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RESUMEN

En el municipio Baracoa, de la provincia Guantanamo, los viveros de cocotero son
afectados por los bajos indices de germinacion y el poco vigor de las posturas. EI humus
de lombriz y las bacterias del genero Azotobacter se han empleado en la produccion de
posturas, ya que promueven el crecimiento vegetal. En la investigacién se estudid, en un
disefio en bloques al azar, la combinacién de tres niveles del sustrato S:HL:FC (10:1:1),
(4:1:1), (2:1:1) con la inoculacion de tres cepas de A. chroococcum (INIFAT-8, CDM-1,
CDM-2) sobre la obtencion de posturas de cocotero, pertenecientes al ecotipo
domesticado “Indio Verde-1” en dos suelos, Arenosol haplico (ARh) y Gleysol Flavico,

haplico (GFLh). Como indicadores de desarrollo se evaluaron el indice de velocidad de
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germinacion de las semillas, la altura del vastago (cm), el diametro en la base del vastago
(cm) vy la poblacion de Azotobacter (UFC g? de suelo). Se demostr6 que es posible
disminuir los niveles de abonado orgdnico empleados en un 50 %, mediante la
inoculacion de cepas de A. chroococcum aisladas de los suelos en estudio. La
combinacion suelo: humus de lombriz: fibra de Coco (S:HL:FC) (4:1:1) con A.
chroococcum CDM-1 en el suelo ARh y A. chroococcum CDM-2 en el suelo GFLh
favorecieron el incremento de las variables estudiadas, las que alcanzaron niveles
superiores a los obtenidos con la dosis recomendada de fertilizacion mineral y el abonado
organico.
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INTRODUCCION

La palma de cocotero (Cocos nucifera L.) es un cultivo tropical perenne de gran utilidad,
que crece en alrededor de 80 paises. En Cuba, el cultivo ocupa aproximadamente 13 186
ha, con un rendimiento promedio de 4,5 t ha™ @, siendo de gran importancia la produccion
de posturas que garanticen el material necesario para la renovacion y el fomento de
nuevas areas. Un estudio diagndstico llevado a cabo en el Centro de Desarrollo de la
Montafia de la provincia Guantanamo mostréd que en los viveros se obtienen bajos indices
de germinacion, asi como posturas poco vigorosas que provocan alta mortalidad de las
mismas, al ser trasladadas al campo. Esto pudiera estar asociado a diferentes factores
como el empleo de semillas con embriones inmaduros, unido a factores limitantes de los
suelos como aireacion, retencion de humedad y baja fertilidad @.

El empleo de un sistema de abonado organico que tenga en cuenta el uso del humus de
lombriz, combinado con biofertilizantes permitiria asegurar condiciones favorables para
la germinacion y posterior crecimiento de las plantas . Se conoce que la adicion del
humus de lombriz a los suelos y a los sustratos, incrementa considerablemente el
crecimiento y la productividad de una gran cantidad de cultivos, mediante la mejora
significativa en las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los mismos .

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (RPCV) constituyen uno de los

biofertilizantes de amplio uso por los mecanismos directos e indirectos de promocion del



crecimiento ®9; siendo, Azotobacter chroococcum uno de los géneros bacterianos
fijadores de nitrdgeno, mas empleados ®. El empleo de esta especie permite el
acortamiento del periodo de permanencia de las plantas en los semilleros y favorece el
incremento en los parametros morfoldgicos de las plantas , lo que las convierte en una
alternativa a evaluar en el crecimiento de las posturas de cocotero. En Cuba, desde 1990,
se desarrolla un programa de produccion y aplicacion de A. chroococcum con cepas
seleccionadas, dentro de las cuales se destaca la cepa INIFAT-8 19, La presente
investigacion se desarroll6 con el objetivo de determinar la influencia de un sistema de
abonado organico e inoculacion de A. chroococcum sobre la germinacion de semillas y el

crecimiento de las posturas de cocotero en un vivero convencional.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se desarroll6 en los viveros “Playa Duaba” y “Cabact”, ubicados en el
municipio Baracoa, provincia Guantanamo, sobre los suelos Arenosol haplico (ARh) y
Gleysol Flavico haplico (GFLh), respectivamente V. EI experimento se repiti6 durante
dos afios consecutivos, en el cual se estudiaron las combinaciones de tres niveles del
sustrato Suelo: Humus de lombriz: Fibra de Coco (S:HL:FC) (10:1:1, 4:1:1, 2:1:1, vIvIv)
(12) con tres cepas de A. chroococcum (CDM-1, CDM-2 e INIFAT-8).

Las cepas de A. chroococcum, procedieron de la coleccion del Instituto Nacional de
Investigaciones Fundamentales de Agricultura Tropical “Alejandro de Humboldt”
(INIFAT). Las cepas CDM-1 y CDM-2, fueron aisladas de los suelos presentes en los
viveros “Playa Duaba” y “Cabacu”, respectivamente. Los bioproductos confeccionados
poseian una concentracion de 9 x 10'° UFC por g de soporte ¥y se aplicaron por
aspersion directa al suelo y la semilla a una dosis de 1 kg ha* 49,

Se utilizaron, adicionalmente, tres controles constituidos por fertilizacion mineral (NPK
100 %) para lo que se empled la férmula completa 9:13:17 a razén de 45 g por semilla
fraccionado al 33 % a los 30 dias posteriores a la siembra (dps) y el resto a los 90 dps %),
el sustrato S:H:FC 1:1:1 v/v/v y el suelo. En todos los casos para la elaboracion del
sustrato se utilizo el suelo presente en el vivero.

Las semillas fueron obtenidas de plantas madres sanas, pertenecientes al ecotipo
domesticado de cocotero “Indio Verde-1" 8. Se empled un disefio en bloques al azar con
arreglo bifactorial (3x3) y tres réplicas. Cada parcela experimental dentro del bloque
contenia 20 semillas, sembradas a una distancia de 0,05 x 0,20 m.



El experimento tuvo una duracion de 180 dias. A los 120 dps se calcul6 el indice de
velocidad de germinacion (IVG) mediante la formula IVG =Y (ni /ti) @7, donde n es el
namero de semillas germinadas y el intervalo de tiempo en que germinaron las semillas.
Se evaluaron las semillas germinadas en los tiempos 30, 60, 90 y 120 dias. A los 180 dps
se muestrearon 15 plantas por réplica y se evaluo la altura del vastago (cm) y el didmetro
en la base del vastago (cm) ®®. Se realizd, ademas, el conteo de poblaciones de A.
chroococcum en la rizosfera 9.

Los datos de la variable conteo de poblaciones de A. chroococcum en la rizosfera se
transformaron por la formula log(x). Los resultados para todas las variables evaluadas
mostraron un comportamiento similar en los dos afios estudiados, por lo que se analizaron
los datos correspondientes a la media de los dos afios. Para el procesamiento estadistico
de los tratamientos se utilizé el Analisis de Varianza factorial y la Prueba de Rangos
Multiples de Duncan (p<0,05). Para comparar los controles con cada uno de los
tratamientos se realizo un ANOVA de clasificacion doble, se determind el EE, con el cual
se calculd el intervalo de confianza (IC) para los controles con un nivel de significacién
del 95 % y se verifico si las medias de cada tratamiento estaban contenidas dentro del
intervalo de confianza. Se emple6 el paquete estadistico STATGRAPHIC version 15.2.

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis realizado mostro interaccion de los factores en los dos suelos en estudio, para
todas las variables evaluadas, excepto para el IVG. No se encontrd efecto de los niveles
de abono organico sobre el IVG, no siendo asi para el factor cepas de A. chroococcum, el
cual si tuvo significacion.

Se observo gue en el suelo ARh las cepas aisladas de los suelos estudiados (CDM-1 y
CDM-2) no mostraron diferencias entre si y fueron superiores a la cepa INIFAT-8 y a los
controles, con valores promedios entre 0,50 y 0,52, mientras que en el suelo GFLh los
mejores valores correspondieron a la cepa CDM-2, con un valor de 0,42 (Figura 1). En
los tratamientos inoculados con ambas cepas no se observd diferencias significativas

entre los tres niveles de los abonos organicos y el control S:HL:FC (1:1:1).
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IVG: indice de velocidad de germinacién, EEX: Error Estandar de la media

Figura 1. indice de velocidad de germinacion de semillas de cocotero ecotipo Indio Verde-1
hasta los 120 dias posteriores a la siembra, sometidas a los tratamientos combinados de tres
cepas de A. chroococcum y tres niveles de abono organico sobre los suelos Arenosol haplico y
Gleysol Fluvico

Con respecto al control S:HL:FC (1:1:1), en el suelo ARh ,el tratamiento donde se emple6
la cepa CDM-1 con S:H:FC (4:1:1), mostré una reduccion en cuatro dias el inicio de la
germinacion, mientras en el suelo GFL, disminuyd en 12,8 dias (datos no mostrados).
En la variable altura del vastago, el mejor comportamiento en el suelo ARh se observo,
cuando se empleo la cepa CDM-1 con S:HL:FC (4:1:1), la cual difirié de los restantes
tratamientos y de los controles de referencia (Figura 2A). De forma general, las variantes
donde se inocularon las cepas de A. chroococcum combinadas con los tres niveles de los
abonos organicos, resultaron superiores cuando fueron comparadas con el control suelo.
Al analizar los resultados en el suelo GFLh se encontrd, que al combinarse A.
chroococcum con los tres niveles de abono organico, la cepa CDM-2 influy6 en la
obtencion de los mejores valores para la altura en la base del vastago (Figura 2C), seguida
por CDM-1 y por INIFAT-8, con la cual se obtuvieron los valores mas bajos. La cepa
CDM-2, combinada con S:HL:FC (4:1:1), favorecié la mejor respuesta para esta variable,
con diferencia del resto de los tratamientos y de los controles.

El andlisis del didametro en la base del vastago en el suelo ARh, mostrd los mejores
resultados al combinarse la cepa CDM-1 y S:HL:FC (4:1:1), con diferencia de los

restantes tratamientos y los controles. Por otra parte, los tratamientos donde se empled



CDM-2 con los tres niveles de abono organico, mostraron similitud al compararse con
los tratamientos inoculados con la cepa INIFAT-8. Se obtuvo, ademas, que estas ultimas
variantes mencionadas mostraron similitud con el control S:HL:FC (1:1:1) y diferencias
con los controles NPK 100 % y el suelo (Figura 2B).

Para los tratamientos realizados con el suelo GFLh (Figura 2D) los mejores resultados se
obtuvieron, con la combinacion de la cepa CDM-2 y los tres niveles de abono organico,

los que mostraron diferencias con los controles.
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Figura 2. Altura y didmetro en la base del vastago a los 180 dias posteriores a la siembra de
plantas de cocotero ecotipo Indio Verde-1, sometidas a los tratamientos combinados de tres
cepas de A. chroococcum y tres niveles de abono organico sobre los suelos Arenosol haplico y
Gleysol Flavico, haplico

En el analisis de la cuantificacién de las poblaciones de Azotobacter en el suelo ARh
(Figura 3A), los mejores resultados se encontraron en el tratamiento donde se combino la
cepa A. chroococcum CDM-1y S:HL:FC (4:1:1) con diferencias significativas, respecto
a los restantes tratamientos y los controles. Por otro lado, en las variantes donde se utilizo
el suelo GFLh en la preparacion del sustrato, el conteo de las poblaciones de Azotobacter
en la rizosfera (Figura 3B), mostro las mejores respuestas con la inoculacion de la cepa

A. chroococcum CDM-2, combinada con los niveles de S:HL:FC 10:1:1 y 4:1:1, con



diferencias significativas del resto de los tratamientos y los controles. En ambos suelos
los més bajos niveles se alcanzaron con la cepa INIFAT-8 y el control suelo.

La falta de respuesta en el tratamiento conformado por el suelo sin aplicacién de
Azotobacter, posiblemente esté relacionada con los factores limitantes de estos suelos, asi
como con las bajas poblaciones de Azotobacter presentes en los mismos.

Los bajos porcentajes de retencion de humedad en el suelo Arenosol haplico pudo
dificultar el flujo de masas y la difusion de nutrientes, limitando la absorcion de
nutrimentos por la planta @9, Por otro lado, la disminucion de los niveles de oxigeno en
el suelo GLFh debido a sus propiedades gléyicas V), pudo haber impedido el normal
desarrollo de las raices, y con ello, una baja absorcion de agua y nutrimentos. Estas
propiedades pudieron haber sido mejoradas con el empleo del abonado organico, ya que
el mismo permite la formacion de agregados del suelo, los cuales mejoran el balance entre
macros y microporos y, con ello, la retencion de agua, ademas del incremento de los

niveles materia organica y el estado de fertilidad del suelo @Y,
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Figura 3. Cuantificacion a los 180 dias posteriores a la siembra de las poblaciones de
Azotobacter en la rizosfera de posturas de cocotero ecotipo Indio Verde-1 sometidas a los
tratamientos combinados de tres cepas de A. chroococcum y tres niveles de abono orgéanico
sobre los suelos Arenosol héplico y Gleysol Flavico, héaplico

Los estudios presentados proporcionan evidencia de que las cepas de Azotobacter
empleadas respondieron con mas efectividad en los suelos de los cuales fueron aisladas.
Se encontrd la mejor respuesta con el empleo de S:HL:FC (4:1:1) al combinarse con la
cepa CDM-1 en el ARh y con la cepa CDM-2 en el GFLh, lo que posibilita disminuir los
niveles de abonado orgénico empleados en un 50 %, mediante el empleo de esta
rizobacteria.

Se ha encontrado que a las concentraciones de estas bacterias presentes en los suelos
cubanos (10*-10° UFC g* de suelo rizosférico), es dificil observar respuestas en el
crecimiento de las plantas, por lo que la inoculacién de las mismas permite incrementar
los niveles existentes (hasta 10° UFC g de suelo rizosférico) favoreciendo una respuesta
positiva de los cultivos @9,

Las cepas autoctonas, al estar mejor adaptadas a las condiciones estudiadas, fueron
capaces de funcionar con mayor rapidez y efectividad que la cepa INIFAT-8, la que al
parecer, pudo encontrar en estos suelos antagonismo con las poblaciones microbianas
residentes. Se plantea que cuando se inoculan bacterias de vida libre, la variabilidad en
las respuestas encontradas estd sujeta a diferentes condiciones, entre las que se
encuentran, la presencia de las comunidades microbianas residentes de la rizosfera, con
las que se establecen interrelaciones de sinergismo y antagonismo @2,

La respuesta observada para los diferentes niveles de abonado organico estuvo dada por
el hecho de que al ser Azotobacter una bacteria heterotrofa, utiliza varias fuentes
orgénicas de energia, que incluyen hemicelulosa, almidon, azlcares, alcoholes y acidos
orgénicos, que provienen de la materia organica presente en los suelos %, sin embargo,
las actividades de este grupo bacteriano, en su relacion con la planta, se veran favorecidas
por los bajos niveles de nitrogeno en el suelo, a los cuales les favorece la fijacion de este
elemento. Por otra parte, su efectividad disminuye en la medida que los suelos tienen
mayor contenido de materia organica. Cuando se aplica biofertilizante se debe fertilizar
con enmiendas organicas, para evitar el empobrecimiento del suelo .

Los resultados positivos observados en la estimulacién de la germinacion de las semillas

y en el crecimiento de las posturas de cocotero, pudieran estar asociados a la forma de



aplicacion del indculo de este biofertilizante. EI mismo se aplicd por aspersion directa a
la semilla en el momento de la siembra, lo que pudo favorecer la hidratacion del
mesocarpo y endocarpo Yy, de esta forma, lograr que se alcanzara con mayor rapidez la
humedad 6ptima para que el embrion iniciara la germinacion.

Este efecto, unido a la capacidad que tienen estas bacterias de producir sustancias
reguladoras del crecimiento ?29, propicid que las mismas, al penetrar la corteza seminal,
aceleraran la germinacién y el desarrollo radicular. En el genoma de algunas cepas de
rizobacterias aisladas de la rizosfera del cocotero, ha sido identificado el gen H>S, el cual
estd involucrado en la sintesis de sulfito de hidrogeno, compuesto vinculado con el
incremento de la germinacion de semillas ),

Otro de los mecanismos propuestos, mediante el cual el Azotobacter pudo haber
promovido el crecimiento vegetal, es la produccion de la enzima acido 1-amino-
ciclopropanol-carboxilato desaminasa (ACC desaminasa), la cual, ademas de prevenir la
ocurrencia de enfermedades @7, puede facilitar el crecimiento vegetal y favorecer el inicio
del crecimiento del embrién, unido a la sintesis de &cido indol acético (AIA) y la
regulacion de los niveles de etileno ¢4,

Diferentes autores sugieren la importancia del etileno en el proceso de germinacion %28
%), en la disminucion de la dormancia y la emision de la radicula en diferentes especies
(28-30) | a produccion de etileno comienza inmediatamente después de la imbibicion y se
incrementa con el tiempo durante la germinacion ?.

En cepas de rizobacterias aisladas del cultivo del coco, se ha demostrado que la
produccion de AlA, &cido giberélico, amonio, sideréforos, proteasas, catalasas, celulasas,
la solubilizacion de los fosfatos @9, la fijacion de N2 @Y asi como la proteccion ante
diferentes estrés bidticos 2% y abi6ticos 48" son los mecanismos mediante los cuales
estas bacterias promueven el crecimiento vegetal, lo que las sitia como potenciales para

la produccion de bioinoculantes en el manejo organico de este cultivo ?639,

CONCLUSIONES

e Se demostrd que es posible disminuir los niveles de abonado organico empleados
en un 50 %, mediante la inoculacién de cepas de Azotobacter chroococcum

aisladas de los suelos en estudio.



e La combinacion Suelo:Humus de lombriz:Fibra de Coco (S:HL:FC) (4:1:1) con
A. chroococcum CDM-1 en el suelo ARh y A. chroococcum CDM-2 en el suelo
GFLh, favorecieron el incremento de las variables estudiadas, las que alcanzaron
niveles superiores a los obtenidos con la dosis recomendada de fertilizacion

mineral y el abonado organico.
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ABSTRACT

In Baracoa, municipality of the Guantanamo province the coconut seedling nurseries are
being affected by the index low of germination and the little vigor of the seedling. The
worm casting and the bacteria of the genus Azotobacter has been of those more employees
in the seedling production, since promote the vegetable growth. The investigation over
Randomized Block Design the combination of three levels of the substrates S:HL:FC
(10:1:1), (4:1:1), (2:1:1) was studied with the inoculation of three strain of A.
chroococcum (INIFAT-8, CDM-1, CDM-2) on the obtaining of seedling coconut
belonging to the domesticated ecotipo "Indio Verde-1" in two soil, Haplic Arenosol
(ARh) and Haplic Fluvic Gleysol (GFLh). As development indicators they were evaluated

the index of speed germination of the seeds, the plant height (cm), the diameter in the
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stem base (cm) and the population of Azotobacter (UFC g of soil). The possibility to
diminish the organic mature levels employed in 50 % by means of the inoculation of
strain of A. chroococcum isolated of the soil in study was demostrated. The combination
soil: worm casting: fiber of Coconut (S:HL:FC) (4:1:1) with A. chroococcum CDM-1 in
the soil ARh and A. chroococcum CDM-2 in the soil GFLh favored the increment of the
studied variables, those that reached superior levels to which obtain higher levels to the
recommended dose of mineral fertilization and to the organic mature.

Key words: Cocos nucifera, nursery, rhizobacteria, soil
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INTRODUCTION

Coconut palm nucifera L is a perennial tropical crop of great uses, it grows in around 80
countries. In Cuba, the crop occupies approximately 13 186 ha with an average yield of
45 t ha-1 @, being of great importance the production of postures that guarantee the
necessary material for the renovation and promotion of new areas. A diagnostic study
carried out in the Mountain Development Center of Guantdnamo province showed that
nurseries have low germination rates, as well as weak positions that cause high mortality
when they are moved to the field. This could be associated to different factors such as the
use of seeds with immature embryos, together with limiting factors of the soil such as
aeration, moisture retention and low fertility @,

The use of an organic fertilizer system that takes into account the use of earthworm humus
combined with biofertilizers would ensure favorable conditions for the germination and
subsequent growth of plants @. It is known that the addition of earthworm humus to soils
and substrates, considerably increases the growth and productivity of a large number of
crops, through the significant improvement in their physical, chemical and biological
properties @,

Plant growth promoting rhizobacteria (RPCV) are one of the biofertilizers widely used
by direct and indirect mechanisms of growth promotion ©® with Azotobacter
chroococcum being one of the most used bacterial nitrogen-fixing genera ®. The use of
this species allows the shortening of the permanence period of the plants in the nurseries,
and favors the increase in the morphological parameters of the plants ), which makes



them an alternative to evaluate in the growth of the postures of coconut tree in Cuba, since
1990, a program of production and application of A. chroococcum has been developed
with selected strains, among which the strain INIFAT-8 @9 stands out. The present
investigation was developed with the objective of determining the influence of an organic
fertilization system and inoculation of A. chroococcum on the germination of seeds and

the growth of coconut tree positions in a conventional nursery.

MATERIALS AND METHODS

The experiment was carried out in the “Playa Duaba” and “CabacU” nurseries, located in
the municipality of Baracoa, Guantanamo province, on the Arenosol haplic (ARh) and
Gleysol Fluvic, haplic (GFLh) soils, respectively @Y. The experiment was repeated for
two consecutive years, in which the combinations of three levels of the substrate were
studied Soil: Earthworm Humus: Coconut Fiber (S: HL: FC) (10: 1: 1, 4: 1: 1, 2: 1: 1,
viviv) 42 with three strains of A. chroococcum (CDM-1, CDM-2 and INIFAT-8).

The strains of A. chroococcum, came from the collection of the National Institute of
Fundamental Investigations of Tropical Agriculture “Alejandro de Humboldt” (INIFAT).
Strains CDM-1 and CDM-2 were isolated from the soils present in the “Playa Duaba”
and “Cabac0” nurseries, respectively. The bioproducts made had a concentration of 9 x
1010 CFU per g of support ®® and were applied by direct spray to the soil and the seed
at a dose of 1 kg ha-1 14,

Three controls constituted by mineral fertilization (NPK 100 %) were also used, for which
the complete formula 9:13:17 was used at a rate of 45 g per seed fractioned to 33 % at 30
days after sowing (das) and the rest at 90 das %), the substrate S: H: FC 1: 1: 1 v/v/v and
the soil. In all the cases for the elaboration of the substrate, the soil present in the nursery
was used.

The seeds were obtained from healthy mother plants, belonging to the coconut
domesticated ecotype "Indio Verde-1" 8. A randomized block design with bifactorial
arrangement (3x3) and three replications was used. Each experimental plot within the
block contained 20 seeds sown at a distance of 0.05 x 0.20 m.

The experiment lasted 180 days. At 120 das the germination rate index (IVG) was
calculated by the formula IVG = X (ni/ti) “”, where n is the number of germinated seeds
and the time interval in which the seeds germinated. Germinated seeds were evaluated at

times 30, 60, 90 and 120 days. At 180 das, 15 plants were sampled per replica and stem



height (cm) and diameter at stem base (cm) “® were evaluated. The counting of
populations of A. chroococcum in the rhizosphere was also carried out @9,

The data of the variable counting populations of A. chroococcum in the rhizosphere were
transformed by the formula log (x). The results for all the variables evaluated showed a
similar behavior in the two years studied, so the data corresponding to the average of the
two years were analyzed. The factorial variance analysis and the Duncan Multiple Range
Test (p<0,05) were used for the statistical processing of the treatments. To compare the
controls with each of the treatments, a double classification ANOVA was performed, the
EE was determined, with which the confidence interval (Cl) was calculated for the
controls with a level of significance of 95 % and verified if the means of each treatment
were contained within the confidence interval. The statistical package STATGRAPHIC

version 15.2 was used.

RESULTS AND DISCUSSION

The analysis carried out showed interaction of the factors in the two soils under study, for
all the variables evaluated, except for the IVG. No effect of the levels of organic fertilizer
on the IVG was found, not being so for the strains factor of A. chroococcum, which did
have significance.

It was observed that in the soil ARh the strains isolated from the studied soils (CDM-1
and CDM-2) showed no differences between them and were superior to the strain
INIFAT-8 and to the controls, with average values between 0.50 and 0,52, while in the
GFLh soil, the best values corresponded to strain CDM-2, with a value of 0.42 (Figure
1). In the treatments inoculated with both strains, no significant differences were observed

between the three levels of the organic fertilizers and the control S: HL: FC (1: 1: 1).
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Figure 1. Index of germination speed of coconut seeds ecotype Indio Verde-1 up to 120 days
after sowing, subjected to the combined treatments of three strains of A. chroococcum and three
levels of organic fertilizer on the soils Arenosol haplic and Gleysol Fluvic

With respect to the control S: HL: FC (1: 1: 1), in the ARh soil the treatment where the
strain CDM-1 was used with S: H: FC (4: 1: 1) showed a reduction in four days the start
of germination, while in the GFL soil it decreased in 12.8 days (data not shown).

In the stem height variable, the best behavior in the soil ARh was observed, when the
strain CDM-1 was used with S: HL: FC (4: 1: 1), which differed from the other treatments
and controls of reference (Figure 2A). In general, the variants where the strains of A.
chroococcum were inoculated combined with the three levels of the organic fertilizers,
were higher when compared with the soil control.

When analyzing the results in the GFLh soil, it was found that when combining A.
chroococcum with the three levels of organic fertilizer, the CDM-2 strain influenced the
obtaining of the best values for the height at the base of the stem (Figure 2C), followed
by CDM-1 and by INIFAT-8, with which the lowest values were obtained. The strain
CDM-2 combined with S: HL: FC (4: 1: 1) favored the best response for this variable,
unlike the rest of the treatments and the controls.

The analysis of the stem diameter in the ARh soil showed the best results when the strain
CDM-1and S: HL: FC (4: 1: 1) were combined, with difference from the other treatments
and controls. On the other hand, the treatments where CDM-2 was used with the three

levels of organic fertilizer showed similarity when compared with the treatments



inoculated with the INIFAT-8 strain. It was also obtained that these last mentioned
variants showed similarity with the S: HL: FC control (1: 1: 1) and differences with the
100% NPK and soil controls (Figure 2B).

For the treatments performed with the GFLh soil (Figure 2D) the best results were
obtained, with the combination of the strain CDM-2 and the three levels of organic

fertilizer, which showed differences with the controls.
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Figure 2. Height and diameter at the base of the shoot 180 days after sowing of coconut plants
ecotype Indio Verde-1, subjected to the combined treatments of three strains of A. chroococcum

and three levels of organic fertilizer on the Arenosol and haplic soils. Gleysol Fluvic, haplic

In the analysis of the quantification of Azotobacter populations in the soil ARh (Figure
3A) the best results were found in the treatment where the strain A. chroococcum CDM-
1 and S: HL: FC (4: 1: 1) was combined with significant differences with respect to the
other treatments and controls. On the other hand, in the variants where the GFLh soil was
used in the preparation of the substrate, the counting of the populations of Azotobacter in
the rhizosphere (Figure 3B) showed the best responses with the inoculation of the strain
A. chroococcum CDM-2 combined with the levels of S: HL: FC 10: 1: 1 and 4: 1: 1, with
significant differences from the rest of the treatments and controls. In both soils the lowest
levels were reached with the INIFAT-8 strain and the soil control.

The lack of response in the treatment formed by the soil without application of
Azotobacter is possibly related to the limiting factors of these soils, as well as the low

populations of Azotobacter present in them.



The low percentages of moisture retention in the Arenosol haplic soil could hinder the
flow of masses and the diffusion of nutrients, limiting the absorption of nutrients by the
plant ?%. On the other hand, the decrease of oxygen levels in the GLFh soil due to its
gleyic properties V), could have prevented the normal development of the roots, and with
it a low absorption of water and nutrients. These properties could have been improved
with the use of organic fertilization since it allows the formation of soil aggregates, which
improve the balance between macros and micropores and with it the retention of water,

in addition to the increase of organic matter levels and the state of soil fertility @2,
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Figure 3. Quantification at 180 days after sowing of Azotobacter populations in the rhizosphere
of ecotype Indio Verde-1 coconut poses submitted to the combined treatments of three strains of
A. chroococcum and three levels of organic fertilizer on the soils Arenosol haplic and Gleysol

Fluvic, haplic.

The studies presented provide evidence that the strains of Azotobacter used responded

most effectively in the soils from which they were isolated. The best response was found



with the use of S: HL: FC (4:1:1) when combined with the strain CDM-1 in the ARh and
with the CDM-2 strain in the GFLh, which makes it possible to reduce the levels of
organic fertilizer employees by 50 %, by using this rhizobacteria.

It has been found that at the concentrations of these bacteria present in Cuban soils (104-
105 CFU g rhizospheric soil), it is difficult to observe responses in the growth of plants,
so the inoculation of them allows increasing the existing levels (up to 109 CFU g* of
rhizospheric soil) favoring a positive response of crops %),

The autochthonous strains, being better adapted to the conditions studied, were able to
function more quickly and effectively than the strain INIFAT-8, which apparently could
find antagonism with resident microbial populations in these soils. It is proposed that
when free-living bacteria are inoculated, the variability in the responses found is subject
to different conditions, among which are the presence of resident microbial communities
of the rhizosphere, with which interrelationships of synergism and antagonism are
established @2,

The response observed for the different levels of organic fertilization was given by the
fact that being Azotobacter a heterotrophic bacterium, it uses several organic sources of
energy, which include hemicellulose, starch, sugars, alcohols and organic acids, which
come from organic matter present in soils ). However, the activities of this bacterial
group in its relationship with the plant will be favored by the low levels of nitrogen in the
soil, which favors the fixation of this element. On the other hand, its effectiveness
decreases as the soils have a higher content of organic matter. When biofertilizer is
applied, it must be fertilized with organic amendments to avoid soil impoverishment %),
The positive results observed in the stimulation of seed germination and in the growth of
coconut tree postures could be associated to the application form of the inoculum of this
biofertilizer. It was applied by direct spraying to the seed at the time of sowing, which
could favor the hydration of the mesocarp and endocarp, and in this way achieve that
optimum moisture was reached more quickly for the embryo to initiate germination.
This effect, together with the ability of these bacteria to produce growth regulating
substances 429 caused them to penetrate the seminal cortex, accelerate germination and
root development. In the genome of some strains of rhizobacteria isolated from the
rhizosphere of the coconut tree, the H2S gene has been identified, which is involved in

the synthesis of hydrogen sulfide, a compound linked to the increase in seed germination
(26)



Another proposed mechanism through which Azotobacter may have promoted plant
growth is the production of the enzyme 1-amino-cyclopropane-1-carboxylate deaminase
(ACC deaminase), which, in addition to preventing the occurrence of diseases @7, it can
facilitate plant growth and favor the initiation of embryo growth, together with the
synthesis of indole acetic acid (AlA) and the regulation of ethylene levels @4,

Different authors suggest the importance of ethylene in the germination process (26:28-30),
in the decrease of dormancy and the emission of the radicle in different species 830,
Ethylene production begins immediately after imbibition and increases with time during
germination 2,

Strains of rhizobacteria isolated from coconut culture have been shown to produce AlA,
gibberellic acid, ammonium, siderophores, proteases, catalases, cellulases, solubilization
of phosphates @®, N2 fixation % as well as protection against different biotic >3 and
abiotic 37 stresses are the mechanisms by which these bacteria promote plant growth,
which places them as potential for the production of bio-inoculants in the organic

management of this crop 639,

CONCLUSIONS

e It was shown that it is possible to reduce the levels of organic fertilization
employed by 50 % by inoculating strains of Azotobacter chroococcum isolated
from the soils under study.

e The combination Soil: Earthworm Humus: Coconut Fiber (S: HL: FC) (4: 1: 1)
with A. chroococcum CDM-1 in the soil ARh and A. chroococcum CDM-2 in the
soil GFLh favored the increase in the variables studied, which reached levels
higher than those obtained with the recommended dose of mineral fertilization

and organic fertilization.



