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RESUMEN

Se realiz6 un experimento con el objetivo de evaluar el efecto de la biofertilizacion con
la rizobacteria Azospirillum brasilense y el hongo micorrizico arbuscular
Rhizoglomus irregulare en el pasto Brachiaria hibrido cv. Mulato Il cultivado en un suelo
Pardo Mullido Carbonatado. Se incluyeron cuatro tratamientos conformados por la
inoculacion sola y combinada, de ambos microorganismos, mas un testigo sin inocular,
en un disefio cuadrado latino. El indculo con R. irregulare poseia una concentracion de
30 esporas gty se aplicd mediante el método del recubrimiento de las semillas al
momento de la siembra, mientras que A. brasilense, con una concentracion de 10° UFC
mL?, se aplico sumergiendo las semillas en una solucion de indculo y agua en relacion
1:10, y a razén de 20 L ha® después del primer corte. Se realizaron cuatro cortes, a

intervalos de 60 y 90 dias en el periodo lluvioso y poco lluvioso, respectivamente. R.
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irregulare aumento la frecuencia e intensidad de la colonizacion micorrizica, asi como el
namero de esporas en la rizosfera, aunque los mayores resultados se alcanzaron cuando
se aplico con A. brasilense. Los biofertilizantes por separado incrementaron el
crecimiento de la parte aérea y radical de las plantas, las concentraciones de nitrogeno en
la biomasa aérea y el rendimiento de masa seca del pasto, pero los mayores valores de
estas variables, asi como la mayor contribucion de la biofertilizacion a la nutricién
nitrogenada del pasto, se obtuvieron con su aplicacion conjunta. El efecto de la
biofertilizacion se mantuvo durante un afo.

Palabras clave: rizobacterias, micorrizas arbusculares, crecimiento, estado nutricional,

rendimiento del forraje
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INTRODUCCION

Los pastos y forrajes constituyen las fuentes mas baratas de alimentos para el ganado
bovino, de modo que la obtencidn de altos volimenes de biomasa con suficiente calidad
para satisfacer los requerimientos nutricionales de los animales continda siendo una
necesidad de primer orden para el sector ganadero.

La fertilizacién de los pastos y cultivos forrajeros contribuye a incrementar la oferta de
biomasa por unidad de superficie y tiempo y, consecuentemente, la produccion animal.
Por esta via, no s6lo se restituyen los nutrientes que se extraen del suelo a través del
alimento que consume el ganado, sino también se mejora su valor nutritivo y
persistencia &2,

Los estudios sobre la fertilizacion de los pastos, hasta hace pocos afios se enfocaban,
principalmente, en el incremento de la produccién de biomasa por unidad de superficie;
sin embargo, el aumento creciente de los precios de los fertilizantes, unido a la necesidad
de disponer de tecnologias amigables con el medio ambiente, impone el disefio de
estrategias de fertilizacion que garanticen una nutricion adecuada de estos cultivos,
disminuyan el uso de insumos externos y, a la vez, aseguren la proteccion de los recursos
naturales ¢4,

Dentro de tales estrategias se incluye la biofertilizacion, por sus potencialidades para

incrementar los rendimientos de los cultivos agricolas, mejorar las propiedades biologicas



Cultivos Tropicales, 2020, vol. 41, no. 3, e03 julio-septiembre
ISSN impreso: 0258-5936 6 Ministerio de Educacion Superior. Cuba
ISSN digital: 1819-4087 Instituto Nacional de Ciencias Agricolas

de los suelos y reducir el uso de fertilizantes minerales &©: por ello, la obtencion y empleo
de biofertilizantes para aumentar la eficiencia del uso de los nutrientes y promover el
crecimiento de los plantas sigue siendo objeto de estudio.

El cultivo de especies forrajeras del género Brachiaria, especificamente B. hibrido cv.
Mulato 11, se ha ido extendiendo en las zonas tropicales, debido a su alto potencial de
produccion de biomasa y valor nutritivo para la alimentacion del ganado; sin embargo,
sus requerimientos de fertilizantes para alcanzar altos rendimientos suelen ser
elevados (.

Se ha demostrado que el uso de bacterias asociativas del género Azospirillum contribuye
a mejorar el rendimiento de las poaceas forrajeras, no sélo por su capacidad para fijar
nitrogeno atmosférico y su contribucion a la reduccion de las necesidades de un
suministro de este nutriente via fertilizacion, sino también por otros beneficios como la
produccién de fitohormonas, la solubilizacién de fosfatos, el biocontrol de patdgenos y la
proteccion de las plantas contra estreses abiéticos €10,

Por otra parte, los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HMA) son
componentes integrales de la rizosfera de los pastos, cuyas plantas permanecen
estrechamente asociadas mediante una red de hifas interconectadas que incrementan el
volumen de suelo que exploran las raices y facilitan la absorcion de los nutrientes y el
agua 12 ademas de otros servicios, como el incremento de su tolerancia al estrés
hidrico, la proteccidn contra patdgenos y el restablecimiento de los tejidos fotosintéticos
después de la defoliacion . De hecho, el manejo de la biofertilizacion con estos
microorganismos edaficos, también ha arrojado resultados positivos en el aumento de los
rendimientos y la mejora en la absorcion de nutrientes de los pastos 1419,

Sin embargo, los estudios sobre el manejo conjunto de la biofertilizacién a base de
bacterias asociativas y HMA en pastos y cultivos forrajeros no abundan, a pesar de las
posibles ventajas de la introduccion de ambos microorganismos en los esquemas de
suministro de nutrientes de estos cultivos @617,

Basado en tales premisas se realizo el presente trabajo, con el objetivo de evaluar la
respuesta de Brachiaria hibrido cv. 36087 (Mulato 1) a la aplicacién simple y combinada
de biofertilizantes a base de la rizobacteria Azospirillum brasilense y la especie de HMA

Rhizoglomus irregulare.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un experimento en la Vaqueria Tipica 23 de la Unidad Bésica de Produccion
Cooperativa “Juan Oramas”, ubicada en el municipio de Guanabacoa, provincia de La
Habana, a los 23°08” de latitud norte y a los 82°11” de longitud oeste, sobre un suelo
Pardo Mullido Carbonatado “®), cuyas principales caracteristicas quimicas se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas quimicas del suelo (profundidad: 0-20 cm)

pH MO P20s Ca? Mg?* Na* K* CiB
H.O (%) (mg 100 g %) (cmolc kg?)

7,7 3,85 122 50,8 5,0 0,32 0,99 59,09
0,1) (0,20) (18) (2,4 0,9) (0,09) (0,12) (3,75)

MO: materia organica. CIB: capacidad de intercambio de bases. VValores entre paréntesis indican intervalos de confianza (0=0,05)

El suelo poseia pH alcalino, contenidos medio y alto de materia organica (MO) y fosforo
asimilable, respectivamente, asi como alta capacidad de intercambio de bases (CIB),
destacandose dentro de estas, los altos valores de Ca y K intercambiables 9,

El comportamiento de las precipitaciones y temperatura durante el periodo en que se

condujo el experimento se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Comportamiento de las precipitaciones y la temperatura durante el periodo de

ejecucion del experimento

Durante el tiempo en que se condujo el experimento (mayo 2015-abril 2016), la
precipitacion total fue de 1187 mm, de la cual el 75 % ocurrié durante el periodo lluvioso

(mayo y octubre de 2015) y el resto, entre noviembre de 2015 y abril de 2016 9,
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Se evaluaron cuatro tratamientos, conformados por un testigo sin biofertilizacion, mas las
aplicaciones solas y combinadas de biofertilizantes a base de la rizobacteria A. brasilense
y la especie de HMA R. irregulare, en un disefio cuadrado latino. Las parcelas
constituyeron la unidad experimental y tenian una superficie total de 21 m? y un area de
célculo de 14 m2,

El suelo se prepar6 mediante labores de roturacion (arado), grada, cruce (arado) y grada,
a intervalos aproximados de 25 dias entre cada una. La siembra del pasto se realizd en
mayo de 2015, en surcos separados a 50 cm y a chorrillo, con una dosis de 10 kg de
semilla total ha™* (1 kg de semilla pura germinable ha') y a una profundidad de 1.5 cm.
Previo a la siembra, se tomaron con una barrena 10 muestras de suelo por el método del
zigzag, a una profundidad de 0-20 cm, a las cuales se les determin6 el pH en H.O
(potenciometria, relacion suelo-agua 1:2.5), y los contenidos de materia organica
(Walkley y Black), P asimilable (extraccion con H,SO4 0.05 mol L* y determinacion
colorimétrica), cationes intercambiables [extraccion con NHsAc 1 mol L* pH 7 vy
determinacion por complejometria (Ca y Mg) y fotometria de llama (Na y K)] y la CIB
(suma de bases intercambiables), segun las técnicas analiticas establecidas en el
laboratorio de suelo y plantas del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) @9,
Para la biofertilizacion con A. brasilense se utilizd el producto comercial Nitrofix®,
procedente del Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de AzUcar
(ICIDCA), que contenia la cepa 81, con una concentracion de 10° UFC L. Se prepard
una solucion compuesta por una mezcla de biofertilizante y agua en una relacion 1:10, en
la cual se sumergieron las semillas durante 15 minutos; posteriormente se extrajeron y
secaron a la sombra y se procedi6 a la siembra. A los 30 dias después de la siembra, se
prepar6 una mezcla del biofertilizante y agua en la proporcion ya descrita y mediante una
mochila manual se aplicé al suelo, muy préximo a los surcos, a razén de 20 L ha de
Nitrofix®.

Para la aplicacion del biofertilizante micorrizico se utilizo la cepa INCAM-11 de la
especie de HMA Rhizoglomus irregulare @2 procedente de la coleccion del INCA. El
indculo se multiplicé en un sustrato arcilloso esterilizado en autoclave a 120 °C por una
hora durante tres dias, con el uso de Brachiaria decumbens cv. Basilisk como planta
hospedera y contenia 30 esporas por gramo de sustrato, asi como abundantes fragmentos
de raicillas e hifas del hongo.

La inoculacion se realizé por el método del recubrimiento de las semillas, para lo cual

estas se sumergieron en una pasta fluida, elaborada mediante la mezcla de una cantidad
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de indculo solido equivalente al 10 % del peso de las mismas y agua, en una proporcion
de 60 mL de agua por cada 100 g de in6culo. Las semillas después de secadas a la sombra
se sembraron. En el tratamiento donde se aplicaron conjuntamente ambos biofertilizantes,
se adiciono el producto que contenia A. brasilense al agua utilizada para la preparacion
del inoculante micorrizico para la siembra, manteniendo la misma relacion in6culo-agua.
En el experimento no se aplicaron fertilizantes.

Se realizaron cuatro cortes a una altura de 10 cm de la superficie del suelo, los dos
primeros a los 90 y 150 dias después de la siembra, ambos en la época lluviosa y los otros
aintervalos de 90 dias, coincidiendo con el periodo menos lluvioso. En cada corte se peso
la masa fresca de la parte aérea del pasto que ocupaba el &rea de célculo de las parcelas y
se tomaron muestras de 200 g, las cuales se llevaron a una estufa de circulacion de aire a
70°C durante 72 horas, para determinar el porcentaje de masa seca, estimar el rendimiento
de masa seca y las concentraciones de N, P, K en la biomasa @Y.

En el momento de cada corte, en cinco puntos del &rea de célculo de cada parcela se midid
la altura del dosel mediante una regla graduada y se consideré el punto de lectura, aquel
donde la mayoria de las hojas perdian su posicién vertical. En el segundo y cuarto corte,
enmarcados en el periodo lluvioso y poco lluvioso, respectivamente, de cada parcela se
tomaron tres sub-muestras de raices y de suelo de la rizosfera a una profundidad de 0-20
cm, mediante el empleo de un cilindro metélico de 5 cm de diametro y 20 cm de altura.
Los puntos de muestreo se distribuyeron equidistantes y separados a 10 cm de los surcos.
Las submuestras fueron homogenizadas para formar una muestra compuesta por parcela,
de la cual se extrajo 1 g de raicillas para su tincion y clarificacion %, Se evaluaron la
frecuencia de colonizacion micorrizica, mediante el método de los interceptos @, la
densidad visual o intensidad de la colonizacion ?® y el nimero de esporas en la rizosfera,
a partir del tamizado y decantado por via himeda de dichas estructuras y su observacion
en microscopio @,

La densidad de raices se determind momentos antes del segundo corte; para ello, en tres
puntos equidistantes ubicados en el area de calculo de cada parcela y a 10 cm del surco,
se realizd un corte vertical del suelo hasta la profundidad 25 cm y se introdujo un cilindro
metalico de 5 cm de diametro y 20 cm de longitud. El suelo contenido en cada cilindro se
depositd en un recipiente de vidrio, se agregé agua corriente y se agité manualmente hasta
deshacer los agregados gruesos y, seguidamente, se paso por un tamiz de 0.5 mm. Las

raices recolectadas en el tamiz fueron lavadas nuevamente para eliminar los restos de
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suelo, secadas al aire e introducidas en una estufa a 70 °C hasta obtener una masa
constante.

El procesamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el analisis de varianza y la
prueba de rangos multiples de Duncan ¢”) a p<0,05. En las variables correspondientes a
la caracterizacion quimica del suelo, asi como en aquellas cuyos resultados se muestran
en graficos, se utilizé el intervalo de confianza de las medias (0=0,05) como estadigrafo
de dispersion o como criterio para su comparacion ®®. En todos los casos se utilizd el

programa estadistico SPSS 25 9,

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Figura 2 se presenta la influencia de los tratamientos en las variables fungicas. Tanto
en el periodo Iluvioso como en el poco lluvioso, con la inoculacion de R. irregulare se
encontré un aumento significativo de la frecuencia e intensidad de la colonizacién
micorrizica (densidad visual), asi como del nimero de esporas en la rizosfera; sin
embargo, los mayores efectos se observaron con la coinoculacién de A. brasilense y
R. irregulare, lo que puede atribuirse a un efecto positivo de las sustancias estimuladoras
del crecimiento producidas por A. brasilense en el incremento de la longitud y
ramificacion de las raices y en consecuencia, en el aumento de los sitios de colonizacion,
asi como al propio estimulo de estas sustancias en la formacion y multiplicacion de las
estucturas micorrizicas 1639,

Los valores de las variables fungicas fueron mayores en el periodo lluvioso que en el poco
lluvioso debido, probablemente, a la estacionalidad de la produccién de biomasa del
pasto. Durante la época de lluvias ocurre un rapido crecimiento de los pastos en virtud de
los mayores niveles de precipitaciones y temperatura, tal como se muestra en la Figura 1
y ambos factores, unido al aumento de la luminosidad ©12?, conducen a la absorcion de
una mayor cantidad de nutrientes para la formacion de biomasa y consecuentemente, a la
formacion de mayores cantidades de estructuras micorrizicas para garantizar el acceso de

las plantas a los recursos del suelo 334,


http://ediciones.inca.edu.cu/

Pedro J. Gonzélez-Cafizares, Reynerio Reyes-Rouseaux, Delio Fernandez-Milanés, Ana Nelis San Juan-Rodriguez, Daisy Dopico-Ramirez,
Juan F. Ramirez-Pedroso y Luis R. Fundora-Sanchez

Colonizacion
80
70
60 -
so - ‘
Testigo A. brasilense R megulmc 4 brasilense + R.
irregulare
B Periodo lluvioso M Periodo poco lluvioso
Densidad visual
s
6
87+ .
4 ,
3 & — =
27 - L
Tcsngo 4. hlas:lenn R. lrlegulam A brasllense +R
mPaiodo lvion: MPaicdo i hivieg. T RAaE
No. esporas
700 -
600
u 500 ¢
-r. 400 -
Testigo A. brasilense R. uregulalc 4 brasilense + R.
irregulare

B Periodo lluvioso M Periodo poco lluvioso

Medias con intervalos de confianza que se solapan entre si no difieren significativamente (¢=0,05)

Figura 2. Efecto de los tratamientos en las variables fUngicas. Las barras verticales muestran el
intervalo de confianza

La Tabla 2 muestra el efecto de la biofertilizacion sobre las concentraciones de
macronutrientes (N, P y K) en la biomasa aérea del pasto. Tanto en el periodo lluvioso
como en el poco lluvioso, la aplicacion por separado de ambos biofertilizantes increment6
las concentraciones de N, en relacion con el tratamiento no inoculado (testigo), aunque
entre ambos tratamientos, los valores mas altos correspondieron a A. brasilense, pero los

mayores efectos se encontraron con la aplicacion conjunta de los biofertilizantes.
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Tabla 2. Efecto de los tratamientos en las concentraciones (g kg*MS) de K, Py K en la

biomasa aérea

Tratamientos Periodo lluvioso Periodo poco lluvioso
N P K N P K
Testigo 11,2d 2,3 17,3 12,1d 2,6 18,5
A. brasilense 143D 24 18,5 155b 2,5 19,3
R. irregulare 12,7¢ 2,3 17,4 13,7¢c 2,4 18,7
A. brasilense + R. irregulare 15,7 a 2,5 18,2 16,9 a 2,5 19,5
ES 0,3** 0,1 0,2 0,3** 0,1 0,4

A. brasilense: inoculacién con Azospirillum brasilense; R. irregulare: inoculacion con Rhizoglomus irregulare.
Promedios con letras distintas en la misma columna difieren significativamente a p<0,05 (Duncan, 1955)

Al evaluar la participacion de los biofertilizantes en el aumento de las concentraciones de
nitrégeno en la biomasa (Figura 3) se observé un resultado similar; es decir, la aplicacion
sola de uno u otro biofertilizante mejord la nutricion del pasto con este nutriente durante
ambos periodos, aunque los mayores valores correspondieron al tratamiento con A.
brasilense. Sin embargo, la mayor participacion se alcanzé con la aplicacion conjunta de

ambos biofertilizantes.

40
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Participacion (%) = [(concentracion de N (g kg™) en la biomasa aérea del tratamiento biofertilizado-concentracion de N (g kg?) de
la biomasa aérea del testigo) / Concentracion de N (g kg?) de la biomasa aérea del tratamiento inoculado] x 100
Las barras verticales muestran el intervalo de confianza. Medias con intervalos de confianza que se solapan entre si no difieren

significativamente (0=0,05)

Figura 3. Participacion de los biofertilizantes en el incremento de las concentraciones de N en

la biomasa
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Las poaceas forrajeras requieren cantidades importantes de N para mejorar su
rendimiento y valor nutritivo 3% y a juzgar por el contenido de materia organica, las
concentraciones de N del suelo donde se ejecutd el experimento no fueron suficientes
para satisfacer la demanda del cultivo; ademas, en el experimento no se aplico fertilizante
nitrogenado. Por otra parte, se ha demostrado que los HMA participan activamente en la
transferencia de N del suelo a la planta hospedera G). A partir de estas premisas, se podia
esperar un efecto positivo de la inoculacion con R. irregulare en la absorcion de N, en el
incremento en las concentraciones de este elemento en la biomasa aérea, como se observo
en la Figura 3 y, en consecuencia, una mejora de la nutricion nitrogenada del pasto.

Con respecto a la inoculacién con A. brasilense, se conoce que este microorganismo
puede fijar cantidades importantes de N en especies de pastos del género Brachiaria 37,
de modo que ello pudiera explicar su mayor efecto en el aumento de las concentraciones
de N en la biomasa y su mayor contribucién a la nutricién nitrogenada, en relacién con
R. irregulare. Sin embargo, el hecho de que ambas variables hayan alcanzado los mayores
valores con el tratamiento donde se aplicaron los microorganismos de manera conjunta,
refleja un efecto complementario de los mismos en la mejora de la nutricion nitrogenada
del pasto.

Los tratamientos no tuvieron efectos en las concentraciones de P y K en la biomasa aérea,
lo que estuvo en correspondencia con los altos contenidos de ambos elementos en el suelo
(Tabla 1); de hecho, este fue un criterio para decidir la no aplicacion de fertilizante
fosforico ni potasico en el experimento.

En la Tabla 3 se presenta el efecto de los tratamientos sobre algunos indicadores del
crecimiento y el rendimiento de MS masa seca de la parte aérea del pasto. Al igual que
en las variables analizadas anteriormente, se encontré un efecto significativo de la
biofertilizacion sobre la altura del dosel y el rendimiento de MS, tanto en la época de
[luvias como en la época menos lluviosa, asi como sobre la densidad de raices del pasto.
Al comparar los resultados obtenidos con la aplicacion de estos microorganismos por
separado, la inoculacién con A. brasilense mostré valores mayores que los alcanzados
con R. irregulare en estas variables, aunque los mayores efectos se obtuvieron con la
aplicacion conjunta de ambos biofertilizantes.

El efecto de los tratamientos en el crecimiento y el rendimiento del pasto, parece estar
relacionado con la influencia de los biofertilizantes en las concentraciones de N en la
biomasa de la parte aérea de las plantas. Se conoce que, de todos los nutrientes minerales,

este elemento es, cuantitativamente, el mas importante para las poaceas forrajeras ().
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De este modo, la mejora de la nutricion nitrogenada provocada por la aplicacion de los
biofertilizantes, tal como se observo en la tabla anterior, pudo haber repercutido
favorablemente en la altura del dosel y el crecimiento de las raices y, consecuentemente,

en el rendimiento del pasto.

Tabla 3. Efecto de los tratamientos en la altura del dosel, la densidad de raices y el rendimiento
de masa seca (MS) del pasto

Tratamientos Periodo lluvioso Periodo poco lluvioso

Altura Densidad de MS Altura MS
(cm) raices (tha?) (cm) (tha?)

@m?)

Testigo 42,3d 522,7d 9,02d 19.9d 3,13d
A. brasilense 89,7b 781,3b 11,58 b 457b 552b
R. irregulare 64,5c¢ 653,5¢ 10,23 ¢ 322c¢ 4,34 c
A. brasilense + R. irregulare 1105a 927,8 a 12,74 a 593 a 6,33 a
ES 4,9%* 27,1** 0,39** 2,0%* 0,25**

A. brasilense: inoculacién con Azospirillum brasilense; R. irregulare: inoculacion con R. irregulare. ES: error estandar. Promedios

con letras distintas en la misma columna difieren significativamente a p<0,05 (Duncan, 1955)

En el caso de A. brasilense, ademas de su contribucion a la fijacion bioldgica de N
anteriormente citada, este microorganismo también ejerce diferentes mecanismos de
estimulo del crecimiento a través de la produccion de fitohormonas, principalmente acido
indolacético y giberelinas, lo cual modifica el metabolismo de las plantas y conduce a una
mejor captacion de agua y minerales ®3%. Ello también pudiera explicar su mayor
influencia en el crecimiento del pasto, en relacion con R. irregulare.

Con respecto a los HMA, varios autores han encontrado un efecto positivo en las
concentraciones de N en la biomasa de la parte aérea de los pastos inoculados con cepas
eficientes, a partir de un aumento del aprovechamiento de este elemento, dado, tanto por
el aumento de la superficie radical de las plantas, como por la formacién de estructuras
micorrizicas que le permiten acceder a este y otros recursos del suelo ©®®, lo cual pudiera
estar influyendo en los resultados obtenidos.

Resulta de interés destacar que la adicion de R. irregulare haya sido efectiva para mejorar
las concentraciones de N en la biomasa de la parte aérea, el crecimiento y el rendimiento
del pasto, a pesar de las altas concentraciones de P del suelo, pues algunos trabajos
refieren que el efecto de la inoculacion micorrizica puede inhibirse en presencia de altos

contenidos de este elemento “9. Sin embargo, otros han encontrado que las plantas
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inoculadas con cepas de HMA eficientes, pueden alcanzar un funcionamiento micorrizico
efectivo, aun en suelos con altas concentraciones de P, siempre que otros nutrientes

limiten su crecimiento y desarrollo ¢,

CONCLUSIONES

e La biofertilizacion con A. brasilense y R. irregulare constituye una alternativa
efectiva para mejorar la nutricion nitrogenada y el rendimiento del pasto B. hibrido
cv. Mulato II, al menos durante el primer afio de su aplicacion; los mejores
beneficios se obtienen con la aplicacion conjunta de ambos microorganismos.

e Se sugiere realizar estudios para evaluar su contribucion a la reduccion de la

aplicacion de fertilizantes, fundamentalmente los nitrogenados.
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