccion del cultivo del arroz (Oryza sativa Lin) por pequefios productores, que venia
ocurriendo durante varios afios, y fue reconocido entonces como Arroz No Especializado (Arroz
Popular), la que se realiza a baja escala y con un minimo de insumos externos. Este tipo de
produccién, en la actualidad constituye la mayor parte del arroz producido en Cuba y la totalidad
del que se vende en el Mercado Libre a la poblacion a precios razonables. Las dificultades
econdémicas que el pais confronta, asi como los elevados precios de los fertilizantes minerales
en el mercado internacional, obligan al uso mas eficiente del mismo y a la vez, a la busqueda de
alternativas con el fin de lograr incrementos en la produccion agricola mediante criterios, tanto
econémicos como ecoldgicamente sostenibles. Por otra parte, estudios realizados en otros
paises, indican que algunas variedades pueden ser beneficiadas en cantidades significativas
por la Fijacién Biolégica del Nitrégeno (FBN) realizada por bacterias nativas o autéctonas del
suelo, sin la necesidad de su inoculacion (Urquiaga et al., 1991).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad de Fijacién Biolégica de Nitrégeno
(FBN) por cuatro variedades cubanas de arroz irrigado crecidas en un suelo con bajo contenido
de materia organica, representativo de los empleados en Cuba en el cultivo del arroz.

Materiales y Métodos

Se evaluaron cuatro variedades cubanas de arroz irrigado, utilizadas actualmente en la
produccién. Estas fueron: LP-2 (ciclo medio), LP-5, Perla de Cuba y Reforma (ciclo corto),
crecidas en un area uniforme de suelo Acrisol Gléyico (Aquic Kandiustalf), caracterizado por
valores medios de pH en KCI de 5.40, contenido de Materia Organica (M.O.) de 1.00 % (método
Walkley y Black) y de P,Os y K,O asimilables de 6 y 7 mg.100g™", respectivamente (método
Oniani); perteneciente al area experimental ubicada en la Granja Caribe del Complejo
Agroindustrial (CAl) Los Palacios, Pinar del Rio, Cuba.

El experimento se condujo a inicios del mes de febrero del 2009, en parcelas de 20 m? en las
que se sembraron las cuatro variedades anteriormente mencionadas, sin la aplicacion del
fertilizante nitrogenado (Sin N) y con su aplicacién (Con N) a la dosis de 102 kg.ha™ de N,
empleando urea como portador. EI mismo se aplico en tres fracciones iguales, la primera a los
30 dias de germinada la semilla y la ultima en el llenado del grano. En todas las parcelas se
aplicaron dosis de 80 kg.ha” y 90 kg.ha™ de P,0s y K,O, respectivamente, en la forma de
superfosfato triple y cloruro de potasio.

En cada parcela se evalué el rendimiento de arroz cascara (14 % de humedad), tomando 3
muestras de 1 m? cada una. Ademas, de las parcelas Sin N se tomaron 4 muestras de plantas
completas (parte aérea) por Variedad de arroz, que fueron divididas en grano y paja y enviadas
al laboratorio, donde se secaron a 65 ° C y molieron.

Como cultivo de referencia se empled el sorgo (Sorghum vulgaris Lin) de la variedad CIAP
Dorado, realizandose paralelamente un ensayo en macetas que contenian 400 g del mismo
suelo tomado a la profundidad de 0-10 cm en el area donde se condujo el experimento de
campo con arroz. A las macetas se les afiadid solamente las cantidades equivalentes del



fertilizante fosférico y potasico a las empleadas en el experimento con arroz. Se sembraron 6
semillas por maceta y se consideraron cuatro repeticiones. A los 30 dias se cosechd la parte
aérea y se seco y molio de forma analoga al arroz.
La contribucién de la FBN asociada tanto a las variedades de arroz (en el grano) como al
sorgo, se evalué mediante la Técnica de la Abundancia Natural de N (3 "N) (Boddey et al.,
1995 y 2001), con el auxilio de un espectrometro de masa Finnigan Mat (modelo Delta plus) de
los laboratorios de EMBRAPA-Agrobiologia, Seropédica, RJ, Brasil.
La técnica requiere del empleo de especies de referencia (gramineas) que crezcan en el mismo
suelo, usualmente malezas.
De acuerdo a esta técnica se aplica la formula:
wren= (0 "N cultivo de referencia - & "N cultivo estudiado) x 100

(d "N cultivo de referencia — B)

donde:

5 "°N del cultivo de referencia: es el valor de & °N del suelo obtenido a través de las malezas.

5 "°N del cultivo estudiado: es el valor de & "N del cultivo estudiado, el arroz.

B: es el valor de discriminacién isotépica de N hecho por las plantas durante el proceso de
FBN. En este caso se consider¢ igual a cero (0).

Por otra parte, se realizé una evaluacion de la presencia de microorganismos enddfitos en las
plantas de las diferentes variedades de arroz que les posibilita expresar su capacidad de fijar
nitrogeno del aire. Con este fin, en las parcelas en que no se aplicd nitrégeno, se tomaron
muestras de plantas a los 60 dias de germinado el cultivo. Las plantas se extrajeron con sumo
cuidado, conservando el suelo circundante a la raiz. Se colocaron en bolsas de nylon y se
trasladaron de inmediato al laboratorio de Ecologia Microbiana de la Facultad de Biologia de la
Universidad de la Habana para su posterior analisis.

En el laboratorio, las plantas se sacudieron ligeramente para eliminar el exceso de suelo y se
separaron las partes aéreas de las raices. Se pesaron 10 g de raices con suelo adherido y se
agitaron vigorosamente en 90 mL de solucion fisiologica. Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas de 10™ a 107°. Las diluciones (100 pL) se sembraron (5 pomos x dilucion)
en medio semisélido libre de nitrégeno (Wilson y Knight, 1952) y se incubaron a 37°C durante
96 horas. Este método fue utilizado para realizar el conteo de nitrofijadores totales mediante el
método del nimero mas probable. De igual manera, las diluciones se sembraron por triplicado
en placas de Agar Nutriente para conteo de bacterias totales.

A partir de los pomos con crecimiento, se sembrd (por triplicado) en placas de King B (para
conteo de Pseudomonas), Rojo Congo (para conteo de Azospirillum) y Ashby (para conteo de
Azotobacter) para determinar la presencia de estos géneros en los nitrofijadores encontrados.
Se empled el test F a 5 % de probabilidad, de acuerdo a un disefo totalmente aleatorizado para
comparar las medias de los tratamientos Sin y Con N, en el la evaluacion del rendimiento de
arroz cascara, para cada variedad.

Resultados y Discusion.

La Tabla 1 muestra los rendimientos de arroz cascara obtenidos por las 4 variedades de arroz
irrigado evaluadas.

Como se observa en la Tabla 1, no hubo respuesta marcada de las variedades a la aplicacién
del N e incluso, no se encontré para cada variedad, diferencia entre las medias Sin y Con N al
aplicar el test F a 5% de probabilidad. Esto denota la existencia de una fuente alternativa del
nutriente que fue capaz de suplir parte de su requerimiento, a pesar de que se trata de un suelo
con muy bajo contenido de M.O. y por tanto de N. De forma general, los rendimientos pueden
ser considerados como aceptables, por tratarse de un suelo muy pobre y degradado, donde los
rendimientos histéricos del cultivo, no pasan de 4 t.ha™.



Tabla 1. Rendimiento de arroz cascara (14 % humedad) obtenido por las 4 variedades de
arroz evaluadas (t.ha”), expresado como Media * Error Estandar.

t.ha™
Tratamiento LP-2 Perla de Cuba LP-5
Reforma
Sin N 446 +0.15a 3.69+0.36 a 3.67+0.25a 3.64 +0.27 a
510+0.19a 440+0.12 a 410+0.18 a 474 +0.63 a
Con N

Letras comunes indican la no existencia de diferencias significativas para p<0.05

Por otra parte, los valores de & "°N obtenidos en las variedades de arroz estudiadas (Tabla 2)
fueron aceptablemente estables y difieren marcadamente al de la Referencia (sorgo), por lo
que el aporte de la FBN a los requerimientos de N de las cuatro variedades de arroz irrigado
evaluadas fue significativo.

Tabla 2. Resultados obtenidos en la evaluacion de la contribucion de la FBN a la nutricion
nitrogenada del cultivo en las variedades de arroz estudiadas, expresados como Media *

desviacion estandar.

Variedad Ciclo % N total 5 °N % FBN
LP-2 Medio 1.03+0.088 8.39+0.625 29.45+5.259
Perla de Cuba Corto 1.11+0.059 8.08+0.761 31.8016.649
Reforma Corto 0.99+0.099 8.43+0.419 29.14+3.523
LP-5 Corto 1.11+0.078 8.55+1.002 28.09+8.427
Sorgo - 2.50+0.07 11.89+1.728 -
(Referencia)

Con relacion a los resultados obtenidos en la evaluacién de los microorganismos endofitos en
las muestras, resulta conveniente recordar que como prueba cualitativa presuntiva de la
capacidad de los microorganismos para fijar dinitrégeno, se emplea su crecimiento en medio
semisolido libre de nitrogeno, lo cual debe corroborarse mediante la medicion de la actividad
nitrogenasa por la capacidad de reduccion del acetileno (ARA) en las cepas aisladas a partir de
los pomos positivos.

Especies pertenecientes a los géneros Azospirillium, Acetobacter, Azotobacter, Beijerinkia,
Burkholderia y Herbaspirillum, son sefialadas en la literatura por su alta frecuencia de aparicion
en la comunidad enddfita de cultivos, como el arroz, asi como por poseer una elevada actividad
nitrogenasa (Dobereiner et al., 1995).

La actividad nitrogenasa tiene una gran importancia en la agricultura ya que contribuye al
aumento de la produccién vy participa en el ciclo biogeoquimico del nitrégeno.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en las muestras de suelo analizadas en el
experimento, los que concuerdan con los obtenidos en la Tabla 2 y posibilitan su
fundamentacion.

Resulta evidente el elevado numero de bacterias totales obtenido en los conteos asociados a
las 4 variedades en estudio. Este comportamiento podria explicarse por las condiciones
favorables para el crecimiento de los microorganismos que pudieran existir en los suelos donde
se encontraban sembradas estas variedades. En este sentido, diversos autores han
demostrado la importancia de diversos factores en la supervivencia y establecimiento de las
bacterias en la rizosfera (Hernandez et al., 2003).

También se evidencia el hecho, que los microorganismos nitrofijadores totales ocupan un lugar
destacado de la poblacion de bacterias totales encontradas, con excepcion de la variedad Perla
de Cuba, donde fue menor (en el orden de 10° UFC x g™).




Tabla 3. Conteo de nitrofijadores totales y de los géneros Pseudomonas, Azospirillum y

Azotobacter (valores medios) en las muestras de suelo rizosférico analizadas.

ot oreate. | P2 | Reforma | PERde | ips
Bacterias totales 1.23 x 10® 1.40 x 10° 1.35 x 10® 6.20 x 108
Nitrofijadores totales 8.0 x 10° 2.5x10° 2.5x 10 8.0 x 108
Pseudomonas sp. 1.3x10° 1.5x 10° 2.1x10° 2.3x10°
Azospirillum sp. 3.0x10° 2.8x10° 3.0x10° 4.5x10°
Azotobacter sp. 7.3 x 10 6.2 x 10* 52x10° 7.2x10°

En este trabajo se demuestra que los géneros Pseudomonas, Azospirillum y Azotobacter se
encuentran asociados al cultivo del arroz en las variedades estudiadas y que desempefian un
importante papel en la fijacion biolégica del nitrégeno atmosférico. Entre los géneros
encontrados se destaca Azospirillum por los mayores valores (3.0 x 10%-4.5 x 10° UFC x g™),
seguido por los géneros Azotobacter (5.2 x 10° - 7.2 x 10° UFC x g') y Pseudomonas (1.3 -2.3 x
10° UFC x g™).

La valoracion general de los resultados, permite considerar que los mismos estan relacionados
con el muy bajo contenido (1.0 %) de materia organica (M.O) del suelo y el consiguiente bajo
contenido de N en el mismo, lo que posibilita la accion de estos mecanismos de fijacion
biolégica, que como se conoce son energéticamente exigentes. De tal forma que en estas
condiciones, las cuatro variedades estudiadas, se favorecieron del proceso de FBN.

Resulta importante enfatizar, que este proceso es posible solamente en suelos con estas
caracteristicas. En un trabajo anterior, Mufiiz et al. (2008), empleando muestras tomadas en
areas de la produccion, evidencidé que si bien en variedades cultivadas en suelos con
contenidos de 1.70 % de M.O., el cultivo fue favorecido por la FBN, aunque no en la magnitud
obtenida en el presente trabajo; en suelos con contenidos de M.O. de 2.40 % o mayores, el
proceso se minimiza de forma notable o no ocurre, en dependencia de la variedad de arroz
irrigada evaluada.

Resulta por tanto evidente, que la FBN es una potencial fuente que permite suplir parcialmente
los requerimientos de N en el cultivo de arroz irrigado.

Llama la atencion que Mufiz y Beltran (1996), al estudiar la aplicacién diferenciada del
fertilizante nitrogenado (urea) al arroz irrigado, variedad J-104, de acuerdo al contenido de M.O
del suelo, sefalan que en aquellos suelos con contenido de M.O por debajo de 1.8 %, la
respuesta a la fertilizacién nitrogenada parece indicar la existencia de otra fuente de nitrégeno
diferente al nativo del suelo y al aplicado con el fertilizante quimico. Los resultados encontrados
en el presente estudio, lo confirman.

Resultados que, ademas, son de importancia para la produccién, ya que el 74 % de los suelos
dedicados al cultivo del arroz conocido como Especializado, presentan valores de contenido de
M.O. tan o mas bajos que los del presente estudio (Ojeda et al., 2000).



Todos estos resultados confirman los obtenidos por Embrapa Agrobiologia que demuestran que
la FBN puede contribuir sensiblemente a la nutricién nitrogenada del cultivo del arroz irrigado en
Brasil, y con buenas perspectivas de optimizarlo a través del uso de variedades de ciclo
intermedio y del mejoramiento genético de plantas (Urquiaga et al., 1991; Campos et al., 1995 y
2003).
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