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RESUMEN

Se evaluo la efectividad de la coinoculacion
micorrizas-rizobacterias en el crecimiento,
desarrollo, rendimiento y colonizacion del
tomate. Los experimentos se llevaron a cabo
en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas,
Cuba, en un suelo Ferralitico Rojo lixiviado (Udic
Rhodustalfs); los tratamientos consistieron en
inoculacion y/o coinoculacion de la micorriza y la
rizobacteria, bajo diferentes dosis de fertilizacion
nitrogenada. Los resultados mostraron un efecto
positivo de la coinoculacion en el crecimiento
de las plantulas, siendo la altura superior en un
23%; también se logrd una eficiencia del 40%
respecto a la fertilizacion nitrogenada, lo cual no
afectd el estado nutricional de las plantas ni el
rendimiento agricola. La coinoculacion potencid
ademas la poblacion de ambos microorganismos
en la rizosfera del cultivo.

INTRODUCCION

La interaccion entre los componentes de
una comunidad microbiana puede manifestarse
de diferentes modos, al respecto, hace algunos
anos se estan haciendo intentos aislados para
evaluar los sinergismos entre algunas asociacio-
nes de microorganismos del suelo. La interaccion
entre Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
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ABSTRACT

Agrobiological evaluation of coinoculation
micorrhyza-rhyzobacteria in tomato. The
effectiveness of the micorrhyza-rhizobacteria
coinoculation on growth, development, yield,
and colonization in tomato was evaluated. The
experiments were conducted at the National Institute
of Agricultural Sciences, Cuba, on a lixiviated
Red Ferralitic soil (Udic Rhodustalfs); treatments
consisted in inoculation and/or coinoculacion with
micorrhyza and rhyzobacteria, under different
nitrogen fertilization dosages. Results showed a
positive effect of coinoculation, as seedlings were
23% taller; on the other hand, an efficiency of 40%
of the nitrogen fertilization was observed, which did
not affect the nutritional condition of the plants nor
the agricultural yield. The coinoculation stimulated
also the population of both microorganisms at the
rhizosphere of the crop.

Vegetal (RPCV) y Hongos Micorrizicos Arbuscu-
lares (HMA), puede ser selectiva y dependiente de
la bacteria y el hongo implicado (Azcon 2000).
En la literatura sobre esta tematica se reco-
gen criterios acerca de las relaciones entre los hon-
gos HMA y algunas rizobacterias especificas; la
relacion espacial entre las hifas de las HMA en el
suelo y estas bacterias no ha sido bien establecida,
aunque es conocido que los agregados del suelo,
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formados alrededor de la hifa de las MA, presen-
tan una elevada actividad microbiana. Esto sugiere
que algunos de los beneficios sobre el crecimiento
de las plantas, atribuidos a los hongos MA, real-
mente provienen de la combinacion con las bacte-
rias asociativas (Miller y Jastrow 2000).

Algunas especies de bacterias como Azoto-
bacter, Beijerinckia, Clostridium, Burkolderias, y
Azospirillum, han sido estudiadas en su interaccion
con micorrizas arbusculares (HMA). Azospirillum
sp en combinacion con hongos HMA, produce un
incremento significativo en el crecimiento de algu-
nos cultivos, especificamente en cereales, pero el
mecanismo responsable es controversial. Algunas
veces los incrementos ocurren sin la evidencia de
incrementos en la fijacidbn de N o aumentos del
contenido de N en las plantas y més bien puede
estar relacionado con la produccion de sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal (Blanco y
Salas 1997).

Para la agricultura actual reviste gran
importancia la preparacion de biopreparados con-
juntos, de hongos-rizobacterias, que tengan una
accion eficaz sobre las plantas y el agroecosistema,
siendo ademas un mecanismo mas viable desde el
punto de vista econémico.

Tomando en cuenta estos antecedentes,
el presente trabajo tuvo como objetivo estudiar
la efectividad agrobioldgica de la coinoculacion
micorrizas-rizobacterias sobre el crecimiento,
desarrollo y rendimiento del tomate, como sustitu-
tos parciales de la fertilizacion mineral.

MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se desarrollaron en el
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA),
en la provincia de La Habana, San José de las
Lajas en los afios 2002 y 2003. La variedad de
tomate empleada fue “Amalia”, procedente del
Programa de Mejoramiento Genético del INCA.

Inicialmente, las semillas fueron inocula-
das con los bioproductos AzoFert® a base de la
RPCV Azospirillum brasilense cepa Sp-7 (108 ufc
¢! de soporte), y EcoMic® (20 esporas g') a base
de la micorriza Glomus clarum, €l recubrimiento
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de las semillas se realiz6 segin Gomez et al.
(1996). En la fase de semillero se cont6 con una
superficie de 2 m? por tratamiento. En esta etapa
se utilizd un diseho completamente aleatorizado.

En la fase de campo los ensayos fueron
realizados en un suelo Ferralitico Rojo lixiviado
(Udic Rhodustalfs), en una superficie de 25 m2,
las plantas fueron trasplantadas a una distancia
de 1,40x0,30 m. Las practicas culturales se rea-
lizaron segin el MINAGRI (1990). La fuente de
N empleada en los tratamientos fue la urea. Se
utilizd un disefio de bloques completos al azar
con 4 repeticiones.

Los tratamientos evaluados fueron los
siguientes:

1. Testigo absoluto (sin inocular y sin fertili-
zar en semillero y campo)

2. A. brasilense + 30 kg N ha!(semillero) +
60 kg N ha'! (campo)

3. G. clarum + 30 kg N ha'(semillero) + 60
kg N ha! (campo)

4. A. brasilense + G. clarum + 30 kg N ha’!
(semillero) + 30 kg N ha!(campo)

5. A. brasilense + G. clarum + 30 kg N ha’!
(semillero) + 60 kg N ha''(campo)

6.  A. brasilense + G. clarum + 30 kg N ha’!
(semillero) + 90 kg N ha'!(campo)

7. Testigo de produccion. 30 kg N ha™! (semi-
llero) + 120 kg N ha'(campo)

La altura de las plantas fue evaluada
durante los 51 dias posteriores a la germinacion.
En la fase de floracion del cultivo, se escogid un
total de 10 plantas por tratamientos para las eva-
luaciones del contenido de NPK foliares (INCA
1999). A un n@imero similar de plantas a los 17,
24 y 31 dias después de la germinacion, se les
evalud el contenido de protefnas foliar (mg g’!
masa fresca), segtin Bradford (1976).

La colonizacién bacteriana (ufc g') y
micorrizica (%) fue evaluada a los 30 dias des-
pués del trasplante, segin la metodologia de
Bashan et al. (1996) y Fernandez et al. (2000),
respectivamente. Una vez finalizado el ciclo bio-
logico del cultivo, se determiné el rendimiento e
individualmente los componentes de rendimiento:
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flores por planta; frutos por planta; porcentaje
de fructificacion; y peso promedio por fruto.
Para la microbiota total (datos transformados a
log ufc g!) y la evaluacion de crecimiento de las
plantulas, se realizd un anilisis de varianza de
clasificacion simple, y de clasificacion doble para
las evaluaciones del rendimiento y sus componen-
tes, para las diferencias entre los tratamientos se
utilizo6 la Prueba de Rangos Miltiples de Duncan.
En todos los casos se utilizd el Sistema Statistica
version 5.0, para Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la coinoculacion Glomus
clarum + Azospirillum brasilense

En la figura 1, se observa que 10 dias
después de la germinacion, no hay diferencias
estadisticas en la altura, entre los 4 tratamientos
evaluados; sin embargo, a partir de los 17 dias ya
hay diferencias entre los tratamientos (p<0,001),
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Fig.1. Efecto de los tratamientos sobre la altura de las

plantas. Letras iguales no difieren significativa-
mente, seglin la prueba de Duncan.

las plantas con A. brasilense y las coinoculadas
mostraron las alturas mayores.

La altura de 15 cm, considerada la minima
requerida para el trasplante dentro de los para-
metros de calidad (MINAGRI 1984), se obtiene
a los 25-30 dfas después de la germinacién. Sin
embrago, dicha altura fue sobrepasada en los
tratamientos con A. brasilense y coinoculacion a
los 24 dfas. Pero no ocurrid asi con los tratamien-
tos de inoculacion con G. clarum y el testigo de
produccion. Se demuestra como la accion de los
HMA a mediano plazo (después de los 37 dias) y
que el efecto de las RPCV es mas rapido y evi-
dente desde los 17 dfas.

A los 31 difas después de la germinacion, el
tratamiento coinoculado supera en alrededor del
23% a las plantas que recibieron solo la inoculacion
simple con cada microorganismo, demostrandose
el sinergismo entre G. clarum - A. brasilense.

A los 51 difas, las plantas con HMA
presentaron mayor altura (p<0,05) que las de
inoculacion simple con la RPCV. Las plantas
coinoculadas mostraron una mayor altura desde
los 17 dias, diferenciandose estadisticamente de
los tratamientos restantes, lo que demuestra la
simbiosis entre ambos microorganismos.

Los incrementos que produjo la coinocula-
cion con respecto a las inoculaciones individua-
les, en cada una de las variables de crecimiento
que definen la calidad de las plantulas, a los 31
dias posteriores a la germinacion (Cuadro 1),
demuestran que la inoculacidon mixta superd los
efectos de las inoculaciones simples de G. clarum
y A. brasilense, propiciandose los mayores incre-
mentos en masa seca de las plantulas. El efecto
individual de los microorganismos fue potencia-
do con la inoculacidon conjunta de ambos, funcio-
nando exitosamente la trilogfa simbidtica hongo-
bacteria-planta. Por otra parte, la coinoculacion
con respecto a la inoculacion con A. brasilense
produjo los porcentajes mas bajos en las variables
evaluadas con respecto a G. clarum, lo que evi-
dencia un efecto mayor de la rizobacteria en esta
fase particular del crecimiento del cultivo.

Resultados similares obtuvieron Iglesias et
al. (2000) utilizando Azotobacteriaceas y Endo-
gone sp en trigo, quienes con esta combinacion
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Cuadro 1. Incrementos porcentuales de las variables de
crecimiento de las plantulas coinoculadas con
respecto a la inoculacion simple, a los 31 dias de
la germinacion.

Coinoculacion Coinoculacion
Variables vs. A. brasilense vs. G. clarum
% %
Altura (cm) 12 18
Diametro del tallo (cm) 10 22-25
Longitud radical (cm) 13 24-29
Masa seca planta (g) 18-26 71-76

obtuvieron una mayor altura y masa aérea y
radicular de las plantas. También en el cultivo de
la soya, lograron un buen crecimiento radical e
incrementos en el nimero de nodulos a partir de la
combinacion de Azospirillum y Bradyrhizobium.
En el caso especifico del tomate, han sido realiza-
dos trabajos donde se ha combinado Azofobacter +
Pseudomonas (Martinez et al. 2002) y Azotobac-
ter + G. fasciculatum (Pulido 2002), con informa-
cidén comprobada que favorece su utilizacion.

Otro aspecto importante a tomar en con-
sideracion en la evaluacidon del crecimiento de
las plantulas de tomate, y que se encuentra en
estrecha relacion con el nivel nutricional de las
mismas, es el contenido de proteinas foliares pre-
sentes en las plantas, esto debido a que una de las
funciones fundamentales de los microorganismos
inoculados, es estimular el desarrollo radical de
las plantas, lo que posibilita una mayor explora-
cion del sistema radical para una mejor absorcion
de nutrimentos.

En la figura 2 se muestra el contenido de
proteinas solubles totales en las hojas. A los 17
dias después de la germinacion, no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos,
posiblemente debido a que atin no hay un efecto
en la absorcion de los nutrimentos; sin embargo,
en la evaluacion realizada a los 24 dias posterio-
res a la germinacién, comienzan a diferenciarse
los tratamientos entre si, siendo los contenidos
de proteinas mayores en las plantas inoculadas
con A. brasilense y las coinoculadas con A.
brasilense + G. clarum. El menor contenido de
proteinas encontrado en las plantas inoculadas
solo con G. clarum, es debido a que el efecto
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Fig. 2. Efecto de la coinoculacion en el contenido de

proteinas solubles totales.

positivo de Glomus respecto al testigo comienza
después de los 37 dias (Figura 1), por lo tanto en
la coinoculacion el efecto resultante es debido a
A. brasilense. A los 31 dias hubo un contenido
mayor de proteinas en las hojas de las plantas
que se encontraban coinoculadas, respecto a los
restantes tratamientos (Figura 2).

La coinoculacion potencia el contenido de
proteinas solubles totales en las plantas a los 31
dias, donde hay un efecto aditivo de la accion del
hongo, esto debido al tiempo que le toma al hongo
colonizar la raiz y producir suficiente micelio
externo para que la planta reciba el beneficio (Dodd
1996). Un mayor contenido foliar de proteinas solu-
bles totales en las plantas coinoculadas, les permite
una actividad metabolica mayor efecto asociado a
un mejor estado nutricional y a un contenido de N
foliar mayor. Como resultado, se obtuvo plantas
con mayor vigor, tal y como se muestra en las
evaluaciones de crecimiento, donde cada una de las
variables se vio favorecida con la inoculacion de los
microorganismos respecto al testigo.

Incrementos en el contenido de proteinas
solubles totales en arroz, fueron obtenidos en
aquellas plantas que se encontraban inoculadas
con diferentes cepas de Azospirillum (Pazos
2000), estas plantas también mostraron mayor
altura con respecto a los testigos.
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En estudios realizados por Owen y Jones
(2001), se ha comprobado que los microorganis-
mos productores de fitohormonas, son capaces de
alterar la sintesis de ARN y proteinas en plantas,
como respuesta a la accidon microbiologica, pro-
vocando alteraciones enzimaticas, directamente
relacionados con el crecimiento y desarrollo de
los cultivos.

Efectividad de la coinoculacion G. clarum +
A. brasilense en el estado nutricional
de las plantas

El anilisis del contenido foliar de NPK
(Cuadro 2), arrojo6 diferencias significativas entre
los tratamientos estudiados. No hay diferencias
estadisticas entre los tratamientos coinoculados y
los suplementados con 90 y 120 kg N ha! (T5 y
T6) y el testigo de produccion (T7).

El tratamiento coinoculado y suplementa-
do con 90 kg N ha'! (T5), permitid incrementar
el contenido de N entre un 0,66-0,7%, el de P
entre un 0,06-0,09% y el contenido de K en un
0,85-0,89% con respecto a las inoculaciones
simples de A. brasilense y G. clarum. Esto gene-
ra una eficiencia equivalente al 40% del fertili-
zante nitrogenado con la inoculacidén mixta, lo
que permite que las plantas tengan un balance
nutricional adecuado para su desarrollo normal.
Ademas, con este resultado ademas se evidencia
la necesidad de un Optimo de nutrimentos en
el suelo, que permita una absorcidon eficiente
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de estos elementos para un balance nutricional
adecuado.

A pesar de las diferencias existentes en
cuanto a los contenidos foliares de cada nutri-
mento, puede plantearse que los valores de NPK
obtenidos concuerdan con los publicados por
Bennett (1996) para el cultivo del tomate en con-
diciones de campo abierto, quien estima rangos
de 3-5% de N, 0,7-1,3% de P y 2,16-6,0% de K.

Los resultados de coinoculacion se basan
en el hecho de que la relacion mutualista que se
establece entre micorrizas y bacterias promotoras
del crecimiento vegetal, ocurre de tal forma que
por un lado las bacterias ponen a disposicion de
la planta el N atmosférico fijado y las micorrizas
incrementan la absorcidn de otros elementos,
entre los que se encuentra el P, muy importante
para garantizar una adecuada fijacion del N y el
crecimiento de las plantas (Ojeda 1998, Rivera et
al. 2003).

La coinoculacion HMA-Azospirillum sp,
es un ejemplo de interaccion benéfica, ya que la
colonizacion de las raices por los hongos, estimu-
la el flujo de carbohidratos desde el follaje hasta
la raiz, estos carbohidratos pueden constituir
fuentes de carbono para el crecimiento de la bac-
teria (Costacurta 1995).

Los resultados hasta aqui expuestos, consti-
tuyen un aporte al estudio de la relacion simbidtica
HMA-bacterias asociativas-hortalizas, como una
via para mantener un estado nutricional adecuado
de las plantas (tomate) con menor aplicacion de

Cuadro 2. Efecto de la coinoculacion en el contenido de NPK foliar.

N (%) P(%) K (%)

Tratamientos

2002 2003 2002 2003 2002 2003
1. Testigo Absoluto (sin fertilizar) 1,41 ¢ 1,37 ¢ 0,56d 0,53 ¢ 1,91 ¢ 1,87 ¢
2. A. brasilense +120 kg N ha-1 4,07b 4,10 b 0,87 ¢ 0,87 b 438D 442 b
3. G. clarum +120 kg N ha-1 4,11b 4,13 b 0,89 bc 0,89 b 441b 4,46 b
4. A. brasilense + G. clarum + 60 kg N ha-1 4,09 b 4,11b 0,88 ¢ 0,86 b 436Db 4,44 b
5. A. brasilense + G. clarum + 90 kg N ha-1 477 a 4,81 a 0,95 ab 0,96 a 527 a 531 a
6. A. brasilense + G. clarum +120kg N ha-1 4,81 a 4,86 a 0,96 a 0,99 a 532a 5,37 a
7. Testigo de Produccion (150 kg N ha-1) 473 a 4,79 a 0,94 ab 0,95 a 521 a 5,29 a
ES X 0,09%#* 0,07%%* 0,027 0,027 0,07%%* 0,09

Medias con letras iguales no difieren significativamente segin Duncan p<0,001.
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fertilizante mineral, siendo un mecanismo efi-
ciente para el manejo de la nutricion del cultivo.

Efectividad de la coinoculacion G. clarum +
A. brasilense en el rendimiento

Al analizar el rendimiento y algunos de sus
componentes, se encontrd diferencias (p<0,001)
entre los tratamientos estudiados (Cuadro 3). Los
rendimientos mayores se alcanzaron en aquellos
tratamientos provenientes de plantulas coinocula-
das y suplementadas con 90 6 120 kg N ha! (T5
y T6), sin diferencias estadisticas con el testigo de
produccion (T7). En dichos tratamientos se logro
un niimero mayor de flores y frutos por planta,
siendo también superior el porcentaje de fructifi-
cacion, lo que conlleva a rendimientos mayores.

Este resultado, demuestra la eficiencia de
la coinoculacion A. brasilense + G. clarum como
alternativa para la sustitucion del fertilizante
nitrogenado que se le aplica al cultivo, sin que
haya detrimento alguno en el rendimiento, ya que
atn con una disminucion 60 kg N ha'! (T5), que
representa el 40% del fertilizante aplicado, se
logra un rendimiento similar al obtenido con la
dosis dptima (T7), alrededor de 30 t ha!. La coi-
noculacion potenci6 la accion individual de los
microorganismos sobre el rendimiento agricola,
entre un 6-9% mas de produccion, resultado que
se corrobora en el 2003 (Cuadro 3).

Resultados favorables a la coinoculacion
han sido obtenidos en diferentes cultivos por
Soroa (2000) en gerbera, Iglesias et al. (2000) en
trigo, y Pulido (2002) en cebolla. En el caso del
tomate, para las variedades “Roma” y “HC 3880,
también se ha obtenido una respuesta positiva a la
coinoculacién, nuestros resultados constituyen
los primeros para la variedad “Amalia”.

En general, se aprecia una efectividad de
la coinoculacion, pues los rendimientos fueron
superiores con respecto a las inoculaciones sim-
ples de A. brasilense y G. clarum, evidencian-
dose en qué grado los microorganismos logran
poner en funcidon de las plantas sus diferentes
mecanismos de accion, ejerciendo un efecto posi-
tivo en la produccion del cultivo.
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Efecto de la coinoculacion G. clarum +
A. brasilense en la colonizacion rizosférica

Los porcentajes mayores de colonizacion,
tanto de G. clarum como de A. brasilense, se
lograron con la coinoculacidn, indicativo de que
no existi6 una relacion antagbnica entre ambos
microorganismos, por el contrario, ambos son
capaces de complementarse y ser mas efectivos
cuando se encuentran juntos en la rizosfera del
cultivo (Figura 3).

Con este resultado, se corrobora la supe-
rioridad de la coinoculacion con respecto a las
inoculaciones simples, potenciandose estos efec-
tos individuales al lograrse un efecto superior en
la altura de las plantas asi como en la poblacion
rizosférica.

Al respecto, Azcon y Barea (1996) plan-
tean que la interaccion entre RPCV y mico-
rrizas puede ser selectiva y dependiente de la
bacteria y el hongo implicado. Estos autores
mencionan una estimulaciéon notable del cre-
cimiento de una poblacion de Pseudomonas
fluorescens en la superficie del micelio extra
radical del hongo.

En este mismo sentido, Gianinazzi-Pear-
son (1982) determind que las bacterias de vida
libre como Azotobacter sp y Azospirillum sp,
aumentaron su poblaciéon en la rizosfera de la
planta hospedera al estar micorrizadas las rai-
ces. También Barea y Azcon-Aguilar (1982), en
trabajos de inoculaciones conjuntas de microor-
ganismos, encontraron que la infeccién micorri-
zica se incrementd con la presencia de Azoto-
bacter sp. Por su parte, Cuervo y Rivas-Platero
(1997), demostraron que la inoculacion de Pseu-
domonas fluorescens en tomate, estimula la
colonizacioén micorrizica en la raiz e incrementa
la produccion del cultivo. Para las condiciones
de Cuba, Hernandez (2000) y Pulido (2002),
trabajando en tomate, encontraron una mayor
colonizacion rizosférica en los tratamientos
coinoculados con micorrizas y rizobacterias, lo
que permite corroborar los resultados de esta
investigacion, demostrando la compatibilidad
entre HMA y RPCV.
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Fig. 3. Efecto de la coinoculacion en la colonizacion rizosférica.

CONCLUSIONES

Las rizobacterias estimuladoras del creci-
miento vegetal (RPCV) y los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), estimulan positivamente el
crecimiento de las plantas, también contribuyen
al estado nutricional de las mismas, generando
incrementos en el rendimiento y en la eficiencia
de la fertilizacion nitrogenada.

Aunque la inoculacion simple presentd
beneficios respecto a las plantas testigo, la coi-
noculacion superd los beneficios individuales
de ambos microorganismos. Los beneficios se
presentaron desde la fase de semillero y se man-
tuvieron hasta la cosecha.
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