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Introduccién

En la practica de vivero de café la presencia de adecuados niveles de nitrégeno y

fésforo en el sustrato juega un papel esencial para garantizar los requerimientos de

estos nutrientes en esa fase del cultivo.

La utilizacion de los biofertilizantes en la agricultura mundial cobré auge en los ultimos

20 afnos del pasado siglo. Entre ellos, merecieron especial atencion, el Azotobacter y

las micorrizas, por su papel en la nutricidon nitrogenada y fosférica de las plantas.

En las Normas Técnicas vigentes se contempla la aplicaciéon de 40 g por bolso de la

férmula 10-8-4,5 al momento de la mezcla del suelo con el abono organico, por lo que

el abastecimiento de estas necesidades se vio menguado.

Los estudios del efecto de los biofertilizantes en el cafeto en Cuba comenzaron en los

inicios de la década de los 90 al acentuarse el déficit de fertilizantes minerales. Los

resultados preliminares del uso del Azotobacter (producido a partir de una cepa del

INIFAT) en la especie Coffea arabica, mostraron el efecto positivo de este

biofertilizante en la germinacion de las semillas y el desarrollo morfolégico de las

posturas en diferentes condiciones climaticas (Bustamante et al, 1992; Samoén et al,

1999) por lo que su aplicacion en las unidades productivas se generalizé rapidamente.

Sin embargo desde el punto de vista cientifico eran necesarios estudios para aumentar

la efectividad de este biofertilizante y conocer el efecto de su aplicacién conjunta con

otros biofertilizantes y biopreparados utilizados en la caficultura.

Objetivos.

1. Estudiar el efecto de la coinoculacion del Azotobacter con las micorrizas y el
Trichoderma en Coffea arabica L.

2. Desarrollar la busqueda de cepas de Azotobacter autdctonas de areas cafetaleras.

3. Estudiar el efecto del Azotobacter autoctono, su interrelacion con las MVA vy la
fertilizacion mineral, en posturas de Coffea canephora propagadas vegetativamente.

Materiales y métodos.
Experimentos con Coffea arabica L.
Experimento 1. Interaccion MVA y Azotobacter en suelo Pardo.

Se desarrolld en la Estacion Central de Investigaciones de Café, en Tercer Frente
provincia Santiago de Cuba, durante febrero — agosto de 1992. En un disefo
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completamente aleatorizado método factorial se utilizaron como cepas de hongos se
estudiaron las nativas concentradas y sin concentrar, Glomus fasciculatum y Glomus
manihotis, con y sin aplicacion de Azotobacter (BFN) y dos niveles de sustrato suelo /
humus de lombriz (5/1 y 7/1). Se utilizaron 30 plantas por tratamiento.

El experimento se desarroll6 en un suelo con contenidos bajos de materia organica
(2,8 %), bajo a medios de fésforo disponible (17 mg/100 g de P,05) y altos de potasio
(52,8 mg / 100 g de K;0) en presencia de un pH adecuado y altos contenidos de Ca y
Mg. De forma general el suelo se puede considerar de fertilidad media a alta.

Experimento 2. Interaccion MVA y BFN en suelo Fersialitico Pardo rojizo.

Se desarrollé en Jibacoa, provincia Villa Clara, durante febrero — septiembre de 1992.
Se utilizaron semillas de “Caturra rojo” sembradas en canteros a 15 x 15 cm. Las cepas
de hongos utilizadas fueron: Glomus fasciculatum, Glomus manihotis, Glomus mosseae
y las cepas nativas sin concentrar (infeccién natural).

El suelo poseia un pH cercano la neutralidad, buen contenido de materia organica (3,5
%) y de cationes intercambiables, sin embargo los contenidos de fdsforo (3,2 mg/100 g
de P,0s5) y potasio (12,9 mg / 100 g de K,O) fueron bajos. De manera general la
fertilidad se puede catalogar como media.

Experimento 3. Incidencia de Rhizoctonia solani.

Se desarrollé en el vivero de la Estacion de Investigaciones de Café Jibacoaa 340 m s
n m, durante noviembre 2000 hasta mayo del 2001.

Se realizé la siembra en bolsas de polietileno (14x22cm) a razén de dos semillas de
Coffea arabica L. var. Caturra Rojo, utilizando un suelo Pardo Gleyzoso (Hernandez et
al, 1999), el que fue mezclado con humus de lombriz en la proporcién 5:1 (v: v).

Se utilizé un disefio de bloques al azar con cuatro tratamientos y tres replicas,
compuestas por 20 bolsas cada una.

Se estudiaron los siguientes tratamientos

1- Testigo

2- Trichoderma viride (semilla peletizada).

3- Azotobacter chroococcum (semilla peletizada)

4- Glomus fasciculatum

El suelo se inocul6 con el hongo Rhizoctonia solani en dosis de 2.5 g de harina maiz y
arena silice colonizado por cada kg de suelo en el momento de la siembra.

La cepa de Azotobacter chroococcum utilizada fue aislada de la rizosfera de plantas de
café por analisis microbiologico, utilizando el método de dilucion seriada propuesto por
Vinogradsky (1949), citado por Mayea et al (1982), multiplicandose en un biopreparado
a partir de miel final, levadura de torula y CaCOs, (Cupull y Pérez, 1992).

La cepa de micorriza ensayada se inocul6 a razén de 10g por bolso debajo de las
semillas.

Los tratamientos del peletizado de las semillas con Trichoderma y Azotobacter,
consistieron en inocular previamente la materia organica con un titulo de 1x10° UFC/m
y 3x10° UFC/ml respectivamente, después se colocé al aire para su secado, las
semillas fueron recubiertas con un gel de almidon de yuca al 8%.



A los cuatro meses de la siembra se realiz6 otra aplicacion de Azotobacter al
tratamiento 3 con una dilucion de 1:10 y un titulo de 3x10° UFC/m.

Se evaluaron los porcentajes de germinacion a los 50 y 60 dias, la incidencia de
Rhizoctonia solani a los 60, 80 y 100 dias después de la siembra. A los seis meses se
tomaron 24 plantas por tratamientos para evaluar la altura el diametro del tallo, el
numero de pares de hojas y la masa seca aérea. Los datos se procesaron mediante
una analisis de varianza de clasificacion doble para P<0.01 y comparacién de medias
por el rango multiple de Duncan previa transformacion de los datos por la expresion
arco seno Vx, referidos por (Lerch, 1977).

Experimentos con Coffea canephora Pierre.

Aislamiento, seleccion, reproduccion de cepas de Azotobacter.

El trabajo se desarroll6 en el Laboratorio de Microbiologia del Centro de Desarrollo de
la Montana y el Laboratorio de Suelo de la Estacidon Central de Investigaciones de Café
y Cacao (ECICC).

Las muestras de suelo se tomaron en diferentes fases fenoldgicas del cafeto, en la
rizosfera de cinco plantas tomadas al azar de Coffea arabica L. y Coffea canephora en
dos localidades montafiosa, Tercer Frente, provincia Santiago de Cuba y Sabaneta,
provincia Guantanamo a la profundidad de 0-30 cm. Las caracteristicas de ambos
agroecosistemas cafetaleros se recogen en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Caracteristicas de las areas experimentales.

Condiciones Sabaneta Tercer Frente
Sombra Gliricidia sepium Kuntz Samanea saman Merr
( Ex-walp)
Especie y edad de los Coffea arabica 14 afios Coffea arabica 14 afos
cafetos Coffea canephora 8 afos Coffea canephora 8 anos
Altura, m.s.n.m. 350 150
Suelo Pardo con carbonatos Pardo sin carbonatos

Tabla 2. Propiedades fisico - quimicas de los suelos.

Tipo de suelo pH H.O M.O., % P20s K20
mg / kg.
Pardo sin carbonatos 6.4 3.4 122.1 142.2
Pardo con carbonatos 6.8 3.1 4.85 10.25

El comportamiento de las poblaciones de Azotobacter presente en la rizosfera se
realizd por el método clasico de las diluciones seriadas y conteo en 3 placas, con
dilucion 1/10000, empleandose el medio de cultivo Ashby. Las colonias mas
desarrolladas fueron sembradas en tubos para su aislamiento y caracterizacién
mediante pruebas bioquimicas, tincion simple y de Gram.

Los valores de cada conteo fueron transformados mediante VX. Se utilizé un modelo de
clasificacion triple donde las causas de variacion fueron: el tipo de suelo, la especie de
café y fecha de muestreo. Las medias se compararon por la Prueba de Rangos
Multiples de Duncan para p<0.05.



Elaboracion del Biopreparado.

Para la activacion de las cepas se prepararon tubos de cultivos con 5 ml del medio de
multiplicacion y con el asa de inoculacion se tomo una porcion de la bacteria aislada y
se inoculd en tubos incubandose por 48 horas.

Se vertieron 500 ml del medio DIMARGON liquido en frascos de 1000 ml vy se
esterilizaron en autoclave a 121 °C (1.2 atmdsfera) durante 15 minutos. Los frascos
fueron inoculados con las cepas incubadas de cada zona por separado y colocados en
zaranda durante 72 horas, luego se tom6 1 ml del contenido de cada frasco y se
efectud el conteo de Azotobacter, al alcanzar valores de 10 ° UFC/ml se distribuyeron
50 ml en frascos con 500 ml del medio DIMARGON estéril y colocados en zaranda para
facilitar su multiplicacion. La titulacidon del biopreparado se realizé por conteo en placa.

En los experimentos se empled un suelo Pardo écrico sin carbonato (Hernandez et al.,
1999) mezclado con estiércol vacuno en proporcion de 3/1, cuyas caracteristicas
fueron: pH 6,72; M.O 4.33%; 17,3 mg de P,Os5 y 52,2 mg de K;O por 100 g de suelo
seco.

En los tratamientos testigo de los experimentos se aplicé agua para garantizar la
uniformidad de la experimentacion. Todas las aplicaciones se realizaron con boquillas
de bajo volumen.

El inoculo micorrizico (Glomus fasciculatum y Glomus clarum) provino del cepario del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA). Para la inoculacion se utilizé la mezcla
de propagulos de la micorrizacion del sorgo (Sorghum vulgaris L.) en suelo estéril que
contenia hifas, raicillas y 40 esporas / g suelo.

La cepa de Azotobacter chroococcum utilizada se aislé del mismo tipo de suelo
empleado en el experimento. El inoculo se obtuvo en el medio DIMARGON liquido
(Dibut y Gonzalez, 1994) con una titulacién de 10" UFC / ml.

Se utilizaron esquejes de clones de Coffea canephora__ seleccionados por el
Departamento de Mejoramiento Genético de la ECICC, que se  multiplicaron
vegetativamente en propagadores tipo tunel. Se utilizaron asimismo semillas
provenientes de estos clones.

Las atenciones culturales en todos los experimentos se realizaron segun las
indicaciones del Instructivo Técnico de Café y Cacao (CUBA. MINAGRI, 1987)

Experimento 4. Respuesta de clones a la inoculacién con Azotobacter.

Se realizé en 1997 en dos montajes con diferentes clones:

Clones Tipo de | Periodo de|Forma de
experimento ejecucion inoculacioén
MZ-CC, Bifactorial 2 x 3 Junio — Inmersion 10
MZ -1y MZ-2 Octubre 1997 min. en solucion
1/10*
MZ-My C- 107 Bifactorial 2 x 2 Julio — Noviembre | Inmersion 10
1997 min. en solucion
1/10*

* Técnica propuesta por Acosta (1991) citada por Fernandez (1999)



Se utilizé un diseno de bloque al azar y se evaluaron para la altura, diametro del tallo,
area foliar, pares de hojas y contenidos foliares seis plantas por parcela en 4 réplicas y
de ella 4 plantas por tratamientos se utilizaron para evaluar la masa seca.

Experimento 5. Estudio de concentraciones de Azotobacter

El experimento comprendio el periodo de junio - octubre 97. Se utilizaron esquejes
procedentes de una mezcla clonal. La técnica empleada fue inmersion por 10 minutos
en concentraciones de 0, 10, 20y 50 %.

Se realiz6 la segunda campafia de diciembre del 1997 a julio del 1998 utilizando
semillas provenientes de una mezcla clonal. Se inoculd el Azotobacter en
concentraciones de 0; 5; 10; 15y 20 % mediante inmersion por 10 minutos.

Para los parametros evaluados, en ambos experimentos se escogieron 6 plantas en 4
réplicas de cada tratamiento.

Experimento 6. Modos y momentos de aplicacion de Azotobacter.

En la campana Diciembre / 98 a Mayo / 99 se emplearon esquejes provenientes de una
mezcla clonal.

Se evaluaron combinaciones de modos y momentos de aplicacién del Azotobacter_en
combinacién con la fertilizacion mineral (urea) en un total de 6 tratamientos en 4
réplicas con parcelas de 15 plantas. El disefio empleado fue un bloque al azar.

Testigo (3/1)

Inmersién 10 minutos en Azotobacter al 20 % (A)

Foliar al 20 % a los 40, 80, 120 y 160 dias (B)

A+B

Urea foliar al 1 % a los 40, 80, 120 y 160 dias

Aplicacion alterna de urea y Azotobacter cada 40 dias.
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Experimento 7. Se realizé desde septiembre 1999 a marzo del 2000. En un disefio de
bloques al azar arreglo bifactorial se estudié la interaccion de tres concentraciones de
Azotobacter al suelo (0, 10 y 20 %) y tres concentraciones de Azotobacter foliar (0, 10 y
20 %). Se utilizaron semillas pregerminadas de una mezcla clonal de C canephora.

Evaluaciones.
Crecimiento.

e Altura de la planta: Se midié con una regla graduada desde el cuello de la planta
hasta el apice (cm). En el caso de los esquejes se evaluod la altura desde el brote en
la estaca.

e Diametro del tallo: Se midié con un pie de rey a 1 cm del cuello (cm).

e Numero de pares de hojas: Se determind considerando un a hoja completamente
formada cuando alcanzé mas de 10 cm? de area foliar.

e Area foliar: Se estimo utilizando el método desarrollado por Gonzalez et al (2000)
para la especie Coffea canephora a partir de las dimensiones lineales de las hojas y
de acuerdo a la siguiente férmula AF (cm?) = largo x ancho x 0.67.




e Masa seca: Posterior a la extraccion de las plantas de las bolsas, estas se
separaron por o6rganos (hojas, tallos y raiz) se evaluo la masa fresca y
posteriormente se colocd en una estufa a 65 °C hasta alcanzar masa constante,
determinandose su valor en cada érgano y total de la planta (g).

Analisis de la planta.

En los diferentes 6rganos de las plantas se determinaron los contenidos de N, P y K

como porcentaje de la masa seca. Se realizé una digestidon humeda con H,SO4 + Se y

se determin6é el N por colorimétrica con el reactivo de Nessler, el fésforo (P): por

colorimetria con el método del molibdovanadato y el potasio (K) con fotometria de
llama.

La extraccidn se calculd a partir de los datos de la masa seca de cada 6rgano y el

correspondiente contenido de cada elemento (% N, P, K).

Analisis estadistico.

Los datos se procesaron de acuerdo a los disefios experimentales utilizados. En los

casos en que se encontraron diferencias significativas entre las medias de los

tratamientos, se aplicd la prueba de comparacion de rangos multiples de Duncan
referidos por Cochran y Cox (1990) para 0.05 y 0.01 como criterio comparativo entre
estos.

Resultados.

Experimento 1.

Se encontré una respuesta positiva a la inoculacion con Glomus fasciculatum y el
concentrado de cepas nativas con un efecto (promedio para las dos proporciones de
humus de lombriz) en la altura de 27.5 y 43 % con relacion al tratamiento Normas
Técnicas. En el indicador area foliar, estos valores fueron de 29 y 38 %
respectivamente. La inoculacion con Glomus manihotis provocd un fuerte efecto
depresivo (- 3 % para la altura y —31 % para el area foliar), lo que demuestra que esta
cepa infecto pero de forma ineficiente (Tabla 3).

La poca diferencia obtenida entre el crecimiento producto de la adicion del concentrado
nativo y la infeccion natural y el buen crecimiento de las posturas en este ultimo
tratamiento sugieren que este suelo posee una buena capacidad o potencialidad de
micorrizacion.

La aplicacion de Azotobacter presentd un efecto positivo solo sobre la altura y el area
foliar en la proporcién 5/1, incrementando la altura en 37 % vy el area foliar en 26 %, sin
embargo aplicado con las micorrizas incremento con fuerza el efecto de estas ultimas,
siendo mas nitido este efecto en la relacion suelo / humus 5/1 que 7/1. Los mejores
efectos de la combinacion Azotobacter x MVA se observaron con Glomus fasciculatum
y el concentrado nativo.



Tabla 3. Efecto de los biofertilizantes y su interaccion en el desarrollo de posturas de C.
Arabica L en dos sustratos. Experimento 1.

Altura Pares de hojas Area foliar
5/1 71 51 7/1 51 7/1

C1+BFN [20.22c 17.56 6.47 6.47 402.11 396.13
C1- BFN |21.50c 18.81 6.87 6.80 422.91 407.43
C2+BFN [22.50 bc 23.56 6.73 6.93 532.84 509.26
C2- BFN |21.11¢c 20.94 6.67 6.67 405.83 487.56
C3+BFN [|2594 a 24.33 6.67 6.80 570.36 486.43
C3- BFN [23.11 abc 25.33 6.73 6.67 482.82 533.17
C4 + BFN |25.44 ad 13.11 6.47 4.80 375.22 170.90
C4 - BFN |16.78 d 12.56 6.40 547 294 .41 188.26
E.S. trat 1.04*** 1.05 n.s. 0.14 n.s. 0.13 n.s. 21.73 n.s. 21.80 n.s.
C1 20.86 b 18.18 ¢ 6.65 a 6.63 a 412.51 c 401.78 ¢
C2 21.80 b 22.25b 6.70 a 6.80 a 469.34 b 498.41b
C3 24.52 a 24 .83 a 6.70 a 6.73 a 526.59 a 509.8 a
C4 21.11b 12.83 d 6.43 b 5.13b 334.82d 179.58 d
E.S. A 0.52*** 0.52*** 0.07*** 0.06*** 10.86*** 10.90***

+ BFN 23.52 a 19.64 6.58 6.25 470.13 a 390.68

- BFN 20.62 b 19.41 6.66 6.40 40149 b 404.10
E.S.B 0.37*** 0.37n.s. 0.05 n.s. 0.05 n.s. 7.68*** 7.70 n.s.

CV.,% 14.90 16.05 8.82 8.17 15.94 16.76

Normas 17.18 6.50 374.21
técnicas

*** Medias con letras desiguales difieren al 5% segun décima de Duncan.
C1 — cepas nativas sin concentrar; C 2 cepas nativas concentradas; C 3 Glomus fasciculatum;
C 4 Glomus manihotis. BFN — bacteria fijadora de nitrégeno, Azotobacter chroococcum.

Experimento 2.

Se observé un marcado efecto de la inoculacion con hongos micorrizogenos, el cual se
observa con nitidez cuando se compara con el tratamiento sin inocular (Tabla 4). Los
mayores efectos se observan con la aplicaciéon de Glomus fasciculatum y en menor
cuantia con Glomus manihotis. Como promedio de ambos niveles de humus de lombriz
del factor micorriza (A) Glomus fasciculatum incrementé la altura en 8 %, los pares de
hojas en 5 % y el area foliar en 25 %. Por su parte el efecto depresivo de Glomus
manihotis se tradujo en la disminucion de la altura en 17 %, los pares de hojas en 4 %
y el area foliar en 25 %.

La aplicacién de Azotobacter presento ligeros efectos positivos en las dos relaciones
de sustrato, pero los mayores efectos se obtuvieron cuando se aplicd en la proporcién
5/1. De esta manera al comparar el incremento de los indicadores con la media del
suelo sin inocular (tratamiento C4) el aumento de la altura fue de 6 %, 5 % para los
pares de hojas y 22 % para el area foliar.

Al aplicar el Azotobacter combinado con Glomus fasciculatum y con Glomus mosseae
se obtuvo un buen efecto en la relacion suelo / humus 5/1. Cuando se aplico en la



relacion 7/1 el efecto de Azotobacter no fue significativo originando para algunos
indicadores un efecto depresivo (Tabla 4).

En estas condiciones de suelos con bajo contenidos de fésforo disponible, las
aplicaciones de micorrizas y Azotobacter sobre sustratos suelo/humus de lombriz 7/1,
siempre produjeron posturas con un crecimiento inferior a los obtenidos con la Norma
Técnica, mientras que en la relacion 5/1 se obtienen posturas con indices superiores a
los obtenidos con la Norma Técnica.

Tabla 4. Efecto de los biofertilizantes y su interaccion en el desarrollo de posturas de C.
Arabica L en dos sustratos. Experimento 2.

Altura Pares de hojas Area foliar

5/1 71 5/1 71 5/1 71

C1-BFN 17.80b | 1544Db 6.90 ab 6.50 ab 402.50 b | 344.37 ab

C1+BFN 19.47a | 16.77 ab 7.00 a 6.40 ab 467.10a | 311.75b

C2-BFN 17.72b | 16.56 ab 6.50 b 6.60ab | 354.30bc | 370.37 a

C2+BFN |19.10ab| 18.12a 7.00 a 6.70 a 425.80 ab | 380.25 a

C3-BFN 12.10d 12.54 c 6.00 c 6.00 b 205.10d | 200.00c

C3 + BFN 15.15¢ 13.33 ¢ 6.20 bc 6.30 ab 301.50¢c | 216.37¢c

C4 - BFN 1580c | 13.43c 6.20 bc 6.20 ab 297.50c | 296.62Db

C4 + BFN 17.60b | 16.82 ab 6.50 b 6.40 ab 320.00c | 304.00 b

E.S. trat 0.46*** 0.52*** 0.13** 0.14* 18.64*** 17.33**
C1 18.63 a 16.10 b 6.95 a 6.46 ab 434.81 a 328.06 b
C2 18.41 a 17.34 a 6.75 a 6.65 a 390.12bc | 365.31a
C3 13.62 ¢ 12.93 ¢ 6.10 c 6.15b 253.31d 208.18 ¢
C4 16.70 b 15.12 b 6.35b 6.30 b 308.18 ¢ 300.30 b

E.S A 0.32*** 0.37*** 0.09*** 0.10** 13.18*** 12.25%**
- BFN 15.85b 14.49b 6.40b 6.32 314.80 b 302.84
+ BFN 17.83 a 16.26 a 6.67 a 6.45 378.60 a 303.09
E.S.B 0.23*** 0.26*** 0.07*** 0.07 n.s. 9.32 *** 8.66 n.s.

C.V.,% 16.99 10.70 6.40 7.10 14.92 15.93

Normas 19.10 6.80 401.00

técnicas

*** Medias con letras desiguales difieren al 5% segun décima de Duncan.
C1 — Glomus fasciculatum; C2 Glomus moseae; C3 Glomus manihotis; C 4 sin inocular. + BFN —
aplicacién de Azotobacter chroococcum

Experimento 3.

Se apreciaron los mayores porcentajes de germinacion (entre el 71.4 y el 109. 7%, en
los primeros 50 dias) en los tratamientos inoculados con Trichoderma y Azotobacter,
mostrando diferencia significativa con relacidn a los demas tratamientos (Tabla 5).
Estos resultados coinciden con Sandoval et al (1995), quienes informaron que muchos
aislados de Trichoderma spp inducen sustancias reguladoras del crecimiento que
incrementan la germinacion y el desarrollo de las plantas. Martinez y Hernandez (1995)
informaron que el Azotobacter estimula la germinacion de las semillas debido a que
segrega un grupo de sustancias fisiolégicamente activas.




El Azotobacter y la Trichoderma controlaron a Rhizoctonia solani (Tabla 6).
Trichoderma fue el mas efectivo hasta los 80 dias. A los 100 dias la accion de ambos
biopreparados fue similar y la incidencia de la Rhizoctonia se encontré en 5,1y 9,7 %
respectivamente, valores superiores estadisticamente a los del testigo y del tratamiento
micorrizado. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Rincén (1992) quien
informa de la efectividad de Trichoderma sobre el hongo Rhizoctonia solani en
semilleros de café.

El efecto de Trichoderma viride, Azotobacter chroococcum y Glomus fasciculatum en
los indicadores de desarrollo de las posturas fue similar y se diferenciaron solamente
del testigo (Tabla 7). Estos resultados corroboran los obtenidos por (Rodriguez y Blanco
1992), quienes reportaron incrementos en el crecimiento y desarrollo de las plantas con
la aplicacién de biopreparados y bioestimulantes

Tabla 5. Efecto de Trichoderma viride, Azotobacter chroococcum y Glomus fasciculatum
en la germinacion de la semilla de café.

Tratamientos 50 dias (Incremento %) | 60 dias (Incremento %)
Testigo 175 b - 36.7 b -
Trichoderma 30.0 a 71.4 67.5 a 83.9
Azotobacter 36.7 a 109.7 65.0 a 77.1
Glomus fasciculatum 18.3 b 4.6 50.0 ab 36.2
E. S+ 0.078 * 0.114 *

C.V% 12.320 11.468

* Medias con letras desiguales difieren al 5% segun docima de Duncan.

Tabla 6. Efecto de Trichoderma, Azotobacter y Glomus en el control de Rhizoctonia

solani.

Tratamientos 60 dias 80 dias 100 dias
Testigo 250 c 319 d 55.7 ¢
Trichoderma 49 a 26 a 51 a
Azotobacter 10.2 b 80 b 9.7 a
Glomus fasciculatum 30.0 ¢ 18.7 c 312 b
E. St 0.058 ** 0.033 ** 0.062 **
C.V% 11.138 5.696 9.432

* Medias con letras desiguales difieren al 1% segun décima de Duncan.

Tabla 7. Efecto Trichoderma, Azotobacter y Glomus en la morfologia de los cafetos.

Tratamientos Altura Diametro del Pares de Masa seca

(cm) Tallo (cm) Hojas Foliar (g)
Testigo 201 b 0.28 b 57 c 1.6 b
Trichoderma 27.0 a 0.35 a 6.7 a 29 a
Azotobacter 26.6 a 0.35 a 6.7 a 2.7 a
Glomus fasciculatum 254 a 0.33 a 6.7 a 2.7 a
E.S+ 0.896 ** 0.010 * 0.038 ** 0.115 **
C.V% 6.261 5.332 1.042 8.135

* Medias con letras desiguales difieren al 5% y 1 % segun décima de Duncan.



Experimentos con Coffea canephora Pierre ex Froehner.

De la rizosfera del cafeto se aislaron cepas que fueron identificadas como Azotobacter
chroococcum debido a su crecimiento rapido en el medio Ashby; la produccion de una
pigmentacién carmelita-oscura. Se evidencié la presencia de flagelos, colonias
redondeadas y que respondieron a ser Gram (-), lo que coincide con las caracteristicas
reportadas por Pelczar y Reid (1966) para esta especie. Las cepas se nombraron de
acuerdo a la localidad donde fueron aisladas como:

- Azotobacter chroococcum cepa Tercer Frente Café-1 (TFC-1)

- Azotobacter chroococcum cepa Sabaneta Café-1 (SC-1).

El biopreparado obtenido de cada una de las cepas tuvo concentraciones por encima
de 10° UFC/ ml y se empled en el montaje de los experimentos con esquejes y semillas
de Coffea canephora

Al comparar la poblacién del Azotobacter en los dos agroecosistemas cafetaleros se
encontraron las mayores poblaciones en el mes de Mayo en el suelo Pardo écrico sin
carbonato de lll Frente cultivado con Coffea arabica L. (Tabla 8) lo que puede
atribuirse a los altos contenidos de materia organica, fésforo y potasio, que crean las
condiciones propicias para su desarrollo segun senalan Mayea et al (1982).

Alexander (1980) indica que la microflora rizosférica varia cualitativa vy
cuantitativamente en los diferentes tipos de plantas, lo que justifica las diferencias
encontradas entre las dos especies de café. Estos resultados, ademas pueden
atribuirse al periodo de fructificacion en que se encontraron los cafetos en el mes de
mayo, etapa en la cual la planta requiere de una mayor demanda de nutrimentos, lo
que aumenta la afluencia de microorganismos en su rizosfera.

Tabla 8. Comportamiento de las poblaciones de Azotobacter en las localidades. (104

UFC/ g).
Tratamientos Datos
transformados

Tercer Frente, C. arabica, enero 421b
Tercer Frente, C. arabica, mayo 5.31 a
Tercer Frente, C. canephora, enero 3.50c
Tercer Frente, C. canephora, mayo 3.39 cd
Sabaneta, C. arabica, enero 2.54 ef
Sabaneta, C. arabica, mayo 412 b
Sabaneta, C. canephora, enero 2.23f
Sabaneta, C. canephora, mayo 2.87 de
ESxAxBxC 0.09**
CV., % 5.23

**Medias con letras desiguales difieren al 1% segun décima de Duncan.

Experimento 4. Relacién Azotobacter / clon de Coffea canephora

La aplicacidon del biofertilizante en los esquejes incrementé el diametro del tallo en un
11 %, la altura en un 12 %, los pares de hojas en 15 %, la masa seca en un 23 % vy el
area foliar en un 50 %. Este ultimo indicador constituye de forma cuantitativa el que
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mejor refleja el efecto de los tratamientos en la fase de vivero segun consideraciones de
Soto (1980).

El efecto estimulador del biofertilizante no se manifestd por igual entre los clones. Al
inocular Azotobacter en el clon MZ — CC el incremento del area foliar fue de 75 % y
19 % para la masa seca con relacion a la ausencia del biopreparado; mientras que
para el MZ — 1 fue de 60 y 65 % para estos mismos indicadores. En el clon MZ — 2 el
efecto fue menos intenso y hubo incrementos del 20 % para el area foliar y del 2 % para
la masa seca (Tabla 9).

Estos resultados demuestran la respuesta positiva de los clones de Coffea canephora
a la inoculacion con Azotobacter y la dependencia de la respuesta al clon utilizado.
Bopaiah et al (1977) al estudiar el efecto de la aplicacion de dos biopreparados a partir
de cepas de Azotobacter aisladas de un suelo con café de la India encontraron
incrementos del vigor de la planta, la altura, el numero de hojas y su tamano, el peso
seco y el contenido de nitrégeno.

Con excepcion del clon MZ 2 en el resto de los tratamientos la aplicacion de
Azotobacter incremento la extraccion de nitrogeno con relacion al tratamiento sin
biopreparado (Figura 1).

Tabla 9.Respuesta de clones de C. canephora a la inoculacion con Azotobacter.

Tratamientos |Altura, Diametro, mm | Pares Area foliar, | Masa seca, gr
cm de hojas |cm?2.
MZ-CC + BFN | 14.28 0.32 3.75 a 104.58 a 3.11 a
MZ-CC—-BFN | 13.96 0.27 3.25 b 59.74 d 261 b
MZ-1 + BFN 15.28 0.29 3.75 a 86.01 b 3.38 a
MZ-1 - BFN 12.06 0.27 261 c 53.79 d 204 ¢
MZ-2 + BFN 13.97 0.30 3.50 ab 81.39 b 3.03 a
MZ-2 — BFN 12.73 0.26 275 c 67.69 c 296 b
E.S.x 0.96 ns 0.01ns 0.17** 4.75™* 0.20**
MZ-M + BFN | 14.37 a 0.28 a 4.54 1394 a 454 a
MZ-M -BFN | 10.57 b 025 b 3.75 64.65 c 361 b
C107+BFN [ 872 ¢ 0.26 ab 3.20 8324 b 3.28 bc
C107-BFN | 591 d 023 c 3.12 5491 ¢ 236 d
ES x 0.76 ** 0.01 ** 0.19 ns 3.79 ** 0.38 **

**Medias con letras desiguales difieren al 1% segun décima de Duncan. +; - BFN — Inoculacion
0 no con Azotobacter
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Figura 1 Efecto de la aplicacién de Azotobacter en la extraccion
de N
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Experimento 5. Efecto de las concentraciones.

En 1997 se encontré un incremento lineal del diametro del tallo y el area foliar
proporcional a las diferentes concentraciones y permitié ubicar el rango de respuesta al
biopreparado en la concentracion de 20% (Tabla 10).

En 1998 no se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de 10,
15y 20 % para la altura y el area foliar, mientras que para la masa seca las
concentraciones de 15 y 20 % mostraron los mayores incrementos con respecto al
testigo (48 y 67 % respectivamente). Se recomienda la utilizacion de la concentracion
del 20 % por ser la de mas estable comportamiento agronémico (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de las concentraciones de Azotobacter en el crecimiento de posturas
de C. canephora.

% Altura, cm Masa seca, gr Area foliar, cm?
1997 1998 1997 | 1998 1997 1998
0 13.38b | 21.25¢c | 253b [1.45b| 66.90c | 208.80b
5 21.92 bc 1.53b 215.68 b
10 14.75a |24.83ab| 3.10a [1.48b | 93.03b | 240.83 a
15 24.33 ab 2.15a 292.17 a
20 15.32a | 26.58a | 3.65a |2.43a|123.43a| 291.17 a
50 14.99 a 3.67 a 64.11c

ES 0.37** 0.98* | 0.32** | 0.11* | 1.72** 14.42**

**Medias con letras desiguales difieren al 5% y 1% segun décima de Duncan.
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Rodriguez et al (1999) al estudiar el efecto de 5 concentraciones de Azotobacter en el
crecimiento de injertos de café encontraron como 6ptima la aplicacion del biopreparado
al 10 %.

Experimento 6. Modos y momentos de aplicacion de Azotobacter
En 1999 la aplicacion del Azotobacter incrementd los indicadores evaluados (Tabla 11)
independientemente del modo y el momento de aplicacién utilizada.

El tratamiento con un comportamiento agronémico mas estable fue la inmersién de los
esquejes en el biopreparado al 20 % ya que posibilité incrementos de 35 % en la altura,
136 % en la masa seca y 65 % en el area foliar con respecto al testigo absoluto.

Se debe senalar que si bien las aplicaciones foliares propiciaron el mayor incremento
en la altura de las posturas, no ocurrié lo mismo con respecto a la masa seca y al area
foliar donde el incremento sélo representé 90 y 38 % respectivamente del testigo.

Tabla 11. Modos y momentos de aplicacion de BFN en esquejes de C. canephora.

Tratamientos Altura, Diametro Pares Masa | Area foliar,
cm del tallo, cm | de hojas | seca, g cm?
Testigo (3/1) 8.62b 0.35 4.64 1.37c 251.87 c
Inmersién 20 min. en| 11.61a 0.4 5.00 3.23 a 415.63 a
Azotobacter al 20 % (A)
Foliar al 20 % a los 40,| 13.05 a 0.35 4.43 2.60ab | 347.45 ab
80, 120 y 160 dias (B)
A+B 11.46 a 0.33 4.21 243 ab | 324.24 bc
Urea foliar al 1 % a los| 11.72 a 0.33 4.57 2.33 ab | 297.36 bc
40, 80, 120 y 160 dias
Aplicacion alterna de urea| 10.54 0.32 4.36 2.13 bc | 269.96 bc
y Azotobacter cada 40 ab
dias.
E.S. 0.86 * 0.02 ns 0.2 ns 0.27* 27.6 *

* Medias con letras desiguales difieren al 5% segun docima de Duncan.

Experimento 7.

Al estudiar la combinacidon de vias de aplicacién del Azotobacter se encontré que de
manera general, los mayores valores de los indicadores se alcanzaron en el tratamiento
que recibio el biopreparado aplicado al suelo al 20 % en el momento de siembra de la
semilla mas aplicaciones adicionales al 20 % a partir del tercer par de hojas ( Tabla 12).

Diaz y Suarez (1999) en suelo Ferralitico Rojo de montafia informan del efecto positivo
de la aplicacion del Azotobacter al momento de la siembra y a los 110 dias después de
la germinacion. Sanchez et al (1998) recomiendan la aplicacién del biopreparado en el
trasplante y en el primer par de hojas.
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Tabla 12. Efecto de las aplicaciones de Azotobacter (BFN) al suelo y foliar en el
crecimiento de posturas de C. Canephora producidas por semillas.

Tratamientos Altura, cm |Masa seca, gr | Area foliar, cm”
Testigo 23.85f 1.68 b 344.23 bc
BFN 10 % foliar 2448 ef [1.66b 336.37 b
BFN 20 % foliar 2842ab [1.77b 350.16 abc
BFN 10 % suelo 2648 cd |2.64 a 343.59 bc
BFN 10 % suelo+ 10 % foliar 26.74bc [1.73Db 416.84 a
BFN 10 % suelo+ 20 % foliar 28.55 a 1.87 b 387.66 abc
BFN 20 % suelo 24.90 def [2.39 a 396.63 abc
BFN 20 % suelo+ 10 % foliar 26.11 cde [1.17 c 363.11 abc
BFN 20 % suelo+ 20 % foliar 27.02ab |2.66 a 41443 ab
E.S. x 0.59 *** 0.15 *** 22.11**

* Medias con letras desiguales difieren al 0.1 % segun décima de Duncan.

Conclusiones.

El efecto del Azotobacter estuvo condicionado por la fertilidad y caracteristicas de
los nutrientes existentes en el sustrato y mostré mayores efectos en los sustratos
ricos en materia organica.

La coinoculacion Azotobacter — micorrizas condujo a la obtencion de posturas con
similar desarrollo morfolégico que el alcanzado al utilizar fertilizantes minerales en la
mezcla. La cepa de mejor resultado fue la Glomus fasciculatum, mientras Glomus
manihotis tuvo un efecto depresivo en el desarrollo de las posturas.

La accion del Azotobacter en el control de Rhizoctonia solani fue similar al logrado
con Trichoderma viride.

La inoculacion de los esquejes de C. canephora con Azotobacter fue positiva e
incrementd los indices morfoldgicos y mejord la nutricion N de las posturas. Esta
respuesta dependié de los clones utilizados, la concentracion, el modo y el momento
de aplicacion del biopreparado.

Los modos de inoculacion que produjeron las respuestas mas consistentes fueron:
Inmersién en Azotobacter al 20% por 20 minutos y Aplicacion 10% al suelo +
aplicacién foliar al 10% a partir del tercer par de hojas de los esquejes.
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