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RESUMEN

Resumen

Se realizé un experimento de campo para determinar el efecto de la inoculaciéon con
rizobios en sorgo, para seleccionar las mejores cepas con vistas a su aplicacion
practica. Se utilizaron 12 cepas nativas de Bradyrhizobium sp, y 3 cepas de referencia.
La preparacion de los in6culos y la inoculacion de las semillas se realizaron con
procedimientos prestablecidos. La dosis de siembra fue de 12 kg/ha. El marco de
siembra fue de 50cm entre surco, a chorrillo espaciado. Disefio experimental de
bloques al azar, con 15 tratamientos y 4 réplicas. Se utiliz6 andlisis de varianza
(ANOVA). Las diferencias entre medias, por LSD de Fisher (p<0,05). Se realizd un
analisis de conglomerados mediante el método Ward, distancia City-Block y se hall6 la
relacion estadistica entre variables. Se evaluaron la variables agroproductivas peso
seco aéreo, indice de efectividad de la inoculacion, longitud del tallo, longitud de la
panoja y peso seco de la panoja. Se demostro la capacidad de un numero significativo
de cepas de influir positivamente en variables agronomicas de sorgo, ya que existieron
tratamientos inoculados que superaron estadisticamente los valores del control
absoluto y otros igualaron sus valores a los del control fertilizado. En general, la
relacion estadistica entre variables fue débil, aunque existié una fuerte relacion del
peso de la panoja con respecto a la longitud del tallo en los tratamientos inoculados con
las cepas de referencia, lo que indica la posible influencia de las hormonas producidas
por los rizobios. Los resultados obtenidos demostraron las perspectivas positivas desde

el punto de vista econdmico de la inoculacién de sorgo.

Palabras clave: sorgo, Bradyrhizobium, variables agroproductivas, perspectivas

econdmicas.



RESUMEN

ABSTRACT

A field experiment was carried out with the aim of determining the effect of rhizobial
inoculation onto sorghum in order to select the best strains for the agricultural practice.
Twelve native strains belonging to Bradyrhizobium sp, as well as three reference strains
were used. Inocula preparation and seeds inoculation were accomplished according to
established methodologies. The sowing rate was 10 kg/ha. Sowing width was 70 cm
between rows, widely spaced. A randomized block with 15 treatments and 4 replicates
was constructed. The ANOVA analysis was used. Differences among means were
determined by Fisher's LSD (p<0,05). A cluster analysis was made with a Ward’s
method and a City-Block distance. The statistical relationship between variables was
calculated. Agroproductive variables such as aerial dry weight, inoculation effectiveness
index, length of stems, number of ears and ears weight were determined. Results
showed the capacity of a significant number of strains to influence positively on
agronomic variables of sorghum since several inoculated treatments were statistically
higher as compared with the absolute control, as well as other inoculated treatments
showed similar values to fertilized control. In general it was determined a weak
statistical relation between variables. However, a strong relationship between weight of
ears and length of stems was found which indicates a posible hormonal influence of
rhizobia on plants. Obtained results demonstrated promising economic perspectives of

rhizobial inoculation on sorghum.

Key words: sorghum, Bradyrhizobium, agro-productive variables, economic

perspectives.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

En la literatura especializada, se informa que los rizobios son colonizadores de raices,
pero especificos en cuanto a plantas hospederas, y que, por lo tanto no pueden
colonizar un amplio rango de especies de plantas (Mia y Shamsuddin, 2010). Sin
embargo, Cocking (2003) observé que Azorhizobium caulinodans puede penetrar en el
sistema radicular de los cereales y otros cultivos no pertenecientes a la familia de las
leguminosas, por medio de una invasion intracelular en las células epidérmicas y asi
coloniza la planta de forma intercelular, incluyendo el xilema, lo cual incrementa la
posibilidad de la formacion de un nicho no nodular para la fijacibn endosimbiética de
nitrégeno en arroz, trigo, maiz, sorgo y otros cultivos. Segun Matiru y Dakora (2004) los
rizobios producen fitohormonas que promueven el crecimiento vegetal y posiblemente
incrementan los rendimientos, a pesar de no haber sido detectada alguna fijacion de N,
en las especies no leguminosas. Los resultados obtenidos por diversos autores, entre
los que se encuentran Biswas et al.,, (2000), demuestran valores estadisticos
superiores en el rendimiento de grano al inocular arroz con cepas pertenecientes a

Rhizobium sp., R. leguminosarum y Bradyrhizobium sp.

Acorde con lo expresado por Matiru y Dakora (2004), la infeccion rizobiana en las no
leguminosas es mas comun en la naturaleza que lo que se pensaba anteriormente. A
pesar de que en varias instituciones en el extranjero se han realizado estudios con
rizobios en diferentes especies, en Cuba solo se conocen los beneficios de la
inoculacién en plantas de trigo y de maiz, con cepas nativas de Bradyrhizobium sp.,
procedentes de los ecosistemas ganaderos de Sancti Spiritus (Bécquer et al., 2006;
Bécquer et al., 2008), por lo que se considera que esta investigacion es novedosa para

el pais.

El sorgo pertenece a la familia Poaceae. Es un cultivo alimenticio importante en Africa,
América Central, y Asia Meridional, siendo la quinta cosecha de cereal en el mundo, en
cuanto a su produccion, y su mayor productor es los Estados Unidos. Se adapta bien al

crecimiento en areas aridas o semidridas célidas.
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El sorgo puede ser una opcién favorable para nuestra agricultura al conocerse que es
capaz de soportar las condiciones de sequia gracias a su sistema radical muy
desarrollado y fibroso, puede explorar aproximadamente el doble del volumen que el
maiz y llegar hasta los 75 cm de profundidad, ademas ha mostrado buena adaptacién a

las condiciones edafocliméaticas de Cuba.

En nuestro pais las areas sembradas de sorgo se han ido incrementando a partir del
afo 2001 hasta alcanzar la cifra de 850 828 ha en el 2004 con rendimientos que

oscilan entre 1.1y 2.0 t/ha.

El uso intensivo de fertilizantes quimicos y pesticidas conlleva a problemas ambientales
e incremento de los costos de produccidn en la agricultura. Las crisis econdmicas y los
problemas ambientales que enfrenta el planeta obligan a que se haga énfasis en las
técnicas sostenibles de produccion. Ej.: Biofertilizantes a base de bacterias benéficas,
por lo que se ha prestado especial atencion al estudio de los microorganismos
asociados a las raices de las plantas y a sus beneficios para la agricultura (Rodriguez
et al.,, 2003). Miles de hectareas cultivadas con soya, frijol, caupi, asi como con

leguminosas forrajeras, son inoculadas con rizobios en sistemas agricolas.

En Cuba el uso de los biofertilizantes ha tomado auge en los ultimos afos y se han
desarrollado varios estudios en cultivos como el tomate, pimiento, tabaco, cebolla,
platano y arroz, entre otros. Sin embargo, en los pastos los trabajos se han
encaminado, fundamentalmente, a la inoculacion de las leguminosas con cepas de
rizobios. En las gramineas, como la cafla de azlcar, se ha utilizado Azospirillum y
hasta el momento se han obtenido resultados alentadores que indican la posibilidad de
poder sustituir entre un 15 y un 20% del fertilizante mineral nitrogenado (Treto y Arzola,
1993).

Es conocido que la adaptacion de los microorganismos a ambientes estresantes es un
factor de supervivencia de los mismos y, que puede incidir positivamente en la

capacidad de los rizobios de fijar nitrogeno atmosférico, solubilizar sales minerales para
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su mejor aprovechamiento por la planta o producir sustancias promotoras del
crecimiento vegetal en ecosistemas agricolas sometidos a estrés ambiental, donde las
cepas comerciales convencionales no son eficientes (Chabot et al., 1996; Biswas et al.,
2000; Hilali et al., 2001; Bécquer et al., 2008).

La aplicacion de biofertilizantes y bioestimulantes a los cultivos, es una estrategia
importante para mejorar o preservar las condiciones fisicas, quimicas y biolégicas de
los suelos y por consiguiente su potencial agroproductivo, a la par que incrementan el

nivel de sanidad y productividad de los cultivos (Rodriguez et al., 2003).

Las bacterias beneficiosas se aplican en la agricultura en forma de inoculantes para los
cultivos (biofertilizantes). Se han realizado investigaciones extensas sobre este tema,
incluyendo estudios sobre la diversidad y la taxonomia de los rizobios. Rhizobium fue la
primera bacteria producida a gran escala y se ha afiadido como inoculante a diversos

cultivos agricolas, con éxito en muchos casos. (Bécquer, 2007).

Esta asociacién entre rizobios y plantas no leguminosas puede mejorar el crecimiento
de las plantas, aunque se ha demostrado que esto no solo se realiza mediante la
fijacion del nitrégeno, sino también por la producciéon de fitohormonas que estimulan y
promueven el crecimiento vegetal, asi como sus rendimientos agricolas. Se ha
observado que la inoculacion con Rhizobium leguminosarum incrementa de forma

significativa la materia seca en areas de maiz, trigo y cebada (Antoun y Prévost, 2000).

Las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por su acrénimo
en inglés), representan una amplia variedad de bacterias del suelo las cuales, al crecer
en asociacion con las plantas hospederas, provocan la estimulacion del crecimiento de
dichas plantas (Kevin, 2003). Sin embargo, el efecto positivo de las bacterias
rizosféricas, entre ellas los rizobios, en plantas no pertenecientes a la familia de las
leguminosas, como las gramineas, es un hecho cientifico demostrado por diferentes
autores (Biswas et al., 2000; Hilali et al., 2001; Antoun y Prévost, 2005; Anya et al.,
2009).
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Otros estudios en este tema han sefialado que la respuesta de los cereales a la
inoculacion bacteriana depende del genotipo de la planta (Murty y Ladha 1988), de la
cepa de bacteria utilizada y del tipo de suelo (Baldani et al., 1987); asi como de las
condiciones medioambientales existentes (Bhattarai y Hess, 1993). Segun estos
ultimos autores, ademas de Neves y Rumjanek (1997) y otros, las cepas procedentes
de ecosistemas locales pueden ser seleccionadas para la inoculacion de los cultivos,
ya que las mismas estan adaptadas al ambiente y pueden ser mas competitivas que las

cepas importadas.
El problema cientifico aresolver en esta tesis es el siguiente:

¢Es factible la inoculacion de rizobios para mejorar variables agroproductivas

importantes en sorgo?
Objetivo general:

Valorar el efecto de la inoculacion de rizobios nativos y comerciales en una variedad
cubana de sorgo en condiciones de campo en Sancti-Spiritus, con el fin de determinar
el efecto positivo de las cepas en el cultivo y de esta forma seleccionar las mejores

para su aplicacion en la practica agronémica.
Objetivos especificos:

1.- Determinar el efecto de la inoculacién con rizobios en variables agroproductivas

determinadas.

2.- Seleccionar cepas de acuerdo a su efecto en la planta para su aplicacion posterior

en la practica agricola del territorio.

3.- Valorar el impacto econémico de la investigacion.

Hipotesis:

Es factible obtener resultados agrondmicos superiores o reducir los costos de

produccion por la no utilizacion de fertilizantes quimicos en sorgo mediante la

inoculacién de diferentes cepas de rizobios.
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Tipo de investigacion:
Aplicada.

El objeto de investigacion: la aplicacion de biofertilizantes (inoculantes bacterianos)

en el cultivo del sorgo.

Campo de accién. Aplicar el efecto promotor de crecimiento vegetal de rizobios en

sorgo, bajo condiciones de campo en Sancti Spiritus.
Justificacion de lainvestigacion y su viabilidad:

El actual incremento significativo de los precios de fertilizantes y otros productos
guimicos en el mercado internacional obligan a aplicar variantes menos costosas en la
préctica agricola. Por otra parte, es conocido del impacto negativo que proporcionan los
fertilizantes quimicos al medio ambiente por contaminar el manto freatico y provocar
enfermedades metabolicas a animales y seres humanos. La actual investigacion
aborda profundamente estos problemas para brindar una adecuada solucion a los
mismos. Un incremento aceptable de los rendimientos podria también esperarse, por lo
gue se justifica plenamente desde el punto de vista cientifico, ambiental, econdémico y

agricola.

Desde el punto de vista practico, se determind que la tolerancia a factores abidticos
extremos de las cepas nativas, unido a su alta eficiencia simbiética, puede incrementar
la productividad de las leguminosas forrajeras, destinadas a ecosistemas bajo
condiciones edafocliméticas desfavorables, lo cual es un factor positivo desde el punto

de vista agronémico.
Novedad cientifica:

Se considera que esta investigacion puede constituir una novedad para las ciencias del
suelo de Cuba, al no contar con antecedentes previos en nuestro pais al momento de

ejecucion del experimento, asi como muy pocos antecedentes en el extranjero.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

I.1. Impacto ambiental de los fertilizantes quimicos en la produccién del cultivo

del orgo

La llamada revolucion verde que fue vendida como la panacea de la agricultura para la
produccion de alimentos a gran escala y mitigar el hambre a nivel mundial, hoy en dia
esta muy cuestionada. La realidad nos ha convencido de la existencia de cambios,
producto de la intervencion del hombre en la naturaleza, nocivos al ambiente y que, en
algunos casos, estan alcanzando niveles irreversibles. Esta intervencion ha traido
consigo la inutilizacion de campos debido a la pérdida de suelos por erosion y mal
manejo y la disminucion de la biodiversidad por abuso de agroquimicos e incorporacion
de grandes cantidades de fertilizantes quimicos que contaminan mantos acuiferos,

produciéndose un impacto negativo sobre la sostenibilidad. (Chirinos et al, 2006).

El abono quimico llega a Cuba con las relaciones del campo socialista, en esa época
los campesinos se negaban a usar productos quimicos pues planteaban que le
mataban las lombrices del suelo, puesto que al adicionarle al suelo sales de NPK
aumentaban su concentraciéon en él y cambiaban el potencial osmoético de las
lombrices, muriendo, qué tan cierto estaban de la experimentacion empirica
(Searchinger, 2008).

Los fertilizantes sintéticos de nitrdgeno también pueden convertirse en contaminadores
del aire y han estado implicados recientemente al contribuir al calentamiento global y a
la destruccion de la capa de ozono. El N;O es liberado a la atmosfera por la aplicacion
de fertilizantes nitrogenados, y tiene casi 300 veces el potencial de calentamiento

global qgue una misma masa de CO; (Searchinger et al. 2008).

Desde el punto de vista de una agricultura sostenible y respetuosa con el medio

ambiente, el uso de biofertilizantes representa una importante alternativa para limitar el
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uso de abonos quimicos, reduciendo su negativo impacto ambiental y econémico, y
mejorando la productividad de los cultivos. A su vez, los biofertilizantes pueden ser de
gran utilidad en la recuperacion de terrenos marginales para su aprovechamiento
agricola y forestal. EI uso de biofertilizantes constituye una forma de aumentar la
productividad de los cultivos, reduciendo al mismo tiempo los efectos perversos de la

fertilizacion quimica sobre el medio ambiente y la salud (Chirinos et al, 2006).

Los antecedentes que existen en Cuba de fertilizacion del sorgo se limitan a los
informados por el Instituto de Investigaciones de Pastos y Forrajes, el Instituto de
Investigaciones del Arroz, el Instituto de Investigaciones Fundamentales de Agricultura
Tropical y el Instituto de Investigaciones Horticolas Liliana Dimitrova, los cuales
coinciden en la aplicacion de 140-150 kg/ha de nitrogeno, 60 kg/ha de P,Os y 60 kg/ha
de K30, sin existir preferencias de portadores (Napoles, 2006). Segun Chaviano (2005)

este cereal tiene buena respuesta a la fertilizacion organica.

I.2. Acercamiento alas caracteristicas morfolégicas y agrotécnicas del sorgo.

El sorgo o zahina (sorghum vulgare o sorghum bicolor) pertenece a la Familia
Poaceae, cuyas semillas se utilizan para hacer harina y como forraje. Es un cultivo
alimenticio importante en Africa, América Central, y Asia Meridional siendo la quinta
cosecha de cereal en el mundo, en cuanto a su produccion, y su mayor productor es
los Estados Unidos. Se adapta bien al crecimiento en areas aridas o semiaridas calidas
(Néapoles, 2006). En nuestro pais se utiliza indistintamente como fuente de grano para

los monogastricos y de forraje para el ganado vacuno.

El sorgo es un cultivo alimenticio importante en Africa, América Central, y Asia
Meridional, (N&poles, 2006). Segun este autor, el sorgo puede ser una opcion favorable
para nuestra agricultura al conocerse que es capaz de soportar las condiciones de
sequia gracias a su sistema radical muy desarrollado y fibroso, puede explorar

aproximadamente el doble del volumen que el maiz y llegar hasta los 75 cm de
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profundidad, ademas ha mostrado buena adaptacion a las condiciones edafoclimaticas
de Cuba.

En Cuba existen problemas de salinidad en 1 millon de hectareas, erosion de media a
fuerte y compactacion elevada de los suelos, asi como aumentos de suelos no fértiles y
desarborizacion (Monzote, 2000). En nuestro pais las areas sembradas de Sorgo se
han ido incrementando a partir del afio 2001 hasta alcanzar la cifra de 850 828 ha en el
2004 (Canet et al, 2005) con rendimientos que oscilan entre 1.1 y 2.0 t/ha. La
necesidad de utilizar suelos de escasa fertilidad, obliga necesariamente a un correcto
manejo agrondmico en la nutricion de las plantas, donde el empleo de biofertilizantes

debe ocupar un lugar primordial, por sus ventajas econdmicas y ecologicas.

Antes de la realizacion del presente trabajo, no existian antecedentes en Cuba sobre la
utilizacion de rizobios en sorgo. No obstante, la necesidad de desarrollar este cultivo en
suelos de escasa fertilidad, obliga necesariamente a un correcto manejo agronéomico en
la nutricibn, que conduzca a una maxima precision en las vias, fuentes, dosis y
momento de aplicacion de fertilizantes. El empleo de inoculantes bacterianos puede ser

una de las mejores alternativas, desde el punto de vista econdémico y medioambiental.
I.3. La biofertilizacion: una alternativa necesaria

La revolucion verde de los afios sesenta trajo un notable incremento de la produccion
agricola, gracias, sobre todo, al empleo generalizado de abonos quimicos y semillas
mejoradas. Pero el fertilizante nitrogenado, el méas utilizado en agricultura, se lleva
buena parte de la inversion en el campo. Para la fabricacion de fertilizantes
nitrogenados se requiere en general energia derivada del petréleo. Por otro lado, su
uso indiscriminado ha ocasionado graves problemas de contaminacion, ya que no todo
el fertilizante que se aplica lo aprovecha la planta; en una cuantia importante acaba en

lagos y lagunas. (http://apuntes.rincéndelvago.com/rhizobium.html. Rhizobium, 1998.

Consultado el 8 de mayo de 2012).
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La fijacion bioldgica de nitrogeno es la opcién alternativa y natural de la fertilizacion
guimica. De todos los seres vivos, sOlo un centenar de géneros de bacterias estan
capacitados para fijar nitrogeno del aire, donde este elemento constituye alrededor del
70%, y convertilo en compuestos asimilables por todos los organismos.
(http://apuntes.rincondelvago.com/rhizobium.html. Rhizobium, 1998. Consultado el 8 de
mayo de 2012).

En condiciones naturales o con bajo nivel de disturbio en la vegetacion original, se ha
demostrado que la interdependencia, planta-microorganismo ha contribuido al
mantenimiento, funcionamiento y la estabilidad de los ecosistemas (Read, 1998) y
como consecuencia en la diversidad de las especies en las comunidades vegetales. En
cambio, en la actividad agricola, esta relacion de interdependencia ha sido
menospreciada y poco estudiada, y en general en los terrenos agricolas ha ido en
detrimento (Remy et al, 1994).

Agronémicamente, la parte aérea de la planta ha recibido mas atencién para su
estudio, en comparacion con el sistema radical (Kramer, 1983 y Gregory, 1994), aun
cuando existe una estrecha interdependencia entre ambos organos. El sistema radical
ha sido llamado el componente olvidado (Davidson, 1978), la mitad escondida (Waisel

et al, 2002), aunque para muchas plantas representa mucho mas que la parte aérea.

El objetivo de la biofertilizacion es el de formar asociaciones microorganismos — planta,
capaces de incrementar la fijacion biolégica de nitrégeno atmosférico (Da Silva et al.,
1999; Hardson, 1999), asi como incrementar la disponibilidad de nutrientes y hacer
eficiente la absorcién de los mismos (Alarcén y Ferrera-Cerrato, 2000; Young et al.,
1988; Brown y Bethlenfalvay, 1988; De la Cruz et al., 1988; Werner, 1992; Aguirre y
Velazco, 1994; Linderman, 1993; Bethlenfalvay, 1993; Bashan et al.,, 1993, Uribe,
2004).

Una alternativa al uso de los fertilizantes quimicos son los microorganismos promotores

del crecimiento denominados: “bioestimulantes”, “biofertilizantes” o “inoculantes”. Los
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microorganismos mas utilizados son las bacterias de los géneros Rhizobium vy
Azospirillum, asi como hongos micorricicos del género Glomus, que generalmente
provenientes de otras regiones, lo que limita a los agricultores locales. Asi, los estudios
sobre la adaptacion y eficiencia biofertilizante de nuevas cepas deberan conducirse en
las regiones donde se utilizaran recurrentemente. La inoculacién con A. brasilense es
altamente benéfica en gramineas como: maiz, cafia de azlcar, pastos y Sorgo, pues
aporta de 30 a 50% de los requerimientos de nitrogeno de dichos cultivos (Martinez-
Morales et al., 2003; Viviene et al., 2004).

Entre las especies fijadoras de nitrégeno hay cianobacterias (Anabena y Nostoc, por
ejemplo), arqueobacterias (Methanococcus), bacterias grampositivas (asi, Frankia y
Clostridium), enterobacterias (Klebsiella) y otras proteobacterias (Rhizobium,
Azospirillum y Acetobacter, entre varias). En la fijacion biolégica de nitrégeno el mundo
organico halla su fuente principal de abastecimiento en dicho elemento. Si se
suspendiera el proceso de fijacion, todo el nitrogeno retenido en la biomasa regresaria
a la atmosfera en 100 afios. De poder fijar nitrégeno, el hombre no necesitaria ingerir
proteinas. Pero la ambicién de los cientificos no es que el hombre fije nitrégeno, sino
gue los cultivos altamente extractivos de nutrientes del suelo puedan prescindir del uso
de fertilizantes mediante la fijacion biolégica de nitrégeno. En la naturaleza ya existen
plantas que aprovechan la fijacién de nitrégeno realizada por bacterias que se asocian
con los vegetales. Ocho familias de plantas emparentadas entre si gozan de la
capacidad para asociarse en simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno. Las plantas
en cuestion alojan a las bacterias en estructuras especiales que se forman en sus
raices; en los nodulos, nombre de esas estructuras, las bacterias fijan el nitrégeno.
(http://apuntes.rincéndelvago.com/rhizobium.html. Rhizobium, 1998. Consultado el 8 de
mayo de 2012).

Individuos de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium penetran en las
raices y a veces en los tallos de las leguminosas, mientras que Frankia y otros

actinomicetos son las responsables de la fijacién de nitrégeno en Casuarina y otras
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especies. Las leguminosas, se admite que deben tamafio éxito adaptativo a su
capacidad para fijar nitrogeno, lo que les permite colonizar suelos pobres en nutrientes.
Pero no todas las especies estan capacitadas para formar nodulos; tampoco se sabe
cuantas establecen simbiosis. Las mas conocidas son las que tienen valor comercial y
alimentario para el ser humano o para el ganado, como el frijol, la soja, el chicharo, la
lenteja, el haba y la alfalfa. Todas ellas fijan nitrdgeno atmosférico al establecer
simbiosis con Rhizobium y otros géneros emparentados.
(http://apuntes.rincondelvago.com/rhizobium.html., 1998. Consultado el 8 de mayo de
2012).

La utilizacion de productos bioldgicos constituye un elemento de extraordinario valor
para una agricultura sostenible. Esta no puede introducirse de forma aislada, sino
dentro de un sistema de manejo de suelo donde se integren las diferentes tecnologias
gue de forma interactiva contribuyan cada una a obtener los resultados esperados. Los
biofertilizantes y bioestimulantes son productos a base de microorganismos
beneficiosos que viven en el suelo en poblaciones relativamente bajas, que al
incrementarse sus poblaciones por medio de la inoculacion artificial, son capaces de
poner a disposicion de las plantas una parte importante de las sustancias nutritivas que
necesitan para su desarrollo. La obtencidén de diferentes productos biolégicos se ha
llevado a cabo sobre la base de la explotacidén de diferentes caracteristicas genéticas
de los microorganismos como son la capacidad de fijar el nitrégeno atmosférico, la
capacidad de solubilizar los fosfatos insolubles de los suelos, la capacidad de optimizar
los nutrientes presentes en el suelo y la capacidad de ofrecer proteccion fitosanitaria a
los cultivos contra plagas y enfermedades (Anon, 2007.
http://mmbr.asm.org/2/attachment2.htm. Consultado el 12 de Octubre de 2011).

Los biofertilizantes son sustancias liquidas o solidas que provienen de la fermentacion
de materiales organicos, que pueden ser enriquecidos con sales minerales naturales y
gue contienen microorganismos con efectos positivos sobre algunos procesos de

descomposicion y sintesis que ocurren en el suelo. Todas estas sustancias, extraidas
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por procedimientos naturales y respetuosos con el medio ambiente, actian sobre el
crecimiento del tejido radicular secundario, sobre la multiplicacion de las células en el
crecimiento de la masa de la planta, la multiplicaciéon de nuevos brotes y sobre un
mejor cuajado de las flores, que proporciona, a su vez, una mayor uniformidad del fruto
tanto en lo que respecta a su tamafio como a su aspecto externo, ademas de un mayor
brillo en su aspecto y una mayor consistencia del mismo. (TRAXCO, 2010.
http://www.traxco.es/blogposibles-averias-de-un-pivot. Consultado el 7 de mayo de
2012).

El empleo de microorganismos biofertilizantes constituye una via importante para
atenuar la escasez de fertilizantes minerales, a la vez que contribuye a disminuir los
costos de la produccion agricola, ya que la fijacion biologica logra cubrir hasta el 50%
del nitr6geno necesario para las plantas (Martinez Viera, 1986), ademas, estos
microorganismos ayudan a mantener el equilibrio biolégico, ya que no producen

afectaciones al suelo, a la salud y al ambiente en general.

Como consecuencia de la revolucion biolégica que se lleva a cabo en la agricultura
cubana, en los ultimos afios se han desarrollado diferentes biofertilizantes. Entre los
mas utilizados se encuentran aquellos elaborados a base de bacterias fijadoras de
nitrégeno de forma asociativa como es el caso de Azotobacter chroococcum. Estos
microorganismos viven en la zona rizosférica de las plantas y utilizan como nutrientes
las sustancias contenidas en las secreciones de las raices, suministrando a estas el
nitrogeno que fijan. Al mismo tiempo, sintetizan aminoacidos, citoquininas, auxinas,
giberelinas, acidos organicos y péptidos de bajo peso molecular, entre otras sustancias,

las cuales actuan como estimuladores del crecimiento vegetal. (Dibut et. al. 1995).

La inoculacion de varios microorganismos (biofertilizantes) constituye una tendencia
mundial, sobre todo a partir de los afios 90. Esto se debe fundamentalmente a que
contribuyen en el mejoramiento de la eficiencia de la fertilizacién y a la conciencia que

se ha adquirido sobre la conservacion del medio ambiente. Por esta razon se hace
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necesario la busqueda de alternativas que mejoren la eficiencia de utilizacién de los
fertilizantes y que a su vez constituyan tecnologias respetuosas del medio ambiente,

como es el caso de la inoculacién con Rhizobium y Micorrizas (Ruiz et al., 2010).

|.4.Tipos de biofertilizantes

Los microorganismos del suelo aprovechados en la agricultura han tenido diferentes
denominaciones, tradicionalmente se han utilizado in6culo o inocular, que es la
introduccién de gérmenes en un sustrato cualquiera (Font Quer, 1977), pero también se
han denominado fertilizantes bacterianos, (Dommergues, 1978) e inoculante
microbianos (Kapulnik y Okon, 2002).

Algunos productos comerciales que contienen solamente bacterias, son comunmente
llamados biofertilizantes, como el caso del Rhizobium, fitoestimulante como el
Azospirillum, biopesticidas, cuando se utilizan para el control biologico como la
Pseudomonas (Kapulnik y Okon, 2002) y también como bioinoculante, (Loredo et al,
2007). En todos los casos pueden utilizarse en cultivos anuales, en praderas de

gramineas, leguminosas, hortalizas y frutales.

Ferrer y Herrera (1991) y Hernandez (1997), agrupan en este concepto a todos los
organismos vivos capaces de brindar algun beneficio a las plantas y los clasifican en
dos grandes grupos: los de accion directa, entre los que se encuentran los
microorganismos fijadores simbidticos de nitrogeno y las Micorrizas Vesiculo
Arbusculares (MVA) y las de accion indirecta que incluyen los solubilizadores de
fosforo, los fijadores de nitrogeno atmosférico de vida libre y los estimuladores de

crecimiento vegetal, representados por varios géneros.

La importancia segun Hernandez et al. (1994) y Martinez y Dibut, (1995), de estos
bioproductos radica en su capacidad para suplementar o movilizar nutrientes con un
minimo uso de recursos no renovables; ademas, tiene las ventajas de que los procesos

microbianos son rapidos y los biopreparados pueden aplicarse para solucionar
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problemas locales especificos, al mismo tiempo que se reducen los problemas
econdmicos y ecologicos que se derivan de la aplicacion indiscriminada de los

fertilizantes industriales.

El uso de inoculantes biolégicos incorporados como tratamientos de semilla con
microorganismos promotores del crecimiento vegetal tales como Azotobacter,
Azospirillum, Micorrizas u otros, muestran un creciente interés no sélo en estudios de
investigacion sino también en evaluaciones extensivas y en usos comerciales en
diferentes cultivos. Efectos como una mas répida implantacién, mayor crecimiento de
raices, tolerancia mejorada a patégenos, fijacién biolégica no simbidtica de nitrégeno y
solubilizacion de nutrientes son habitualmente reportados en estas experiencias
(Caballero Mellado et al. 1992). Dado el crecimiento en los costos de produccién, las
mejoras derivadas de una mayor eficiencia de uso de los nutrientes y otros recursos a
partir de los aportes de estos tratamientos biolégicos serian de relevancia (Ferraris et
al., 2008).

Las leguminosas también presentan asociaciones tripartitas con rizobios y hongos
vesiculo arbusculares (micorrizas), mejorando el desarrollo de los nédulos vy la fijacién
de nitrégeno, incrementandose el rendimiento de los cultivos y la eficiencia en el uso de

fertilizantes (Ferrero y Alarcon, 2001).

[.4.1. Azotobacter

El nombre de este género de bacterias proviene de la palabra francesa "azoto", que
quiere decir nitrogeno, y del griego "bacter”, que significa bacilo. De él se han descrito
cuatro especies: A. chroococcum, A. vinelandii, A. beijerinckii y A. paspali (Martinez
Viera, 1986); se ha planteado que esta ultima es especifica para el pasto Paspalum
notatum. En general se ha encontrado que existe en diferentes regiones del planeta,
tanto tropicales y subtropicales como templadas, aunque en las ultimas la frecuencia de

aparicion es menor (Dobereiner, 1968).
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Azotobacter, Azospirilum y Pseudomonas son bacterias fijadoras de nitrogeno
atmosférico, aumentan la capacidad de solubilizacién del fésforo organico e inorganico
del suelo, colonizan las raices de las plantas produciendo fitohormonas como
giberelinas (inducen a la germinacion de las semillas y controlan el crecimiento
vegetal), citoquininas (fomentan y favorecen el crecimiento de las yemas laterales),
auxinas (sustancias promotoras del crecimiento vegetal), esto trae como consecuencia

un aumento en la captacién de nutrientes. (http://www.controlbiolégico.com/directorio-

provedores-agri.htm.2012. Consultado el 8 de mayo de 2012).

Azotobacter y Azospirillum, son promotores de crecimiento vegetal, producen fito-
hormonas, incrementan la velocidad de germinacion de semillas, estimulan la
formacion de raices, fortalecen los mecanismos naturales de defensa de la planta
(resistencia sistémica), incrementan la respuesta a la fertilizacién quimica u organica,
reducen las pérdidas de N por lavado, aumentan la tolerancia al estrés hidrico y al
ataque de plagas o enfermedades. (Fornasero et al, 2007. http://www.engormic.com.

Consultado el 7 de mayo de 2012).

1.4.2. Azospirillum

En la actualidad las bacterias de este género son ampliamente estudiadas por su
capacidad de fijar el dinitrégeno atmosférico y de producir sustancias estimuladoras del
crecimiento y desarrollo vegetal. Asi, Velazco (1993) inform6 que a nivel mundial la
biofertilizacibn con Azospirillum sp. en las gramineas como trigo, arroz, cebada y
pastos, produce incrementos en los rendimientos hasta de un 25% y/o la disminucién

de la dosis de fertilizante mineral.

Azospirilum es el género de microorganismos promotores del crecimiento vegetal
(acronimo en inglés: PGPM) mas ampliamente estudiado. Es reconocido por su
capacidad de promover el crecimiento vegetal en plantas de interés agricola,
especialmente en cereales y pastos. EI mayor desarrollo radical inducido por la

inoculacion con Azospirillum conduce a una mayor absorcion de agua y nutrientes del
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suelo que se refleja en el mayor crecimiento del tallo y follaje. También se han
demostrado incrementos en peso seco total, concentracion de nitrogeno en follaje y
grano, numero total de espigas, espigas fértiles y mazorcas, una floracién y aparicion
de la espiga mas temprana, incremento en el nimero de espigas y granos por espiga,
plantas mas altas y tasas de germinaciéon mas altas (Albrecht et al.,, 1981; Bashan,
1986; Fulchieri y Frioni, 1994; Stancheva et al. 1992). Ademas se ha observado un
incremento en el desarrollo del sistema de raices, tanto en longitud como en volumen
(Bashan et al., 1996) y una promocion del crecimiento vegetativo (Kapulnik et al., 1982,
1983).

El contenido de fosforo, nitrégeno, potasio y diversos micronutrientes es mayor en las
plantas inoculadas con Azospirillum que en las no inoculadas. Esta bacteria fue aislada
de la rizosfera y de la superficie de las raices de una amplia variedad de plantas
cultivadas y silvestres del mundo. La amplia distribucién geogréfica entre hospederos

indica la versatilidad para adaptarse a condiciones edaficas diversas (Okon, 1994).

La inoculacién con Azospirillum puede afectar positiva o negativamente algunos
parametros de las raices y del follaje, que estan atribuidos a efectos positivos en la
absorcion de minerales por parte de la planta. Se ha indicado que la absorcién de NO3-
, NH4+, PO42-, K+, Rb+ y Fe+2 inducida por Azospirillum es el factor responsable en
incrementar la materia seca foliar y la acumulacion de minerales en tallos y hojas
(Barton et al., 1986; Lin et al., 1983, Murty y Ladha, 1988; Sarig et al., 1988).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal estimulan el crecimiento del maiz
e incrementan el peso seco hasta en un 30% mas que en el maiz sin inocular y tratado
s6lo con urea (Garcia et al., 1995). Las especies de Azospirillum son una alternativa
para reducir la aplicacion de FN sin afecto negativo en el rendimiento del maiz.
(Caballero et al., 1999), aunque tanto A. lipoferum como, A. brasilense, son especificos
para ciertas variedades del maiz (Reis et al., 2000). Sin embargo, las raices del maiz

pueden ser colonizadas por rizobacterias nativas del suelo, que desplazan con relativa
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facilidad a A. lipoferum y/o A. brasilense, pero que no tienen el efecto benéfico en el

crecimiento y rendimiento del maiz (Fulcheri y Frioni, 1994; Pandey et al., 1998).

Numerosos trabajos analizan los efectos de la inoculacion con Azospirillum spp. en
condiciones de campo sobre el contenido de nutrientes y el rendimiento de los cultivos.
(Fulchieri y Frioni, 1994; Bhattarai, 1999; Dobbelaere et al., 2002). Schulze y Pdschel
(2004) afirman que un prerrequisito indispensable para el éxito de la inoculacién es la
proliferacion de las bacterias en la rizosfera. Generalmente, los trabajos sobre
colonizacion se han realizado en condiciones controladas y en sistemas gnotobidticos
donde una sola cepa de bacterias interactia con la planta hospedadora (Mantelin y
Touraine, 2004). Son muy escasas las referencias sobre sobrevivencia y colonizacion
de Azospirillum spp. inoculados en condiciones de campo (Fulchieri y Frioni, 1994;
Bashan et al.,1995; Kopp y Abril, 1997).

Las caracteristicas basicas de la interaccion Azospirillum brasilense-raices y los
diferentes parametros criticos para obtener la inoculacion exitosa, pueden mejorar la
eficacia de los in6culos basados en A. brasilense bajo condiciones ambientales y del
suelo variables, y de esta forma, estimular su utilizacion comercial en la produccion

agricola en campo (Bashan y Holguin, 1997).

1.4.3. Pseudomonas spp

Pseudomonas es otro amplio género bacteriano, en el cual se encuentran especies con
potencialidad para ser considerados PGPM. Han sido utilizadas con fines agronémicos
en nuestro pais P. fluorescens y P. chlororaphis, en ese orden de importancia. Los
efectos atribuidos a este grupo bacteriano pueden resumirse en una accion de
biocontrol, la secrecion de sustancias inductoras y la solubilizacion de nutrientes.
Ademas, a las especies de Pseudomonas se les atribuye la capacidad de producir
enzimas fosfatasas, acidos organicos (i.e. acido glucénico, citrico) e inorgéanicos (i.e.
acido sulfhidrico, nitrico, carbonico), que por medio de la rotura de enlaces y la

acidificacion del medio, incrementarian la recuperacion del fésforo nativo del suelo y la
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adquisicion del aportado por fertilizacion. (Ferrari, 2008). P. fluorescens exuda ciertos
acidos organicos que promueven incrementos en las concentraciones de fosforo en las

inmediaciones de las raices (Faggioli et al., 2004).

Las condiciones ambientales (suelo, clima, fertilizacion, etc.) y las caracteristicas de los
microorganismos nativos e introducidos son factores determinantes para la
sobrevivencia y actividad en la rizosfera (Bacilio-Jiménez et al., 2001; Chotte et al.,
2002; Kaushik et al., 2002; Tsagou et al., 2003; Kozdroj et al., 2004). Sin embargo, un
estudio realizado sobre colonizacién rizosférica por P. chlororaphis mejorada
genéticamente e introducida con fines de control biolégico, demostré que no es posible
predecir con exactitud la sobrevivencia en la rizosfera mediante un modelo que incluye
caracteristicas de suelo y abundancia de microorganismos nativos (Edge y Wyndham,
2002).

[.4.4. Micorrizas

Las micorrizas son asociaciones entre ciertos hongos del suelo y las raices de las
plantas y este término fue primeramente propuesto por el botanico aleman Albert
Bernard Frank en el aflo 1885. Existen tres tipos de micorrizas: las ectomicorrizas, las
ectendomicorrizas y las endomicorrizas; dentro de estas Ultimas las vesiculo-
arbusculares constituyen la simbiosis micorrizica mas extendida sobre el planeta, tanto
por el niamero de los posibles hospederos, como por su distribucion geograéfica.
(Hernandez et al., 1997).

Se reconoce de las micorrizas su capacidad para mejorar la estructura del suelo
gracias al crecimiento del micelio y la secrecién de glomalinas (Faggioli et al., 2008).
Asimismo, actian como una prolongacion del sistema radicular (Peterson et al., 2004),
facilitando la adquisicion de agua y nutrientes de baja movilidad como potasio (K), zinc
(Zn) y especialmente fosforo (P). Al incrementar el flujo de P a la raiz, de manera
indirecta se mejoran otros procesos fisiologicos en que participa este nutriente. Por su

menor diametro, las micorrizas tienen mayor superficie de absorcién que las raices del
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vegetal. Si bien utilizan P bajo las mismas formas que las plantas, tienen mayor
afinidad por P y una concentracion critica en solucion mas baja para lograr su

absorcion (Garcia et al., 2006).

Las micorrizas obtienen por lo menos algunos de los azlUcares de la planta, mientras la
planta se beneficia de la captacion de nutrientes minerales por la hifa fangica. La
influencia de las micorrizas sobre el consumo de nutrientes es importante. Es probable
gue esta mejora en la absorcion de nutrientes se deba a la mayor superficie que
proporciona el micelio. El efecto beneficioso que se obtiene del hongo micorritico se
observa mejor en suelos de baja fertilidad. El fosforo es uno de los nutrientes que las

MVA transportan a través de sus hifas hacia las plantas (Miller y Allen 1992).
1.4.5. Rizobios

Estos microorganismos son capaces de fijar el dinitrogeno atmosférico mediante la
asociacion simbiotica con las leguminosas. En la antigua caracterizacion de estas
bacterias, lo mas importante era el rango hospedero de la leguminosa, aunque también
se describian diferencias morfolégicas vy fisiolégicas (Young y Haukka, 1996). Después
de pasados 50 afios, por primera vez se introdujeron cambios en la homenclatura de
los rizobios con la creacion del nuevo género Bradyrhizobium (Jordan, 1984), el cual
incluye todas las cepas que forman nddulos en Glycine max, pero que no contemplaba
la definiciobn de otras especies, pues aunque el nuevo género estaba basado en
caracteres fisiologicos que lo distinguen de Rhizobium, aiun no se habian introducido
completamente técnicas que podian establecer diferencias en el nivel genético (Young,
1996).

Sdlo los estudios clasicos de Hellriegel y Wilfarth (1888) por primera vez establecieron
claramente que eran microbios los que, en los nddulos radicales, permitian a las
leguminosas obtener nitrogeno atmosférico mientras que otras plantas no podian. En
1890, Beijerinck aislo y cultivd exitosamente la bacteria a partir de nddulos,

denominandola Bacillus radicicola, casi al mismo tiempo, Frank (1889) la habia
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denominado Rhizobium leguminosarum, nombre que se mantiene actualmente (Young
y Haukka, 1996; Sprent, 2001).

|.5. Caracteristicas de algunos géneros representativos.
[.5.1. Género Azorhizobium

Es el género que forma nédulos efectivos en tallos y raices de Sesbania rostrata,
ademas de ser la rama mas alejada de Rhizobium y sélo posee reconocida la especie
Azorhizobium caulinodans (Dreyfus et al., 1998), aunque se han determinado otras (no
clasificadas aun) mediante analisis de homologia ADN-ADN (Rinaudo et al., 1991). La
filogenia basada en los genes nod muestran gue estos genes en Azorhizobium
caulinodans son los més distantes en relacion con todos los demas genes (Lindstrom et
al., 1995). Es el anico género que puede crecer con nitrégeno atmosférico en su estado
libre de existencia (el término Azo se refiere a Nitr6égeno) (Sprent, 1994). Posee una gran
definicion en cuanto a su posicion filogenética con respecto a Rhizobium vy

Bradyrhizobium, donde se encuentra alejado del primero (Young, 1996).

Las bacterias denominadas comunmente rizobios presentan varias formas de vida;
pueden comportarse como saprofitos en el suelo establecer una asociacion simbidtica y
formar nddulos con las raices y tallos de las leguminosas, o bien estar presentes como
enddfito en raices de diferentes especies vegetales, donde ejercen efectos promotores
del crecimiento (Wang et al. 2001).

[.5.2. Género Mesorhizobium

Este nombre fue propuesto basado en el hecho de que muchas cepas (aunque no
todas) en sus especies crecen con tasas de crecimiento que median entre las tipicas
especies rapidas (Rhizobium) y especies lentas (Bradyrhizobium). Generalmente, los

genes nod y nif en este género son cromosomicos (Young, 1996).
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[.5.3. Género Sinorhizobium

Las cepas son productoras de acido y son de rapido crecimiento. Al igual que
Rhizobium, contienen los genes nod, nif y los que controlan la especificidad de la
infeccion radicular (hen) en los plasmidios de gran longitud (pSym) (Somasegaran y
Hoben, 1994). Este género fue segregado de cepas de rizobios que forman nédulos en
Glicyne max, especificamente Rhizobium fredii, los cuales presentaban caracteristicas
fenotipicas muy diferentes de las otras especies de Rhizobium y de ahi surgio la
propuesta de las especies Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium meliloti y Sinorhizobium
xinjiangensis (Chen et al, 1988). Pero surgieron también las especies Sinorhizobium
saheli y Sinorhizobium teranga (esta Ultima especie aparece indistintamente como
teranga o terangae en otras referencias), asi como Sinorhizobium medicae (Rome et al,
1996); Sinorhizobium arboris (Nick et al, 1999) y Sinorhizobium kostiense (Nick et al,
1999).

1.5.4. Género Bradyrhizobium

Las células bacterianas de este género son aerobias, Gram-negativas, con un flagelo
polar o subpolar, su crecimiento en medio enriquecido con levadura es pobre y lento,
son pleomorficas y no forman esporas (Jordan y Allen, 1980). Pueden formar colonias

de tipo seco, opacas y frecuentemente punctiformes (La Favre et al., 1991).

Bradyrhizobium es el género de rizobio de lento crecimiento y probablemente el méas
antiguo, pues es el Unico rizobio con representantes fotosintetizadores y parientes que
no son diazétrofos simbiontes pero que si fotosintetizan como lo es el género

Rhodopseudomonas. Molouba et al., 1999.

La formacion de polisacaridos extracelulares es comun en Bradyrhizobium, asi como
para todos los géneros (Jain et al., 1990), al igual que la presencia de granulos de poli-
hidroxibutirato, polimero que auln sin constituir un lipido, absorbe los colorantes

lipofilicos.
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Los bradyrizobios son productores de alcali, lo cual puede estar relacionado a que las
cepas de este género son generalmente mas tolerantes a los suelos acidos que las de
rapido crecimiento (Bordeleau y Prévost, 1994). Requieren de 3-5 dias para provocar
turbidez moderada en medio liquido y tienen un promedio de multiplicacién de 6-8 h.
Muchas cepas crecen mejor en pentosa como Unica fuente de carbono (Somasegaran
y Hoben, 1994) a pesar de que Elkan y Kuykendall (1981) concuerdan que la arabinosa

es la fuente de carbono preferida por las especies de este género.

Teaney Il y Fuhrmann (1993) determinaron que la presencia de NO™ ; en el suelo
puede reducir el efecto de este aminoacido en la planta. El género Bradyrhizobium
presenta una gran heterogeneidad, la cual ha servido como base para la propuesta de
varias especies, como son Bradyrhizobium elkanii (Kuykendall et al., 1992),
Bradyrhizobium liaoningense (Young y Haukka, 1996) y Bradyrhizobium sp. (Young,
1996).

No hay especies definidas aun para este grupo, solamente son conocidas como
Bradyrhizobium sp., seguido por el género de la leguminosa hospedera en paréntesis
(Young y Haukka, 1996).

[.5.5. Género Rhizobium

Son células aerobias, Gram negativas, en forma de bastdn, colonias de crecimiento
rapido y produccién de acido (Vincent, 1970). Algunas cepas de Rhizobium
leguminosarum y Rhizobium trifolii (posteriormente Rhizobium leguminosarum bv.
Trifolii [Jordan, 1984]) contienen con frecuencia granulos metacroméaticos (en células
jovenes), son motiles, con flagelos polares o peritricos y se tifien facilmente con las
tinturas basicas simples, aunque las mas viejas necesitan mas tiempo para absorber el
tinte y tienen zonas no tefidas (de polihidroxibutirato), lo cual les da un aspecto lisado
(Hamdi, 1985).
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Algunas cepas de Rhizobium leguminosarum y Rhizobium trifolii (posteriormente
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii [Jordan, 1984]) contienen a menudo granulos
metacromaticos (en células jévenes), son motiles, con flagelos polares o peritricos y se
tiien facilmente con las tinturas basicas simples, aunque las mas viejas necesitan mas
tiempo para absorber el tinte y tienen zonas no tefiidas (de polihidroxibutirato), que les

da un aspecto lisado (Hamdi, 1985).

Con la excepcion de Rhizobium loti (posteriormente Sinorhizobium meliloti) que posee
ADN cromosomico, en el resto de las especies la informacién genética para la
nodulacion (genes nod) y para la fijacion del nitrégeno (genes nif), se encuentran en los
plasmidios (Martinez-Romero y Caballero-Mellado, 1996). Se ha dado a conocer que
estos componentes genomicos presentan rangos de 150 hasta 1500 kb (Martinez-

Romero y Palacios, 1990).
I.6. Resefiay efecto de los rizobios como biofertilizante

Los rizobios son un grupo parafilético que se encuentran en dos clases de

proteobacteria (las proteobacterias alpha y beta). Como se nota mas abajo, la mayoria

pertenece al orden Rhizobiales pero varios de los rizobios ocurren en distintos érdenes
de las proteobacterias. (http://es.wikipedia.org/wiki/ambiente. 2011. Consultado el 7 de
mayo de 2012).

Muchos autores sefialan que los rizobios (rizobacterias conocidas comunmente como
bacterias dinitrofijadoras en simbiosis con las leguminosas) pueden colonizar e influir

en el crecimiento de las plantas no leguminosas (Antoun et al., 1998).

Aunque mucho nitrégeno es removido cuando se cosechan los granos ricos en proteina
o el heno, cantidades significativas pueden permanecer en el suelo para futuros
cultivos. Esto es especialmente importante cuando no se usan fertilizantes
nitrogenados como en los esquemas de secuencias de cultivos en la agricultura

organica o en paises menos industrializados. Por lo general, el nitrégeno es el nutriente
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mas comunmente deficitario en muchos suelos del mundo y el mas comunmente
agregado al suelo. La fertilizacion nitrogenada a través de fertilizantes tiene fuertes

impactos medioambientales. En cambio, la fijacion de nitrogeno por estas bacterias es

muy beneficiosa para el ambiente. (http://es.wikipedia.org/wiki/ambiente. 2011.

Consultado el 7 de mayo de 2012).
[.7. Inoculante bacteriano a base de cepas de rizobios

Rizobio es una bacteria que fija el nitrégeno atmosférico sélo cuando se encuentra en
simbiosis con las leguminosas. El producto con rizobios se presenta en forma liquida o
sélida. Este se utiliza para leguminosas de grano (Mani, frijol, soya) y para leguminosas
de pastos (leucaena, glicine). Las plantas obtienen por esta via entre el 50 y el 75% del
nitrégeno que necesitan para su desarrollo, floracion y fructificacion. Obteniéndose
como beneficios el ahorro del 75% del fertilizante mineral nitrogenado necesario para
garantizar el ciclo vegetativo de los cultivos, incrementa el rendimiento hasta un 10% y
evita la degradacion quimica de los suelos, la contaminacion del entorno ecolégico y el
manto freatico que producen los fertilizantes minerales (Anon, 2007.

http://mmbr.asm.org/2/attachment2.htm. Consultado el 12 de octubre de 2011).

Las especies y géneros de rizobios que nodulan en garbanzo (Cicer arietinum L.) son
muy especificas, solamente forman nodulos en especies del género Cicer y algunas
especies del género Sesbhania. Los nédulos deben aparecer en la planta
aproximadamente a los 20 dias después de la siembra e inoculacion y las plantas
pueden nodulares en condiciones de infeccién natural si la temperatura interna del

suelo es mantenida por debajo de los 30° C (Rupela y Dart, 1989).

Esta asociacién entre rizobios y plantas no leguminosas puede mejorar el crecimiento
de las plantas, aunque no se ha demostrado que sea mediante la fijacién del nitrégeno,
sino por la produccion de fitohormonas que estimulan y promueven el crecimiento
vegetal, asi como sus rendimientos agricolas, Estas bacterias son utilizadas

ampliamente en el mundo para el incremento de la produccion de grano y forraje, con
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un ahorro sustancial de divisas y una contribucién significativa al cuidado del medio
ambiente. De acuerdo con investigaciones recientes, estas bacterias pueden colonizar
también las raices de las plantas no leguminosas. La infeccion rizobiana en dichas
especies probablemente sea mas comun en la naturaleza que lo que se consideraba
(Matiru y Dakora, (2004). Diversos autores citados por Antoun y Prevost (2005), han
observado que la inoculacién con Rhizobium leguminosarum incrementé de forma

significativa la materia seca aérea de Maiz, Trigo de primavera y Cebada de primavera.

Chabot et al. (1996), Yanni et al. (2001) y Perrine et al. (2004), entre otros, sostienen
gue las moléculas promotoras del crecimiento como el acido indolacético, las
giberelinas y las citoquininas producidas por los rizobios, presentes ya sea en la
rizosfera o en los tejidos de las plantas estimulan el mayor desarrollo de la raiz y
realizan la capacidad de absorcién de nutrientes de la raiz en beneficio de la planta no

leguminosa.

Acorde con lo expresado por Matiru y Dakora (2004), la infeccion rizobiana en las
plantas no leguminosas es mas comun en la naturaleza que lo que se pensaba
anteriormente. A pesar de que en varias instituciones en el extranjero se han realizado
estudios con rizobios en diferentes especies, en Cuba s6lo se conocen los beneficios
de la inoculacién en plantas de maiz, con cepas nativas de Bradyrhizobium sp.
procedentes de los ecosistemas ganaderos de Sancti Spiritus (Bécquer et al., 2008),

por lo que se considera que esta investigacion es novedosa para el pais.

Dentro de los mecanismos por los cuales las rizobacterias pueden manifestar su accion
se destacan la produccion de compuestos inddlicos, atribuyéndose a los mismos
incrementos en el desarrollo y rendimiento de diversas especies de plantas.
(Hernandez et al., 2004).

La literatura revela la imperiosa necesidad de conocer el impacto del indculo en las
comunidades microbianas rizosféricas y en su estructura, asi como su posterior

evolucion en el tiempo con respecto a la comunidad original. Asi mismo, se debe
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comprobar que el efecto promotor del crecimiento demostrado sobre la planta en
condiciones anéxicas se mantiene en presencia de otros microorganismos, en otros
sustratos, en distintas condiciones ambientales, y si este efecto es extensible a otras
especies vegetales. En este sentido existen numerosos estudios, en los que se evallan
bacterias que son promotoras del crecimiento de una determinada especie vegetal
sobre otras especies, y no siempre son capaces de promover el crecimiento (Bashan,
1998). En el caso de la investigacién que nos ocupa, el tema en cuestion esta centrado
en el efecto positivo de los rizobios sobre los cereales, donde se infiere que la utilidad
de estos microorganismos no se centran en alguna caracteristica en especifico, sino en
el sinergismo de todas sus caracteristicas fisiologicas en relacion con la planta. Tanto
la produccion de fitohormonas, como las cantidades minimas de N, que se puedan fijar
fuera de la simbiosis, la capacidad de emision de sideroforos, o de sustancias

solubilizadoras de fosfatos entran en el marco posible de acciones.
1.8. Sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (acronimo en inglés: PGPR)
comenzaron a ser aisladas, clasificadas y estudiadas hacia fines del siglo XIX. Durante
el siglo XX se profundizaron los conocimientos sobre las caracteristicas morfoldgicas,
bioguimicas, fisiolégicas y genéticas de cada uno de estos grupos bacterianos. Es a
partir de fines del siglo pasado y principios del actual siglo XXI, cuando comenzaron
evaluarse estos microorganismos bajo condiciones extensivas de campo con el
proposito de estudiar sus efectos benéficos sobre el crecimiento y desarrollo de los
cultivos. Los microorganismos descubiertos y estudiados son numerosos y sabemos
gue quedan muchos por aislar e investigar. No obstante ello, hoy disponemos de
grupos bacterianos que son capaces de proporcionarnos impactos productivos
interesantes en cultivos como el maiz. Uno de éstos es el de Pseudomonas sp, y
particularmente, un pequefio grupo de cepas denominadas Pseudomonas fluorecens
(Gonzélez, 2009). Estas dultimas nos han demostrado a través de numerosos

experimentos que son capaces de:
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e Incrementar la capacidad de solubilizar el fosforo del suelo no disponible para las
plantas. Ello se logra a través de la produccion de importantes cantidades de
fosfatasas y acidos organicos, desde las fracciones organica e inorganica del suelo,

como asi también, de aquel que es aportado por los fertilizantes fosforados.

e Incrementar la produccion de fitohormonas que mejoran la plasticidad de la pared
celular, promueven la elongacion de las células radiculares y fundamentalmente
dilatan la senescencia del sistema radical. De esta manera se mantienen las raices

activas por mas tiempo de manera de aumentar la captacion de agua y nutrientes.

e Incrementar la resistencia a diferentes patégenos como Fusarium graminearum y
Fusarium verticiloides, a través de la produccion de antibidticos y sideroforos.
(Gonzélez, 2009).

(http://www.engormix.com/rizobacter-argentina/sh12255-comercializacion.hym.
Consultado el 8 de mayo de 2012).

Las bacterias edéficas de vida libre con un efecto beneficioso sobre las plantas se conocen
como Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal o por su acrénimo en inglés: PGPRs,
(Kloepper et al., 1993).

Los principales mecanismos de las Rizobacterias ademas de la fijacion de nitrégeno
atmosférico (Dobereiner et al.,, 1995), la solubilizacion de minerales (Crowley et al.,
1991) y la produccién de sustancia reguladora del crecimiento, también contribuyen al
incremento del volumen de las raices (Bowen y Rovira, 1999), la induccién de
resistencia sistémica a patégenos (Van Peer et al., 1991), inhibicion del crecimiento de
organismos patdgenos (Utkhede et al, 1999) y la interaccion sinérgica con otros

microorganismos del suelo (Bashan et al., 1996).

Las rizobacterias colonizan de forma agresiva las raices de las plantas. Aquellas que
reciben el nombre de bacterias promotoras del crecimiento vegetal son una pequefia

porcién (2-5%) de las rizobacterias que promueven el crecimiento de las plantas
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(Antoun y Kloepper, 2001). Este proceso estimulante puede ser beneficioso, por lo
tanto, para aquellas plantas que tradicionalmente han sido sometidas a altas dosis de
fertilizantes inorganicos por su efecto esquilmante en el suelo. Entre éstas, se
encuentran los cereales. Existen criterios conservadores, como el de Cocking (2004),
guien considera que en la mayoria de los casos, la bacteria coloniza soélo la superficie
de la raiz de los cereales y queda vulnerable a la competencia de otros
microorganismos. No obstante, Bécquer et al., (2006) han demostrado los beneficios de
la inoculacion de plantas de trigo con cepas nativas de Bradyrhizobium sp.,

procedentes de ecosistemas ganaderos de Sancti Spiritus, Cuba.

Estas bacterias se caracterizan por su habilidad de facilitar directa o indirectamente el
desarrollo de la raiz y del follaje de las plantas. La estimulacion indirecta del
crecimiento de plantas incluye una variedad de mecanismos por los cuales la bacteria
inhibe la accion fungica sobre el crecimiento y desarrollo de la planta (Hassan et al.,
1997; Essalmani y Lahlou, 2003).

Particularmente en Cuba, se han realizado un grupo de ensayos para el uso de
biofertilizantes a base de bacterias promotoras de crecimiento vegetal con resultados
importantes en especies como Azospirilum brasilense, Azotobacter, Gluconobacter
diazotrophicus, Burkholderia cepacia y Pantoea sp, los cuales marcan lineas de
investigaciones futuras para los cultivos. Las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal favorecen a las plantas a través de diferentes mecanismos que se pueden
resumir en: la fijacion biolégica del nitrégeno, sintesis de fitohormonas como las
auxinas fundamentalmente el acido indolacético (AlA), promocion del crecimiento de la
raiz y proliferacién de pelos radicales, mejora de la absorcién de agua y nutrientes,
solubilizan los fosfatos di y tricalcicos y otros minerales, inhiben el crecimiento de
microorganismos patogenos y producen sideréforos, que son los iniciadores de la

resistencia sistémica inducida (T orriente, 2010).
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Otro factor importante por el cual las rizobacterias ayudan a las plantas es que existen
ciertas especies que las hacen nutrirse mejor; por ejemplo, Pseudomonas spp., las
cuales, al solubilizar algunos nutrimentos poco moviles del suelo, como el fésforo,
mejoran el ingreso de este macronutrimento hacia la planta, lo que se traduce en una
mayor cantidad de biomasa. Otras especies, como Rhizobium sp. y Bradyrhizobium
sp., aumentan el aporte de nitrogeno, influyendo directamente en el crecimiento,
desarrollo y rendimiento. Recientes investigaciones demuestran que existen algunos
mecanismos indirectos que influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas, como
la producciéon de ciertos metabolitos que, al funcionar como antagonicos de
microorganismos perjudiciales, hacen que las plantas se desarrollen en un ambiente
idéneo libre de patdégenos y tengan un mayor crecimiento y desarrollo (Hernandez et.
al., 2003).

El uso a gran escala de estos microorganismos (rizobacterias) como biofertilizantes en
cualquier sistema de produccion agricola traeria grandes beneficios, puesto que son
mas baratos que los de origen inorganico, tiene efectos positivos en las plantas
(similares a los de un fertilizante quimico) y no ejercen un impacto ecoldgico perjudicial
en el ambiente ni en la salud humana. Adoptar este tipo de innovacion tecnolégica que
se inclina hacia la conservacion del ambiente, incrementara la productividad de los
cultivos y bajaré los costos de produccion, contribuyendo, en suma, a una agricultura
sustentable que trata de usar los recursos naturales con respeto al ambiente y sin

comprometer a nuestras generaciones futuras (Hernandez et. al., 2003).

La reduccidon progresiva del uso de fertilizantes y pesticidas, solamente es posible
mediante el empleo de tecnologias limpias, las cuales incluyen el uso de plantas
mejoradoras genéticamente y de biofertilizantes. Este Ultimo método que consiste en el
uso de indculos fangicos y bacterianos sobre el sustrato edéfico en el que se
desarrollan las plantas o sobre la semilla antes de la siembra, constituyen uno de los
sistemas biotecnolégicos con mas futuro para la mejora de la produccién vegetal,

evitando los efectos secundarios de los métodos actuales de fertilizacion y proteccion
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frente a plagas. Las bacterias rizosféricas promotoras del crecimiento vegetal pueden
utiizarse como agentes protectores frente a diversos patdégenos (Cook, 2002);
fertilizadores del suelo gracias a su capacidad para movilizar nutrientes; productores de
fitohormonas que modifican la fisiologia de las plantas, permitiendo optimizar los
procesos de floracién, germinacién y establecimiento de la plantula; Gutiérrez- Mafiero
et al., (2001); por su efecto sobre el establecimiento de simbiosis, proceso de extrema
importancia ecologica, como son las establecidas por Frankia con plantas no
leguminosas, y en la alimentacibn humana, como las establecidas entre Rhizobium y

Bradyrhizobium con leguminosas.

El productor agropecuario que inocula con bacterias rizosféricas espera resultados
equivalentes a los obtenidos con la inoculacion de leguminosas con rizobios. Sin
embargo, existen marcadas diferencias entre ambos microorganismos que se
relacionan con el grado de interaccién con la planta. A diferencia de las bacterias
simbidticas que se encuentran dentro de la raiz, la colonizacion por organismos
rizosféricos esta fuertemente afectada por las condiciones de medio ambiente edafico
(Saubidet et al., 2002; Dobbelaere et al., 2002; Reis Jr. et al., 2004), lo que podria ser
la causa de los resultados contradictorios y variables encontrados en inoculaciones

realizadas en condiciones de campo.
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CAPITULO Il

Il. MATERIALES Y METODOS

II.1. Procedencia de las cepas de rizobios

Para el experimento fueron utilizadas 12 cepas procedentes de leguminosas
naturalizadas de Sancti Spiritus, Cuba, (Centrosema, Neonotonia y Stylosanthes).
Estas cepas fueron confirmadas en trabajos anteriores como rizobios y ubicadas
taxondmicamente en el género Bradyrhizobium sp. (Bécquer, 2002). Se utilizaron, asi
mismo, 3 cepas comerciales pertenecientes a diferentes géneros y especies de rizobios

(Tabla 1), donadas por laboratorios de Agriculture and Agri-Food Canada (Québec,

Canada).
Tabla I: Listado de cepas cubanas y comerciales utilizadas en el experimento.
Cepas Género y especie
Nativas

JJ4 Bradyrhizobium sp.

JJ2 Bradyrhizobium sp.

SP21 Bradyrhizobium sp.

SP6 Bradyrhizobium sp.

HAl Bradyrhizobium sp.

HG2 Bradyrhizobium sp.

SP20 Bradyrhizobium sp.

TE4 Bradyrhizobium sp.

SP12 Bradyrhizobium sp.

HA3 Bradyrhizobium sp.

SP15 Bradyrhizobium sp.

JK1 Bradyrhizobium sp.

De referencia
ATCC10317 Bradyrhizobium lupini
USDA 191 Sinorhizobium fredii
25B6 Bradyrhizobium sp.
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II.2. Procedencia de la semilla de sorgo
Se utiliz6 la variedad variedad ISIAP Dorado (sorghum bicolor L Moench), procedente
de la Finca de Semillas de la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Sancti

Spiritus, y que respondia a los intereses agricolas del momento en la provincia.
I1.3. Procedimiento experimental
[1.3.1. Preparacion de los inéculos e inoculacion de las semillas

Las cepas crecieron en medio solido levadura-manitol (Vincent, 1970) y resuspendidas
en medio liquido levadura-manitol hasta lograr una concentracién celular de 10°-10°
UFC/mL.

La inoculacion fue realizada mediante la inmersion de las semillas por 24 horas en el
inéculo a temperatura ambiente y que posteriormente se secaron a la sombra para su
siembra inmediata. Para el control no inoculado y el control fertilizado (no inoculado) se

utilizé solamente el medio liquido levadura-manitol.

La reinoculacion de los tratamientos se efectué a los 18 dias de sembrado, con el fin de
asegurar una presencia efectiva de las bacterias en la rizosfera, para la colonizacién
radical, con un inéculo bacteriano en cantidad aproximada de 10 mL/planta, que
contenia 10°-10% UFC./mL. Para ello se reinoculé con una mochila aspersora, con la
cual se dirigio el surtidor de la mochila a la base del tallo de la planta. Esta actividad se
llevd a cabo en horas frescas de la mafiana, para evitar la desecacion excesiva del

inéculo.
[1.3.2. Siembra del experimento

El experimento se sembr6 en el periodo comprendido de enero-marzo en un area
perteneciente a la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Sancti Spiritus (21° 53’
00” de latitud norte y los 79° 21’ 25" de longitud oeste y 40 msnm).
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Los datos climaticos de la zona durante los meses que durd el experimento (tabla Il)
muestran temperaturas medias que oscilan entre 20,8 y 23,8 °C, y entre 27,4 °C y 30,4
(temperatura maxima promedio), asi como la precipitacion acumulada fue de 29,3 mm

para los meses de enero, febrero y marzo.

Tabla Il: Comportamiento de las variables climaticas durante el periodo experimental

Mes T T max | Humedad Lluvia Lluvia méax
media absoluta | relativa total mes 24 horas
(mm) (mm)
(°C) (°C) media
(%)
Febrero 20.9 32.3 73 - -
Marzo 23.8 34.4 74 29.3 12.6

[1.3.3. Dosis de siembra

La dosis de siembra fue de 12 kg/ha. El marco de siembra usado fue de 50 cm entre
surco, sembrado a chorrillo espaciado. Cada parcela media 3 m x 15 m. Se aplicaron 4
riegos. A los 90 dias de siembra se realiz6 la cosecha de forma manual. Se realizaron

labores convencionales de cultivo: roturacion, grada, cruce, recruce, grada, surcado.
[1.3.4. Tipo de suelo

El suelo del area experimental correspondié al tipo Aluvial (Anon, 1979) (tabla lIll), lo

cual corresponde a lo informado por Hernandez et al. (1999) para este tipo de suelo.

33



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla lll: Composicion agroquimica basica del suelo experimental

Tipo de suelo P,0Os K20 Materia pH
(mg/100 g) (mg/100 g) Organica
(%)
Aluvial 2,63 10,00 1,61 5,4
(Anon, 1979)

I1.3.5. Fertilizacién inorganica del experimento

Se realizé una fertilizacion de fondo (N: 9, P: 13, K: 17) a los 21 dias a todos los
tratamientos con una dosis de 80 kgN/ha, donde se incluyé al control no inoculado y al
control fertilizado. Aunque Mantelin y Touraine (2004) indicaron que los rizobios pueden
incrementar el acceso de nutrientes a través de la estimulacion del sistema de
captacion de iones de la planta, las caracteristicas agroquimicas del suelo experimental
se tuvieron en cuenta para hacer dicha fertilizacion y asi estimular el crecimiento de las

plantas de todos los tratamientos en sus primeras fases fenolégicas.
[1.3.6. Control de plagas y enfermedades

Por detectar danos incipientes de masticadores en la parte foliar de las plantas del
experimento, se realizaron 3 aplicaciones de Bacillus thuringiensis biovar. 26, a partir
de los 15 de siembra, cada 7 dias, a razon de 6,0 L/ha. El biopreparado se aplic6 con
una mochila aspersora con el surtidor dirigido a todas las partes de la planta, con
énfasis en la parte foliar, en una dilucion con agua de 1:15 hasta llegar a 16 L de

volumen total con un titulo inicial de 10° esporas/mL (Anon., 2008).
[1.3.7. Disefio experimental y analisis estadistico

Se aplic6 un disefio experimental de blogues completamente aleatorizados
(Somasegaran y Hoben, 1994), con 17 tratamientos (15 de éstos, inoculados) y 4
réplicas. Existid6 un control no inoculado y el control fertilizado consisti6 en una
aplicacién de Nitrégeno de 150 kg/ha (NH4NO3).
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Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente al utilizar andlisis de varianza
(ANOVA) (StatGraphics Plus, v. 5.1, 1994-2001, Statistical Graphics Corporation). Las
diferencias entre medias fueron halladas por la prueba LSD (Least Significant
Difference) de Fisher (p<0,05). Se construyd un dendrograma mediante el método
Ward, (distancia City-Block). Se hallaron andlisis de regresion simple y de correlacion
para describir el posible impacto de un factor cuantitativo X sobre una variable
dependiente Y (Ostle, 1984).

[1.3.8. Variables evaluadas

Se evaluaron las siguientes variables agroproductivas: peso seco aéreo (PSA,
g/parcela), longitud del tallo (LT, cm), longitud de la panoja (LP, cm) y peso seco de la
panoja (PSP, kg), asi como el indice de efectividad de la inoculacion (IEl), sobre la
base del PSA, expresado en porcentaje (Davies et al.,, 2005), el cual se calculd

mediante la siguiente expresion:

IEI: [Tratamiento inoculado-Control no inoculado/Control no inoculado] x 100

Para las mediciones de las variables se utilizaron balanzas técnicas de campo,
capacidad maxima 10 kg (PSA), reglas graduadas a 3 m (LT) ya 1 m (LP). En la
medicion del tallo se tomo6 en cuenta desde la base de la exercidon hasta la base del
primer entrenudo. En la variable longitud de la panoja se midi6 desde la base de la

panoja hasta su vértice, descartando la exercion.
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CAPITULO IlI
lIl. RESULTADOS Y DISCUSION
[ll.1. Longitud del tallo, longitud de la panojay peso seco de la panoja

En la actualidad, la agricultura sustentable plantea mejorar la eficiencia de la fijacion del
nitrégeno mediante el uso de plantas leguminosas y rizobios competitivos, capaces de
ser usados en biorremediacion y fitorremediacion y de esta manera extender las
ventajas de la simbiosis a otros cultivos; en tal sentido, las investigaciones se han
orientado al estudio del rizobios como promotores del crecimiento en plantas
leguminosas y no leguminosas, por lo que estas bacterias, al igual que otras
pertenecientes a otras familias y géneros, se les conoce como PGPR (de su acrénimo

en inglés) (Santillana et al., 2005).

Es conocido que los rizobios producen fitohormonas que promueven el crecimiento
vegetal y, posiblemente, incrementen los rendimientos a pesar de no haber sido
detectada alguna fijacion de N, en las especies no pertenecientes a la familia de las

leguminosas (Matiru y Dakora, 2006).

Las condiciones de déficit marcado de nutrientes en el suelo en el presente
experimento, concuerdan en general, con algunas de las condiciones estresantes
ambientales que se deben enfrentar en el cultivo de Sorgo en Sancti Spiritus y ademas,
propician una mayor confiabilidad en los resultados experimentales, ya que no es de
esperar una interferencia significativa por alta disponibilidad de macroelementos que
pudiera enmascarar el efecto positivo de las cepas en base a sus propiedades como

organismos promotores del crecimiento vegetal.

En el presente experimento, se observé que en longitud del tallo (tabla 3), excepto los
tratamientos inoculados con las cepas TE4 (1,16 m), USDA 191 (1,13 m) y HA1 (1,12
m), el resto de los tratamientos resultaron estadisticamente superiores (p<0,05) al
control absoluto (1,13 m). Los tratamientos inoculados con las cepas HA3 (1,24 m),
SP23 (1,23 m), 25B6 (1,26 m), HG2 (1,23 m) y SP8 (1,24 m), presentaron superindices
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comunes con el control fertilizado (1,25 m) y fueron estadisticamente superiores
(p<0,05) a los tratamientos inoculados con las cepas TE4 (1,16 m), SP12 (1,18 m), SP4
1,19 m), JH2 (1,19 m), SP21 (1,18 m) y HA1 (1,12 m).

De acuerdo a estos datos, se corrobora lo expresado por Dobbelaere et al. (2003), de
gue los rizobios pueden estimular el crecimiento y rendimiento de las plantas no
pertenecientes a las leguminosas ya que son capaces de producir vitaminas
hidrosolubles del grupo B, lo cual es también un factor que estimula el factor de
crecimiento de las plantas, especificamente la longitud del tallo, la produccién de
materia seca y la capacidad de absorcion de nutrientes. Por otra parte, no se debe
dejar de tener en cuenta de que las caracteristicas agroguimicas del area experimental,
donde se nota la baja disponibilidad de fosforo y de materia organica, podria haber
dado lugar a que gran parte del beneficio obtenido por la planta en los tratamientos
inoculados, estribara en la solubilizacién de fosfatos por los rizobios, propiedad que
segun Richardson (2001), es la forma de accion mas comun implicada en la promocion
del crecimiento vegetal por las rizobacterias, que incrementa el aprovechamiento de

nutrientes por la planta hospedera.

Casan et al. (2009) observaron que una cepa de Bradyrhizobium japonicum produjo
cantidades significativas de &cido giberélico, el cual es un factor promotor del
crecimiento del tallo en las plantas. Segun Hoflich (1999), R. leguminosarum bv. trifolii
R39 estimul6é el crecimiento de maiz, trigo y cebada en un experimento en suelo

arenoso.

Las bacterias diazotroficas pertenecientes a los géneros Rhizobium, Azotobacter y
Azospirilum, han sido consideradas de importancia agricola por su accion como
PGPRs al producir fitohormonas como las auxinas, citocininas, giberelinas y ACC-
deaminasa, sustancias que favorecen el desarrollo del sistema radical y el crecimiento
de las plantas (Dobbelaere et al., 2003). Esto ocurre por un aumento de la division
celular al alargar la raiz y promover la formacion de pelos radicales, y en consecuencia,

la resistencia al estrés osmotico por aumento de clorofila, K, Ca, azlcares solubles y
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contenido de proteinas (Kennedy et al., 2004). Por lo que no se descarta tampoco el
papel que puede jugar en la elongacién del tallo la enzima 1-aminociclopropano-1-acido

carboxilico (ACC)-deaminasa que producen las rizobacterias, entre ellas, los rizobios.

La variable longitud de la panoja (tabla 3), muestra los tratamientos inoculados con las
cepas USDA 191 (22,0 cm), SP4 (22,2 cm), JH2 (22,6 cm), HA3 (23,8 cm), ATCC
10317 (23,0 cm), HA1l (23,6 cm) y SP15 (23,0 cm) los cuales resultaron
estadisticamente superiores (p<0,05) al control absoluto (20,4 cm). De éstos, HA3,
ATCC 10317, HA1 y SP15 mostraron valores con superindices comunes con el control
fertilizado (24,2 cm). No se cuenta con patrones de comparacion para esta variable,
pero los autores infieren que la influencia de las hormonas producidas por los rizobios
puede ser una de las causas, al presentar estos tratamientos inoculados valores
estadisticamente superiores al control absoluto y tener superindices comunes con el
tratamiento fertilizado. El género Bradyrhizobium ha sido reportado por diversos
autores (Costacurta y Vanderleyden, 1995; Patten y Glick, 1996; Minamisawa et al.,
1996), como productor de acido indolacético. Todos los tratamientos inoculados con
superioridad estadistica, excepto el de la cepa USDA 191 (Sinorhizobium fredii),
pertenecen al género Bradyrhizobium, por lo que esta propiedad fisioldgica pudiera

incidir también de forma positiva en los resultados.

En cuanto al peso seco de la panoja (tabla 3), los resultados obtenidos indican que el
tratamiento inoculado con la cepa SP23 (4,20 kg) fue estadisticamente superior
(p<0,001) al control absoluto (1,50 kg), y al resto de los tratamientos inoculados,
excepto HG2 (4,05 kg), JH1 (4,00 kg), 25B6 (3,70 kg) y el control fertilizado (3,50 kg),
con los cuales compartio superindices comunes. En esta variable agronémica, también
se evidencia el efecto positivo en la planta de la mayor parte de las cepas inoculadas,
donde se resaltan los valores estadisticamente superiores de las 4 cepas anteriormente

mencionadas, todas pertenecientes al género Bradyrhizobium.
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Tabla 3: Resultados en, longitud del tallo, longitud de la panojay peso seco de la panoja
obtenidos en sorgo inoculado con rizobios de Sancti Spiritus, Cubay
cepas de referencia

Longitud Longitud de Peso Seco
Tratamientos del Tallo la Panoja Panoja
(m) (cm) (kg/parcela)
TE4 1.16 ef 18.6 g 3,27 bcd
SP8 1.24 ab 21.4 ef 2,80 de
HG2 1.23 ab 21.6 def 4,05 ab
JH1 1.20 bcd 21.2 ef 4,00 ab
SP12 1.18 de 21.8 def 3,00 cde
SP4 1.19 cde 22.2 cde 1,75 fg
JH2 1.19 cde 22.6 bcde 2,83 de
SP23 1.23 ab 21.6 def 4,20 a
HA3 1.24 ab 23.8 ab 2,53 ef
SP21 1.18 de 20.4 f 2,83 de
HA1 1.12 g 23.6 abc 2,37 ef
SP15 1.21 bcd 23.0 ab 2,80 de
25B6 1.26 a 21.6 def 3,70 abc
ATCC 10317 1.23 abc 23.0 ab 2,65 de
USDA 191 1.13 fg 22.0 de 2,40 ef
Control Absoluto 1.131fg 204 f 1,509
Control Fertilizado 1.25a 24.2 a 3,50 abcd
95 % conf. LSD EE: £0,01 EE: +0,53 EE: £0,24

abcdefg Medias con letras diferentes dentro de cada fila difieren entre si a p<0,05.

[11.2 Peso seco aéreo e indice de efectividad de la inoculacion

En peso seco aéreo (tabla 4) se observa como los tratamientos, excepto aquellos
inoculados con las cepas TE4 (619,5 g/parcela) y SP8 (590,0 g/parcela), resultaron
estadisticamente superiores (p<0,05) al control absoluto (431,0 g/parcela). Por otra
parte, el resto de los tratamientos inoculados presentaron letras comunes con el control
fertilizado (729,7 g/parcela), por lo que se denota el efecto positivo de las cepas
inoculadas, al igualarse estadisticamente estos tratamientos con el tratamiento
fertiizado. Feng Chi et al. (2005) determinaron que cepas de Azorhizobium,

Sinorhizobium y Mesorhizobium inoculadas en arroz, incrementaron significativamente
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el peso seco aéreo de este cereal, por lo que se corrobora, en general el efecto positivo

de esta bacteria en los cereales.

Al calcular el indice de efectividad de la inoculacion de los tratamientos inoculados
(tabla 4), se determind que aunque todos los tratamientos inoculados presentaron
incrementos que superaron a los valores del control absoluto, los que sobresalieron en
sus valores (mas del 70% de efectividad) correspondieron a los tratamientos inoculados
con las cepas nativas: HG2 (74,00 %), JH1 (78,65 %), SP23 (90,28 %), HA1 (74,00 %)
y SP15 (72,00 %), mientras que solo los tratamientos inoculados con la cepa de
referencia: ATCC 10317 (100,00 %) y HA3 (102,09 %), presentaron un 100 % de
efectividad, o sobrepasaron este valor. NOtese que estos Ultimos tratamientos
coincidieron en que en todas las variables anteriores, presentaron superindices
comunes con el control fertilizado y fueron superiores estadisticamente al control
absoluto, lo cual, a consideracion de los autores sefialan a las correspondientes cepas
inoculadas como las mas promisorias de todas las evaluadas para su aplicacion en la

préactica.

Si se comparan estos resultados con los encontrados por otros autores en
experimentos con otros cereales, se constata que estos datos fueron superiores a los
encontrados por Prévost et al. (2000), al inocular maiz con cepas comerciales de
Bradyrhizobium japonicum, donde se obtuvieron incrementos en el peso seco aéreo de

la planta desde un 6,7 % hasta 8,7 % en comparacién con el control absoluto.

Por otra parte, estos mismos resultados son comparables con los obtenidos por Afeez
et al. (2004), al inocular plantas de algodén con cepas de Rhizobium leguminosarum,
bv. trifolii. Aunque la familia vegetal es diferente, el hecho es que los cultivos
estudiados tampoco pueden aprovechar las bondades de la fijacion simbidtica del
nitrégeno, por no disponer de las bases genéticas-bioquimicas necesarias para la
formacion de nddulos radicales, por lo que las ventajas de la aplicacion de inoculantes

bacterianos deben estar basadas principalmente en el efecto promotor del crecimiento
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vegetal de las cepas aplicadas, el cual puede variar de acuerdo al género de rizobio

utilizado.

Dichos datos también fueron superiores a los obtenidos por Antoun y Prévost (2000),
con la cepa P31 de R. leguminosarum al ser inoculada en maiz y los resultados
obtenidos por Bhattacharjee et al. (2008), de un incremento de 20 % de PSA, al
inocular Bradyrhizobium en arroz. Biswas et al. (2000) observaron que la inoculacion
con rizobios en diferentes variedades de arroz aumento la conductancia estomatica, lo

gue resultdé en un incremento de la tasa fotosintética en un 12%.

Tabla 4: Resultados en peso seco aéreo e indice de efectividad de la inoculacién en los
tratamientos inoculados (%) obtenidos en sorgo inoculado con rizobios de Sancti

Spiritus, Cuba y con cepas de referencia

Peso Seco Aéreo indice de Efectividad
Tratamientos (g/parcela) de la Inoculaciéon
(%)

TE4 619,5 de 43,74

SP8 590,0 de 36,89

HG2 749,9 abcd 74,00

JH1 770,0 abcd 78,65
SP12 661,1 cd 53,39

SP4 669,0 bcd 55,22

JH2 722,0 abcd 67,52
SP23 820,0 abc 90,26

HA3 871,0a 102,09
SpP21 660,0 cd 53,13

HA1 749,9 abcd 74,00
SP15 741,3 abcd 72,00
25B6 691,2 abcd 60,37
ATCC 10317 860,0 ab 100,00
USDA 191 680,0 abcd 57,77

Control Absoluto 431,0e
Control Fertilizado 729,7 abcd
95 9% conf. LSD EE: +67,39

abcdefg Medias con letras diferentes dentro de cada fila difieren entre si a p<0,05
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[11.3. Grado de relacion estadistica entre variables

En la tabla 5, se observa que la correlacién y el grado de dependencia de los
tratamientos inoculados con cepas nativas o de referencia, entre las variables longitud
de la panoja y longitud del tallo fue débil (cepas nativas: R*= 0, 68%); r= 0,08. cepas de
referencia; R?= 0, 041%; r= 0,02).

En cuanto a la correlacion y al grado de dependencia entre peso seco aéreo Yy longitud
del tallo en los tratamientos inoculados con las cepas nativas (tabla 5), fue también
débil (R*= 8, 50%; r=0,29), asi como en las cepas de referencia (R*= 12, 21%; r= 0,35).
No obstante, se observa que la relacién del peso de la panoja con respecto a la
longitud del tallo en los tratamientos inoculados con las cepas de referencia, fue fuerte
(R?=64,07%; r= 0,35). Estos resultados pueden estar vinculados con la secrecion
especifica de sustancias estimuladoras del crecimiento vegetal por las diferentes cepas
de rizobios y su forma de incidir en variables agronémicas de la planta, en relacion con
las condiciones ambientales presentes, lo cual de por si constituye tema de

investigaciones mas profundas.

Ya que los analisis de regresion siempre presuponen la intervencion de errores
involucrados en la medicion de las variables independientes, o de factores relacionados
con dichas variables, dificiles de identificar (Castillo, 2005), s6lo se puede inferir

discretamente en la interpretacion de los resultados obtenidos.

En este trabajo se tom6 en cuenta la inoculacién como factor causal. Este factor
indudablemente conllevé a cambios en el sistema radical, y posiblemente a variaciones
en la longitud del tallo y el peso seco de la panoja. Una investigacion mas profunda es
altamente recomendable para hallar las causas especificas de las variaciones en la

variable dependiente que se estudia.
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Tabla 5: Ecuaciones de regresion lineal de las variables longitud de la panoja y peso
seco aéreo (Y) con la variable longitud del tallo (X), en los tratamientos inoculados con

cepas nativas, asi como en los tratamientos inoculados con cepas de referencia.

Indicadores Ecuacion de regresioén R?, % r
lineal
Longitud de la Panoja
(cepas nativas) Y= 18,2539 + 2,94939*x 1,33* 0,12
Longitud de la Panoja
(cepas de referencia) Y= 21,9396 + 0,215827*X 0,04* 0,02
Peso Seco Aéreo
(cepas nativas) Y=-84,4091 + 670,606*X 8,50* 0,29
Peso Seco Aéreo
(cepas de referencia) Y=119,045 + 517,6989*x | 12, 21* 0,35
Peso Seco Panoja
(cepas nativas) Y=-524421 + 6,91444*x | 11, 33* 0,34
Peso Seco Panoja
(cepas de referencia) Y=-6,87122 + 8,11151*x | 64, 07* 0,35
*pP=20,1

[ll.4. Analisis de conglomerados

El andlisis de conglomerados es una herramienta exploratoria de analisis de datos el
cual organiza diferentes objetos en grupos de tal forma que el grado de asociacion
entre dos objetos es maximo si estos pertenecen al mismo grupo de lo contrario, es
minima dicha asociacion. El analisis de conglomerados puede ser usado para descubrir
estructuras en datos sin proveer una explicacion o interpretacién, o sea, que este
analisis simplemente descubre estructuras en los datos sin explicar por qué estos
existen (Sneath, 1984).

Este tipo de analisis se utilizé por Bécquer (2002), Bécquer et al. (2007) y Bécquer et
al. (2008) en experimentos de simbiosis leguminosa-rizobio, asi como en experimentos
de aplicacién de cepas de rizobios en trigo y maiz para poder agrupar de forma mas

visible los tratamientos con resultados estadisticamente superiores mas significativos.
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En el presente experimento, se utilizé esta herramienta estadistica con el mismo
proposito, aunque sin pretender dar alguna explicacion de los procesos ocurridos al

aplicar las diferentes cepas de rizobios a sorgo en condiciones de campo.

En el andlisis de conglomerados (Fig. 1), se observé la formacion de dos grupos, donde
el marcado con el numero 1 comprendi6 el tratamiento fertilizado y los tratamientos
inoculados con las cepas HG2, SP23, JH1, 25B6, HA3 y ATCC 10317.

Estas cepas, que representaron el 40% de las cepas aplicadas, mostraron los mayores
valores estadisticamente superiores en al menos dos de las cuatro variables
estudiadas, asi como letras comunes o superiores al control fertilizado, por lo que
pudieran ser seleccionadas para su aplicacion en la practica agricola. Si tenemos en
cuenta que Santillana et al. (2005) lograron que soélo el 37% de las cepas de rizobios
inoculadas en tomate, fueran efectivas en las variables estudiadas, podemos

considerar de altamente positivo los resultados del presente experimento.
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Fig. 1: Agrupaciéon de los tratamientos mediante la construccién de un dendrograma.
Método de Ward (distancia meétrica City-Block). Se formaron dos grandes
conglomerados, donde el 1 agrupd los tratamientos inoculados con resultados
estadisticamente superiores en el mayor nimero de variables (HG2, SP23, JH1, 25B6,
HA3 y ATCC 10317), asi como el tratamiento fertilizado. El 2 agrup6 tratamientos con
menor significacion estadistica (TE4, SP8, SP12, SP21, SP4, JH2, SP15, HA1l y USDA

191), incluido al control absoluto.
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l1l.5. Impacto econdémico de la investigacion

La tecnologia que genera la presente investigacion en fase de campo permitiria a los
productores el ahorro sustancial de moneda libremente convertible por concepto de

utilizacién de fertilizantes de origen biolégico.

. Precio de 1 t de fertilizante nitrogenado (quimico) en el mercado
internacional: $700,00 USD (Castro, 2008).

. Precio de una bolsa (500 g) de inoculante bacteriano so6lido a base de
rizobios (o 200 mL de cultivo liquido): $13,40 CUP (Datos del Departamento Provincial

de Suelos y Fertilizantes de Sancti Spiritus).

Cantidad aproximada de inoculante necesario para 10-12 kg de semilla de cereales:
40,0 L de inoculante liquido. Por lo que la siembra de 1 ha de sorgo representaria el
ahorro de $587,00 USD.

[11.5.1. Bases de Calculo

. Aplicacion de fertilizante quimico: 350 kgN/ha (NRAG 348). Si se utiliza
Nitrato de Amonio (NH3NO,), entonces el contenido de N es de 34%. Por tanto, serian

1,03 t de fertilizante/ha, que equivaldria a un gasto de $721,00 USD.

. Aplicacion de inoculante bacteriano: Se aplic6 un equivalente a 40,00 L/ha (o
40,00 L/10 kg de semilla), lo cual importaria un total de $2680,00 CUP ($134,00 USD).

721,00 USD - 134,00 USD = $587,0 USD

Si se tiene en cuenta los rendimientos obtenidos, los cuales en los tratamientos
inoculados fueron superiores, o al menos se igualaron a los tratamientos fertilizados
guimicamente, se infiere que la viabilidad econdmica de estos procedimientos no se
basa solamente en el uso del biofertilizante, sino también en el valor de la cosecha

como consecuencia de la accién de estas bacterias en el cultivo.
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[11.5.2 Algunas consideraciones generales
[11.5.2.1. Factores suelo y fertilizante quimico

El efecto evidente que algunas cepas ejercieron sobre las variables agroproductivas
evaluadas, pudiera estar relacionado directamente con el tipo de suelo experimental, ya
gue en trabajos de Hillali et al. (2001), se obtuvieron resultados positivos de cepas de
Rhizobium leguminosarum en trigo, en un suelo aluvial de Marruecos, mientras que
esas mismas cepas mostraron efectos desfavorables en las plantas al ser aplicadas en

un suelo arcilloso.

En el caso del suelo utilizado en el presente experimento, el cual fue deficitario en P,0s
y materia organica, se realizé una fertilizacion de fondo con férmula completa, donde se
evitaron errores experimentales con una dosis moderada de nitrogeno (80 kgN/ha), ya
gue la presencia de fertilizantes nitrogenados en cantidades excesivas puede afectar la

supervivencia de determinadas bacterias rizosféricas en el suelo (Mehnaz et al., 2010).

Aungue existen informes de que en experimentos con leguminosas, los tratamientos
combinados de rizobios con fertilizacion quimica nitrogenada (60 kgN/ha) mostraron los
mayores rendimientos (Provorov et al., 1998), se conoce que el proceso simbidtico es
muy sensible a la aplicacion de nitrdgeno inorganico ya que se inhibe la nitrogenasa en
la zona radical (Martinez-Viera, 1986). Sin embargo, los procesos asimbiéticos que se
forman con la inoculacion de maiz, planta perteneciente a la familia Gramineae, no
estan sujetos a esa limitante, ya que el mayor efecto que se espera de los rizobios en
la planta, no depende de la enzima nitrogenasa, sino de la produccién de sustancias

estimuladoras del crecimiento vegetal (Matiru y Dakora, 2006).

Segun Biswas et al. (2000), en experimentos con arroz inoculado con diferentes
géneros de rizobios, los tratamientos inoculados y con una dosis alta de N mostraron
los valores estadisticamente mas altos, por lo que estos autores sugieren una
interdependencia entre la inoculacion y la fertilizacién nitrogenada, condicionada quizas

por el mayor desarrollo radical provocado por los rizobios y que es independiente de la
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fijacion de dinitrégeno. Dados estos precedentes, se pueden considerar similares los
resultados actuales con los obtenidos por los autores anteriormente mencionados al
inicio y al final del parrafo anterior. No obstante, este tema de estudio requiere de

mayor profundizacion en el futuro.
l1l.6. Bases fisio-bioquimicas del efecto positivo de los rizobios en la planta

En este experimento un tratamiento inoculado con una cepa nativa y un tratamiento
inoculado con una cepa de referencia presentaron un indice de efectividad de la
inoculacién superior al resto de los tratamientos, asi como otras cepas, tanto nativas
como de referencia, mostraron un efecto positivo estadisticamente significativo en otras
variables. Estos resultados pudieran deberse a una mayor secrecion de sustancias
promotoras del crecimiento vegetal con efecto en todas las partes de la planta; o a la
secrecion por estas cepas de determinadas fitohormonas mayormente dirigidas al
desarrollo de las partes aéreas, con un efecto superior en comparacion al del resto de
las cepas. Segun Biswas et al. (2000) los microorganismos diazotrofos pueden
promover el crecimiento vegetal mediante la transferencia del N, fijado, o mediante el
mejoramiento de la absorcion de nutrientes a través de la modulacion de actividades

hormonales en las plantas inoculadas.

Otra posibilidad es en cuanto al mecanismo de entrada de los rizobios en las raices de
los cereales, ya que se conoce que dicho mecanismo es diferente al realizado en la
simbiosis leguminosa-rizobio (Reddy et al., 1997), el cual depende principalmente de la
capacidad de la bacteria (cepas) para romper las paredes de la célula vegetal, y no de

reacciones bioguimicas basadas en dependencias genéticas especificas.

Por altimo, un factor que actualmente se aplica para combatir los efectos de la sequia y
de la salinidad en los cultivos, la ACC-deaminasa, queda como otra explicacion al
efecto positivo de las cepas de rizobios en sorgo. Con respecto a este tema,
Shaharoona et al. (2006) encontraron una correlacion positiva significativa entre la
actividad de ACC-deaminasa de células de PGPRs y la elongacion de las raices. Se

supone que esta sustancia hidroliza el ACC enddgeno en amonio y a-cetobutirato en
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lugar de etileno, el cual es inhibidor del desarrollo vegetal en estado de estrés
ambiental, por lo que el crecimiento de tallos y raices se incrementa. La presencia de
ACC-deaminasa ha sido reportada en diversas especies de rizobios, asi como en
Azospirillum, Pseudomonas, Burkholderia y otras rizobacterias (Blaha et al., 2006;
Stiens et al., 2006).

Este trabajo investigativo, con caracteristicas puramente agronémicas, da lugar, sin
embargo, a interrogantes que requieren de una profundizacion a nivel de laboratorio,
donde aspectos tan béasicos, como la determinacién de los compuestos especificos que
se producen en los rizobios, con efecto positivo en el crecimiento, productividad y
tolerancia a factores ambientales estresantes por la planta, podrian conllevar a la

aplicacion de mejores alternativas de inoculacion en la préactica agricola.

Por otra parte, los resultados obtenidos pueden ser aplicados directamente en
contextos ambientales similares a los del experimento, al disponer el especialista de un
grupo de cepas de rizobios con probada eficacia en sorgo en variables agronémicas
importantes, con un posible impacto econémico y ambiental, que dependera en la

préactica del uso racional que se les dé a estos recursos biologicos.
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Conclusiones

1. Los resultados obtenidos demostraron la capacidad de un namero significativo de
cepas de influir positivamente en variables agronomicas de sorgo, ya que existieron
tratamientos inoculados que superaron estadisticamente los valores del control
absoluto y otros igualaron sus valores a los del control fertilizado. En la variable
agroproductiva mas importante (peso de las panojas), existieron tratamientos
inoculados con las cepas nativas HG2, JH1 y SP23 que tuvieron tendencia a presentar

mayor significacion estadistica con respecto al control fertilizado.

2. El indice de efectividad de la inoculacién de todas las cepas fue positivo, aunque se
destacaron los tratamientos inoculados con las cepas SP23, HA3 y ATCC 10317, con
90% y mas del 100% de incremento del peso seco aéreo con relacion al control
absoluto. Estos resultados en la practica agricola, sobre todo las cepas HG2, SP23,
JH1, 25B6, HA3 y ATCC 10317, en condiciones similares a las del experimento.
Aunque para la utilizacién de este cultivo como fuente de grano para la confeccion de
piensos, o para semilla, se requieren otras evaluaciones encaminadas a medir el efecto
de los rizobios en el rendimiento de grano, por lo que las cepas que se destacaron en

este experimento pueden no tener el mismo efecto en dicha variable.

3. Los resultados obtenidos demostraron las perspectivas positivas desde el punto de

vista econémico de la inoculacién de sorgo con rizobios.
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Recomendaciones

Se recomienda aplicar estos resultados en la practica agricola, sobre todo las cepas
HG2, SP23, JH1, 25B6, HA3 y ATCC 10317, en condiciones similares a las del
experimento. Aunque para la utilizacion de este cultivo como fuente de grano para la
confeccion de piensos, o para semilla, se requieren otras evaluaciones encaminadas a
medir el efecto de los rizobios en el rendimiento de grano, por lo que las cepas que se

destacaron en este experimento pueden no tener el mismo efecto en dicha variable.
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