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BIOFERTILIZACION DEL GARBANZO (Cicer arietinum L.)
CON Mesorhizobium cicerii CULTIVADO SOBRE SUELO

FERRALITICO ROJO

B. Dibut®, T. Shagarodsky, R. Martinez, Marisel Ortega, Yoania Rios

y L. Fey

ABSTRACT. Biofertilization resultsfrom chickpeacultivar N6
with Mesorhizobiumcicerii INIFAT-GR straincultivatedona
Ferralitic Red soil are firstly reported in Cuba using a
randomized block design and 25-m? plot size. The strain under
study was previously selected by a bioscreening method,
which showed ahigh colonization index obtaining high values
in number, weight and nitrogen content in nodules when the
minor doses of nitrogen fertilizer were applied. Plant
development, eval uated by height, number and weight of pods,
biomass and other indexes was not affected when nitrogen
fertilizer dosewasreduced to 70 % inrelationto control. Findly,
1.2 t.ha’ seed yield were recorded without affecting seed
quality; these results enabled to reduce agriculture
chemicalization.
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INTRODUCCION

La creciente demanda de alimentos debido al au-
mento de la poblacion mundial ha conllevado a la utiliza-
cién de variedades promisorias de importantes especies
econdmicas, que necesitan elevadas cantidades de ferti-
lizantes minerales y plaguicidas, con el objetivo de incre-
mentar el rendimiento de los cultivos. Las leguminosas,
importante grupo de plantas para este fin, por sus eleva-
dos contenidos en proteinas y grasas de excelente cali-
dad entre otros componentes, tienen ademas la caracte-
ristica de poder utilizar el nitrdgeno atmosférico para su
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RESUM EN. Seofrecen por primeravez en Cubalosresultados
obtenidosde labiofertilizacion del garbanzo, variedad N6, con
lacepalNIFAT-GR, de Mesorhizobiumcicerii cultivadasobre
suelo Ferralitico Rojo, empleando un disefio en bloguesal azar,
con un tamario de parcelade 25 n. Lacepaestudiada, previa-
mente seleccionada por método de bioescrining, mostré un
alto indice de colonizaci 6n, obteniéndose val ores elevados en
cuanto al nimero, peso'y contenido de nitrogeno delosnédul os
formados cuando se aplicaron las dosis mas reducidas de fer-
tilizante nitrogenado. En todo momento, el comportamiento
del desarrollo de las plantas en funcién de diferentes
indicadores del crecimiento y rendimiento evaluados (altura,
ndmero y peso de las vainas, biomasa, peso de los granos), no
se afectd cuando se redujo hastaun 70 % la dosis de fertili-
zante nitrogenado en relacion con el control, resultando fi-
nalmente con lainoculacidn, rendimientos agricolas del or-
den de 1.2 t.ha?, sin afectacion de la calidad de los granos
cosechados, contribuyendo de estaformaaladisminucion de
laquimizacion agricola
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desarrollo por la via de la asociacion con bacterias del
género Rhizobium, lo que en efecto contribuye sobrema-
nera a atenuar las graves consecuencias que cada dia
enfrentan los agroecosistemas al verse peligrosamente
contaminado el aire, el agua y los suelos (1, 2, 3).

El garbanzo (Cicer arietinum L.), dentro de las legu-
minosas alimentarias, ocupa el segundo y tercer lugar en
el mundo en superficie cultivada (9.6 x 10°ha) y produc-
cion neta (7.7 x 10°t), respectivamente, representando
un producto de alta demanda en todos los continentes y
producido por un grupo reducido de paises con rendimien-
tos promedio de 716 kg.ha™, los cuales se consideran
bajos respecto a la potencialidad de las variedades (3, 4).
En este sentido, en el mundo se han integrado esfuerzos
entre diversos especialistas (genetistas, fisidlogos,
fitopatdlogos, microbidlogos y agrotecnistas) del tema,
para en conjunto incrementar los rendimientos, asi como
la posibilidad de ampliar las areas de adaptacion para
siembra de este cultivo en diferentes latitudes (2, 5).



B. Dibut, T. Shagarodsky, R. Martinez, Marisel Ortega, Yoania Rios y L. Fey

La rhizobiologia en el garbanzo ha sido una tarea
gue ha contribuido notablemente a mejorar la nutricion
nitrogenada e incluso a incrementar los rendimientos (6).

En Cuba, aunque este ha sido un cultivo poco estu-
diado, se han encuestado variedades introducidas, des-
pejandose algunos aspectos de la agrotecnia, asi como
la validacién de los rendimientos potenciales que en nues-
tras condiciones edafoclimaticas han arrojado un nimero
apreciable de cultivares, lograndose en algunas de las
variedades ensayadas rendimientos superiores al prome-
dio mundial (7). En los afios mas recientes, estos resul-
tados han sido sisteméticamente confirmados e incluso
mejorados, producto de la extension y practica de estas
pruebas en diferentes regiones del pais (8, 9).

En este sentido, a pesar de haberse extendido el
cultivo a varias regiones del pais, no se han desarrollado
estudios respecto a la potencialidad que pudiera ofrecer
la biofertilizacion con la bacteria Mesorhizobium cicerii,
capaz de suplir gran parte de la fertilizacién nitrogenada,
mas aun si actualmente se mantienen muchas de estas
areas donde se cultivo sin recibir fertilizacion alguna.

Consecuentemente y teniendo en cuenta las poten-
cialidades del comportamiento del garbanzo en el pais,
se plantea como objetivos del presente trabajo el estudio
de la asociacién Mesorhizobium cicerii-Cicer arietinum,
con la finalidad de obtener un biofertilizante que mejore la
nutricion nitrogenada y, de ser posible, el rendimiento de
esta importante especie cultivable.

MATERIALES Y METODOS

Los trabajos se realizaron durante el periodo com-
prendido entre 1997-2000 en instalaciones de laboratorio
y campo del Instituto de Investigaciones Fundamentales
en Agricultura Tropical (INIFAT),ubicado en Santiago de
Las Vegas, Ciudad de La Habana, Cuba.

Los ensayos de laboratorio fueron dirigidos hacia el
aislamiento, la purificacién y el cultivo de una cepa de
Mesorhizobium cicerii, segun los métodos tradicionales
de monitoreo, al igual que los ensayos de determinacion
del nitrégeno en los nédulos y la inoculacion de las semi-
llas (10). A partir de estos ensayos, se obtuvo la cepa
INIFAT-GR,, con la cual se procedio a realizar estos estu-
dios, al mismo tiempo que constituye la primera cepa de
referencia hasta ahora presentada para este cultivo en el
pais. Esta cepa es conservada en la coleccion de fijadores
de nitrégeno del Laboratorio de Biotecnologia del INIFAT.

El microorganismo se cultivo en medio manitol-leva-
dura con ayuda de un fermentador del tipo Biolafitte, re-
gulado a 32°C de temperatura, 180 rpm de agitacion y
0.54 vvm de aireacion, suplementado con una porcion de
inéculo equivalente al 5 % (v:v) y empleando aceite mine-
ral estéril (0.1% v:v) como antiespumante. La fermenta-
cién transcurrio durante 13 horas, obteniéndose un pro-
ducto final con un titulo de 3.5 x 10" UFC.mL™.

Para la obtencién del inoculante sélido se empleé
como soporte turba estéril (esterilizada durante 1.5 horas
a 121°C), sometiendo posteriormente este material a la
inoculacion con 250 mL de cultivo de la bacteria por kilo-
gramo de turba. Después de inoculado el material, se
homogeniz6 adecuadamente y se incub6 a 32°C durante
120 horas, hasta alcanzar la poblacién deseada (4.2 x
10 UFC.mL™); seguidamente el producto se almacend
a 6°C en cadmara fria hasta su uso.

Las experiencias de campo se desarrollaron sobre
suelo Ferralitico Rojo (10), cuyas caracteristicas se ex-
presan en la Tabla |. Se emple6 un disefio de bloques al
azar con un tamario de parcela de 25 m? con cinco sur-
cos y replicadas cuatro veces.

Tabla I. Caracteristicas quimicas del suelo empleado
en el desarrollo de los estudios realizados

Tipodesudo MO Ntod PH
* __ (pm) (HO)

P205 Kzo Ca Mg
mg/100g cmol" kgt

FarditicoRojotipico 212 2 72 48 5% 97 33

Referente a los analisis quimicos de suelo, los con-
tenidos de materia organica, nitrégeno total y calcio y
magnesio intercambiables se realizaron segiin los métodos
de Walkley-Black, Kjeldhal y Mehlich, en este orden (11).
Las determinaciones de pH (H,0) se estimaron por
potenciometria y las de P y K por el Método de Oniani;
todo segun los procedimientos analiticos y las normas
establecidas paratales fines (12).

En relacién con el promedio de los diferentes
indicadores del clima que predominaron en campafia de
siembra (1998-1999) entre octubre y marzo, las tempera-
turas medias oscilaron desde 12 a 18+2°C , con un rango
entre 90-93 % de humedad relativa y promedio en las pre-
cipitaciones desde 60 a 75 mm. La radiacion solar se
comporto entre 4-6 cal.cm?.dia™.

La fertilizacion NPK empleada fue de 100:50:165 kg.ha™,
respectivamente, empleando las sales (portadores) de P
y K como fertilizacién basal para todos los tratamientos.
En este caso, se manejé la fertilizacion nitrogenada en
base a urea a niveles de 0, 30 y 50 kg N.ha, los cuales
se combinaron con la aplicacién de la bacteria, todos
comparados con la dosis del elemento (100 kg N.ha™)
como referencia, establecida para el cultivo segun los
estudios realizados con anterioridad en el INIFAT. Estos
valores, al igual que la época y distancia de siembra, entre
otros parametros agrotécnicos, fueron determinados en
experimentos realizados durante afios anteriores (7).

La variedad encuestada N-6 procede del banco de
germoplasma del propio instituto y ha sido registrada y
aceptada como variedad comercial en el Registro Nacio-
nal de Variedades.

Los datos obtenidos se procesaron mediante anali-
sis de varianzay prueba de rangos multiples de Duncan
al 5 % de significacidon, segun el programa STAT-ICTF.2,
perteneciente al Departamento de Mateméatica Aplicada
del INIFAT.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado de la inoculacion, se puso de mani-
fiesto aun desde etapas tempranas del cultivo la efectivi-
dad de la cepa INIFAT-GR , cuando se combind la
bacterizacion con dosis suboptimas de fertilizante
nitrogenado.

EnlaTablall, se observa este comportamiento a los
40 dias de la siembra, destacandose la reduccion de
ndédulos formados al aumentar la dosis de fertilizante
nitrogenado, no detectandose diferencias significativas
entre el 30 % de nitrégeno aplicado y la ausencia de este
como portador de la fertilizacion; sin embargo, se mani-
fiesta un mayor peso para los nddulos provenientes de
las variantes donde se aplico fertilizante en forma de urea.

Tabla Il. Analisis de la nodulacién producto de la
bacterizacién con Mesorhizobium cicerii en
el estadio de inicio de floraciéon (40 dias
después de siembra)

Variante Numero de Peso seco Ntota en  MSPA/p (g)
nédulos/pl (mg)  nédulos(g/pl)  noédulos
N O%+Msr. 2410a 811b 6,72a 29.74c¢c
N 30%+Msr. 2340a 1245a 630a 4105a
N 50%+Msr. 11,86b 1231a 616a 3651b
N 100% - - - 37.79b
EX 2773 0133 0121 1.89
CV (%) 21.28 3.60 2.78 324

Letras iguales no difieren significativamente entre si para a=0.05
MPSA/pl - Materia seca de la parte aérea por planta
Msr - Mesorhizobium cicerii

Este tipo de respuesta se corresponde con la obtenida
por otros autores (13, 14, 18) y se explica por la presencia
de un desbalance en el metabolismo del nitrégeno en las
primeras etapas del desarrollo de la planta, o que a su vez
coincide con la fase de formacién y desarrollo de los nédulos,
en donde se demanda una elevada disponibilidad y trans-
porte de fotosintatos hacia el metabolismo de las raices.

La disposicién de los nddulos en laraiz se present6
de forma favorable en todos los casos, al igual que la
pigmentacion observada por corte longitudinal del nédu-
lo, indicando esto uUltimo un alto contenido de
leghemoglobina, compuesto que al valorarse de forma
cualitativa y, en base a correlaciones existentes en rela-
cién con la fijacién bioldgica, ofrece un estimado de esta
actividad en el nédulo por parte del microsimbionte (16).

Otro aspecto que favorece el comportamiento mani-
festado por la inoculacién en estas condiciones es la au-
sencia de cepas nativas en este tipo de suelo, que por lo
general afectan la capacidad competitiva de la cepa selec-
cionada (inoculante) que se emplea (4, 6). En este senti-
do, a diferencia de otros cultivos como por ejemplo el frijol,
mani y vigna, el garbanzo en nuestro pais no parece pre-
sentar esta problemética, ya que también en otros tipos
de suelos no se han detectado cepas autoctonas que afec-
ten la capacidad de nodulacién de la cepa tipo (INIFAT-
GR)) Y, por tanto, la asociacion planta-leguminosa (8, 9).

En este estadio, se observaron en las plantas dife-
rencias significativas en cuanto a la produccion de
biomasa vegetal (MSPA), obteniéndose la mejor respuesta
en los tratamientos donde se redujo un 50y 70 % la fer-
tilizacién nitrogenada, en comparacién con el control
(N100 %), por lo que se puede plantear que el aporte de
la biofertilizacion contribuye de forma balanceada al cre-
cimiento y desarrollo del sistema planta, cuando esta se
combina con la reduccidn de la fertilizacién nitrogenada
hasta un determinado umbral.

Por lo general, la respuesta encontrada en la planta
para cuando solamente se aplica la bacteria, se puede
explicar por la menor disponibilidad de fotosintatos como
fuente de energia necesaria para la fijacion, ya que esta
fase del crecimiento se relaciona con el inicio de la
removilizacién de estos compuestos desde las partes
vegetativas hacia las reproductivas en formacion, etapa
en donde ejerce una gran influencia la disponibilidad de
nitrégeno en forma combinada, ya que generalmente no
se logra satisfacer esta demanda con el aporte brindado
por la fijacién biolégica (2, 5, 15).

Al avanzar la edad del cultivo, también se observa
una respuesta mantenida en favor de la rhizobacterizacion
(Tabla 1), destacadndose nuevamente el tratamiento don-
de se aplicé la minima dosis del fertilizante nitrogenado
como el que promueve el mayor desarrollo de la planta,
reflejado por los indicadores altura y biomasa.

Tabla Ill. Reduccién de la fertilizacién nitrogenada
y efecto de la biofertilizacién sobre dife-
rentes pardmetros del crecimiento y desa-
rrollo de plantas de garbanzo alos 60 dias
de la siembra

Variante Alturadela MSPA/pl  Nimero de MSde
planta (cm) (9) vanas/pl. vainas (mg)

N 0%+Msr. 49.25¢ 4212 54.00 317b
N 30%+Msr. 63.00a 61.08 51.30 425a
N 50%+Msr. 5841a 55.44 67.10 428a
N 100% 52.86 b 41.84 49.00 444 a
ESx 2341 2782NS  0.172NS 0.131
CV (%) 10.26 16.59 5.61 2.98

Letras iguales no difieren significativamente entre si para a=0.05
MS — Materia seca de vainas

MSPA/pl — Materia seca de la parte aérea por planta

Msr — Mesorhizobium cicerii

En este caso, no se detectan diferencias significati-
vas en el nUmero de vainas entre los tratamientos pro-
puestos; sin embargo, el peso de ellas indica un balance
positivo hacia las variantes fertilizadas quimicamente, no
existiendo diferencias con respecto al control (100 kg N.ha™)
entre las dosis de 30 y 50 kg N.ha™, por lo que también
se comprueba que 30 kg N.ha® se comporta como la
dosis Optima a combinar con la fijacion bioldgica del ni-
trégeno, indicando a su vez un aporte del 70 % del nitr6-
geno necesario para el normal crecimiento y desarrollo
de la planta por esta via en detrimento de su aplicacion
en forma de urea.
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Resultados similares se han encontrado en siem-
bras de frio en Espafia, pais que se destaca por los nive-
les de producciény la experiencia acumulada en el cul-
tivo del garbanzo, informandose indices de fijacion entre
65-80 % del total del nitrégeno proveniente de las plan-
tas (6), que a su vez se corresponde con una cantidad de
nitrégeno total incorporado entre 80-130 kg.ha™, cifra que
también se relaciona con los resultados aqui obtenidos.
Semejante respuesta a la inoculacion se ha encontrado
en la Indiay Turquia, paises igualmente grandes produc-
tores de garbanzo (17).

En este sentido, una respuesta favorable en el culti-
vo representa un abonado inicial de 15-30 kg N.ha™* com-
binada con la aplicacién del nimero necesario de bacte-
rias para asegurar la fijacion bioldgica, especialmente en
suelos ligeros y con bajo o medio contenido de materia
organica, a diferencia de pruebas realizadas en condicio-
nes de alta fertilidad donde no se obtiene esta respuesta (6).

EnlaTablalV se relacionan los pardmetros de rendi-
miento obtenidos con la biofertilizacion, en la cual no se
observan diferencias significativas entre la fertilizacion
guimica nitrogenada a su maximo valor y las diferentes
reducciones de este en combinacién con la aplicacion
del biofertilizante.

Tabla IV. Comportamiento del rendimiento al com-
binar la biofertilizacion con la reduccién
del fertilizante nitrogenado

Variante Rendimiento Peso de 100 Contenido de
agricola (t/ha) granos (g) proteina (%)

N 0 %+Msr. 1.04 433 17.35b

N 30%+Msr. 1.12 43.8 19.37ab
N 50%+Msr. 1.28 435 21.84a

N 100% 117 44.6 20.69ab
E.Sx 0.45NS 0.3N.S 2.46

C.V (%) 15.08 1.21 7.07

Letras iguales no difieren significativamente entre si para a=0.05
Msr — Mesorhizobium cicerii

En relacion con el rendimiento agricola, se ha de
destacar los valores obtenidos independientemente de las
variantes experimentales (1.04-1.28 t.ha™), pues superan
a la media mundial (716 kg.ha™) obtenida a su vez en
paises grandes productores de garbanzo y que cuentan
con condiciones edafoclimaticas y de tradicién agricola
favorables para el desarrollo del cultivo (16, 17).

Estos resultados indican la factibilidad que ofrece
este grano para su extension en las condiciones de Cuba,
sobre todo si se tiene en cuenta que también en otras
localidades como el Valle de Caujeri, aun con ausencia
de un paquete agrotécnico completo, se alcanzan rendi-
mientos superiores (1.2-1.5 t.ha®) en condiciones
climaticas y de fertilidad del suelo favorables (8, 9).

Como se evidencia en la tabla, no existen diferen-
cias significativas en relacion con el peso de 100 granos
entre las diferentes propuestas de fertilizacién, lo que in-
dica la posibilidad del cultivo del garbanzo en estas con-
diciones, o similares, sin la aplicacién de fertilizante
nitrogenado con la obtencion de buenos rendimientos y
aceptable calidad de los granos; pues, a pesar de detec-

tarse diferencias significativas entre el contenido de pro-
teinas de los tratamientos fertilizados en relacién con el
gue comprende la ausencia de fertilizacion con nitrdgeno
mas la inoculacion, el valor obtenido (17.35 %) es acep-
table dentro de los limites de este factor en los indicadores
de calidad para esta leguminosa (18).

En relacién con la variante en la cual se fertiliz6 con
50 kg N.ha™ mas la bacteria, se obtuvieron valores del
rendimiento que al no diferir estadisticamente con los
obtenidos en la variante donde se aplicaron 30 kg N.ha™*,
hace que no se justifique por concepto de economia la
aplicacion adicional de 20 kg N.ha*, ademas de los ries-
gos ecolégicos que podria provocar la aplicacién de este
exceso de fertilizante al agroecosistema en zonas esta-
blecidas para este cultivo.

Este comportamiento ha sido observado por otros y
se explica como consecuencia de la capacidad de pro-
duccion de sustancias fisiol6gicamente activas (regula-
dores del crecimiento, aminoacidos, vitaminas y péptidos
de bajo peso molecular), que presentan estas bacterias aso-
ciadas a la capacidad de fijacién del dinitrdgeno (5, 15), lo
gue trae como consecuencia aumentos en el rendimien-
to en granos de la leguminosa que se acenttan al au-
mentar la fertilizacién mineral.

En otro orden, varios autores también han llegado a
la conclusion de la necesidad de fertilizar en etapas ini-
ciales de la plantacién con dosis bajas de nitrégeno, faci-
litando de esta forma que en la planta transcurran los
eventos fisiolégico-bioquimicos propios de esta fase del
desarrollo, lo cual en ocasiones no puede asegurarse con
un suelo desprovisto del elemento nitrégeno suministra-
do de forma quimica, aun cuando este se clasifique como
de media a alta fertilidad (3, 15).

Teniendo en cuenta la respuesta obtenida a la inocu-
lacion con la cepa INIFAT-GR_ de Mesorhizobium ciceri,
por parte de la variedad de garbanzo N-6 cultivada sobre
suelo Ferralitico Rojo, se hace factible la elaboracion y
aplicacién de un biopreparado (“GRCicer”) a base del
microsimbionte, que permita la reduccién de hasta el 70 %
de las necesidades de nitrégeno por parte de la planta-
cién, lo que a su vez se traduce en un ahorro de
70 kg N.ha™ , equivalente a 152 kg en base a urea, con
el consiguiente beneficio econémico de 58.00 USD por
hectarea cultivable, unido al impacto ambiental por con-
cepto de la no aplicacion de la mayor parte del fertilizante
nitrogenado que normalmente se recomienda para el cultivo.

Finalmente, se recomienda continuar los estudios so-
bre el establecimiento de Mesorhizobium cicerii para su aso-
ciacion con el garbanzo en las diferentes zonas de cultivo
mediante encuestas agrobioldgicas o recoleccion de mate-
riales a partir de diferentes localidades, asi como iniciar estu-
dios de interaccién de otros biofertilizantes (solubilizadores
del fésforo en el suelo y estimuladores del crecimiento vege-
tal) con la cepa seleccionada de la bacteria. Adicionalmente,
debe profundizarse en la cantidad de nitrégeno fijado por el
microorganismo mediante la técnica del isétopo marcado N,
la cual permite cuantificar con gran exactitud el nitrégeno pro-
ducto del complejo proceso de fijacion bioldgica.
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