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Introducción

El naranjo agrio (Citrus 
aurantium L.) es una plan-
ta de importancia en áreas 
tropicales del mundo debido 
a que el jugo se utiliza para 
preparar alimentos, dulces 
y bebidas refrescantes, y es 
util izada como portainjer-
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to de limón persa y naranja 
dulce. El aceite es utilizado 
en la industria, y particular-
mente en la de perfume. En 
México el área cultivada de 
esta especie es de 1410,5ha 
con una producción anual de 
14554,3Tm (SIAP-SAGARPA, 
2006). En el estado de Ta-
basco, el naranjo agrio se en-

cuentra en huertos familiares 
constituidos por pocas plantas 
y en huertas de cítricos con 
explotación comercial. Se le 
conserva por su uso como 
porta injerto en viveros. El 
sistema de producción en vi-
vero, en maceta, es intensivo, 
con aplicaciones de fertilizan-
tes inorgánicos al suelo y al 
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follaje, lo cual sin embargo 
produce dependencia tecnoló-
gica y económica (Melero et 
al., 2007), ocasiona disminu-
ción de la materia orgánica y 
reducción de la capacidad de 
almacenamiento de agua en 
el suelo y de la estabilidad 
de la estructura del suelo, 
así como un incremento en 
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RESUMEN

Se comparó la efectividad de la cáscara de naranja, la ca-
chaza y el estiércol de pollo como acarreadores de consorcios 
constituidos por cepas de Azospirillum, Azotobacter y solubi-
lizadoras de fósforo, y se determinó la dosis más eficiente de 
biofertilizante para un suelo cultivado con plantas de naranjo 
agrio (Citrus aurantium). Se evaluaron las respuestas de plan-
tas, las propiedades químicas del suelo y las densidades bac-
terianas del suelo. El crecimiento de la planta aumentó con el 
incremento de las dosis aplicadas de los biofertilizantes con 
sustrato de cáscara de naranja (BIO1) y de cachaza (BIO2). En 

el caso del fertilizante con sustrato de estiércol de pollo (BIO3) 
en dosis del 1% se incrementó la densidad poblacional de bac-
terias de los géneros Azospirillum, Azotobacter y solubilizado-
ras de P, así como el diámetro de tallo y el crecimiento de la 
planta, pero hubo efecto tóxico en la dosis del 3%, aún cuando 
los contenidos de carbono orgánico, N y P en suelo fueron ma-
yores. Los tres biofertilizantes tienen potencial como inoculantes 
acarreadores de bacterias reguladoras de crecimiento vegetal, 
pero con el BIO3, que utiliza estiércol de pollo como acarrea-
dor, debe moderarse la dosis al aplicarla al suelo.
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acidez y alcalinidad (Roldán 
et al., 2005).

Los biofertilizantes basados 
en microorganismos rizos-
féricos son una alternativa 
emergente a los fertilizantes 
químicos inorgánicos para 
incrementar la fertilidad y 
producción de cultivos en 
agroecosistemas sustentables 
(Wu et al., 2005). Las bac-
terias benéficas de vida libre 
son usualmente denomina-
das rizobacterias promotoras 
del crecimiento de plantas 
(PGPR, por sus siglas en in-
glés; Kumar et al., 2006). 
Las PGPR participan en di-
versos procesos del ecosiste-
ma, que incluyen el reciclaje 
y solubilización de nutrientes, 
establecimiento de plántulas, 
fijación de nitrógeno, síntesis 
de fitohormonas, control de 
patógenos de plantas, ade-
más de ser utilizados para 
propósitos forestales (Weller 
y Thomashow, 1993; Glick, 
1995; Rodríguez y Fraga, 
1999; Elo et al., 2000; Ves-
sey, 2003; Fuentes-Ramírez 

y Caballero-Mellado, 2005). 
Las PGPR son componentes 
importantes en el agroeco-
sistema porque no solo con-
tribuyen en la disponibilidad 
de nutrientes que promueven 
el crecimiento vegetal, sino 
también en la degradación de 
moléculas orgánicas de ori-
gen vegetal y animal que son 
fuente de carbono y energía 
(Gobat et al., 2004). Además, 
favorecen la tasa de germi-
nación, el crecimiento de las 
raíces, incrementa el conteni-
do de proteínas, aumenta la 
tolerancia vegetal a factores 
que originan estrés y también 
funcionan como agentes de 
biocontrol (Glick, 2004; Bas-
han y de-Bashan, 2005).

El desarrollo de un inocu-
lante involucra la selección 
de un sustrato que mantenga 
el crecimiento de las PGPR y 
que, al inocularlo en el suelo, 
las poblaciones de bacterias 
sean viables y altas. Un apro-
piado acarreador debe conte-
ner materia orgánica, óptimo 
contenido de N, ser barato y 

no ser tóxico (Rivera-Cruz et 
al., 2008). La incorporación 
al suelo de microorganismos 
en un material que funcione 
como acarreador debe ga-
rantizar su permanencia y 
la efectividad del biofertili-
zante en el suelo. Diferentes 
acarreadores de microorga-
nismos han sido estudiados. 
Un grupo de ellos son los 
subproductos compostados de 
plantas y animales (Stephens 
y Rask, 2000), otro grupo 
son la semolina de ar roz, 
estiércol de pollo y melaza 
(Okumoto, 2003), compos-
tas de residuos de destilería, 
desechos de ganado bovino 
y gallinaza aplicados en una 
plantación de naranja (Intri-
gliolo et al., 2004), estiércol 
de pollo en el crecimiento de 
plantas de maíz (Wu et al., 
2005), bagazo de molinos 
azucareros en el crecimiento 
de plantas de tomate (Meun-
chang et al., 2006), estiércol 
de ganado bovino y vermi-
composta en el cultivo de 
higuerilla (García-Cruz et al., 

2008), estiércol de puerco en 
el cultivo de lechuga (Lai et 
al., 2008) y residuos de bana-
no y estiércol de pollo en el 
crecimiento y desarrollo de 
plantas de banano enano (Ri-
vera-Cruz et al., 2008). Los 
efectos de los biofertilizantes 
en la planta se manifiestan en 
mayor crecimiento (Rajendran 
y Devaraj, 2004), elongación 
radicular y formación de bio-
masa vegetal (Acuña, 2003).

El objetivo de este trabajo 
fue evaluar los efectos de ti-
pos y dosis de biofertilizantes 
que utilizan como acarreado-
res materiales orgánicos de 
tipo vegetal y animal, sobre 
la sustentabilidad del sistema 
suelo-planta. Se estudiaron 
las propiedades químicas del 
suelo, la densidad poblacio-
nal de bacterias en rizosfe-
ra-suelo y la promoción del 
crecimiento de la planta de 
naranjo agrio (Citrus auran-
tium L.). La hipótesis de tra-
bajo es que el estiércol de 
pollo y los residuos vegetales 
son efectivos acarreadores de 
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RESUMO

Comparou-se a efetividade da casca de laranja, a cachaça e 
o esterco de galinha como acarretadores de consórcios cons-
tituidos por cepas de Azospirillum, Azotobacter e solubiliza-
doras de fósforo, e foi determinada a dose mais eficiente de 
biofertilizante para um solo cultivado com plantas de laranja-
amarga (Citrus aurantium). Avaliaram-se a resposta de planta, 
as propriedades químicas do solo e as densidades bacterianas 
do solo. O crescimento da planta aumentou com o incremento 
das doses aplicadas dos biofertilizantes com substrato de casca 
de laranja (BIO1) e de cachaça (BIO2). No caso de fertilizante 

com substrato de esterco de galinha (BIO3) em doses de 1% se 
incrementou a densidade populacional de bactérias dos gêneros 
Azospirillum, Azotobacter e solubilizadoras de P, assim como o 
diâmetro de caule e o crescimento da planta, mas houve efeito 
tóxico na dose de 3%, mesmo quando os conteúdos de carbono 
orgânico, N e P em solo foram maiores. Os três biofertilizantes 
têm potencial como inoculantes acarretadores de bactérias re-
guladoras de crescimento vegetal, mas com o BIO3, que utiliza 
esterco de galinha como acarretador, deve moderar-se a dose 
ao ser aplicada no solo.

bIOFerTIlIZers INTeGraTeD WITH N-FIXING aND P sOlUbIlIZING bacTerIa, aND OrGaNIc 
sUbsTraTes IN sOUr OraNGe Citrus aurantium l. GrOWTH
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SUMMARY

The effectiveness of orange peel, sugar cane filter cake, 
and chicken manure were compared in a consortium of car-
riers of strains of Azospirillum, Azotobacter and P-solu-
bilizer bacteria, and the most efficient dose of biofertilizer 
was determined for a soil cultivated with sour orange trees 
(Citrus aurantium). Plant response, soil chemical properties 
and soil bacterial densities were evaluated. Plant growth in-
creased with increasing doses of biofertilizers with orange 
peel substrate (BIO1) and filter cake (BIO2). In the case 

of the biofertilizer with poultry manure substrate (BIO3) in 
doses of 1% the population density of bacteria of the genera 
Azospirillum, Azotobacter and P solubilizers increased, as 
did stem diameter and plant growth, but there was evidence 
of toxicity at the dose of 3%, even when the soil contents of 
organic C, N and P were higher. The three biofertilizers are 
potential carriers of plant growth promoting rhizobacteria, 
but with BIO3, using chicken manure as a carrier, the dose 
should be tempered when applying it to the soil.
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bacterias inoculadas en 
el suelo, contribuyendo 
a la sustentabilidad del 
cultivo de naranjo agrio 
en vivero.

Materiales y Métodos

Suelo

El suelo fue tomado 
de los horizontes super-
ficiales Ap1 y Ap2 de un 
Acrisol vértico cutánico 
úmbrico, cultivado con 
plantación comercial de 
limón persa en el esta-
do de Tabasco, México. 
Las coordenadas geográ-
ficas del sitio de mues-
treo son 17°43’11,17”N y 
93°28’43,31”O. El suelo 
se secó bajo sombra y se 
molió. El suelo utilizado 
para el análisis químico 
se tamizó en mallas de 
0,5 y 2mm, y el utilizado 
para establecer las plan-
tas de naranjo agrio se 
tamizó en malla de 5mm. 
Las propiedades del suelo 
son pH 4,8 (potenciometría), 
C orgánico oxidable 3,43% 
(Walkley y Black, 1934) ma-
ter ia orgánica 5,9%, Ntota l 
0,11% (micro Kjeldhal; Page 
et al., 1982), P disponible 
9,18mg·kg-1 (NaHCO3-extrai-
ble; Olsen y Sommers, 1982) 
y K 7,1mg·kg-1 (acetato de 
amonio 1N; Schollemberger 
y Simon, 1954).

Biofertilizantes

Los tres biofertilizantes, 
identif icados como BIO1, 
BIO2 y BIO3, fueron elabo-
rados con tres subproductos 
agrícolas orgánicos de la re-
gión y con tres cepas de bac-
terias aisladas de la rizosfera 
de plantas de naranjo agrio 
injertadas con limón persa 
(Tabla I). Estas plantas están 
ubicadas en el mismo sitio de 
colecta del suelo. Las cepas 
son dos f ijadoras de N de 
vida libre (Azospirillum sp 
(MTLS1-20) y Azotobacter sp 
(MTLS1-110)) y una bacteria 
solubilizadora de P (MTLS2-
32). La cáscara de naranja, la 
cachaza y la pollinaza fueron 
secadas bajo sombra, moli-
dos y tamizados en malla de 

2mm, y fueron esterilizadas 
en autoclave a 1,3kg·cm-1 y 
120°C durante 30min.

El inóculo de las tres bac-
terias fue preparado por se-
parado en matraces de 0,5 l 
durante 78h en una incubado-
ra con movimiento oscilatorio 
a 180rpm y 28°C. La cepa 
de Azotobacter fue cultivada 
en medio de cultivo líquido 
Ashby (5g manitol; 5g K2H-
PO4; 0,2g MgSO4·7H2O; 0,5g 
NaCl; 0,1g K2SO4; 5g CaCO3, 
y 1,0 l de agua destilada, pH 
7,0) según Rao (1999). La 
cepa de Azospirillum se culti-
vó en medio líquido D-Döbe-
reiner (5g ácido málico; 0,5g 
K2HPO; 0,2g MgSO4·7H2O; 
0,1g NaCl; 0,5g extracto de 
levadura; 0,015g FeCl3·6H2O; 
4,8g KOH; 15ml rojo con-
go; y 1,0 l agua destilada, 

pH 7,0) según Holguín et al. 
(1996). La cepa de solubili-
zadora de P se estableció en 
medio de cultivo Pikovskaya’s 
(10g glucosa; 5g Ca3(PO4)2; 
0,2g KCl; 0,5g (NH4)2SO4; 
0,1g MgSO4·7H2O; 0,5g ex-
tracto de levadura; 0,002g 
MnSO4; pH 7,0) según Rao 
(1982). El tamaño inicial de 
la población de bacterias en 
el inóculo fue evaluado con 
el método de cuenta viable 
por dilución seriada (Madi-
gan et al., 2004), resultan-
do 36 ·106, 59 ·106 y 89 ·106 
UFC·ml-1 de Azospirillum sp., 
Azotobacter sp. y de la cepa 
solubilizadora de P, respec-
tivamente. Los tres cultivos 
con las células bacterianas 
fueron transferidos a tubos 
estér iles, se centr ifugaron 
a 6000rpm a 28°C durante 

15min. Las células se 
resuspendieron en 280ml 
de agua estéril en cada 
1000g de soporte orgá-
nico esterilizado (cás-
cara de limón, cachaza 
o pollinaza) dentro de 
bolsas de polietileno 
desinfectadas y se in-
cubaron a 28°C durante 
60 días. Las propiedades 

químicas y las poblaciones 
de bacterias de cada biofer-
tilizante se especifican en 
la Tabla II.

Establecimiento del 
experimento y variables 
evaluadas

Los efectos de los tipos 
y dosis de biofer til izan-
tes fueron evaluados en las 
propiedades físico-químicas 
del suelo, en la densidad 
de población de bacterias, 
en el crecimiento (altura 
de planta y diámetro de 
tallo) y en la biomasa radi-
cal y aérea de la planta. El 

experimento consistió de 10 
tratamientos y seis repeticio-
nes cada uno; en total fueron 
60 unidades (Tabla III). Los 
niveles de fertilización fueron 
0, 1, 2 y 3%; se adicionó 0, 
10, 20 y 30g de biofertili-
zante, respectivamente, por 
kg de suelo seco. Cada uni-
dad experimental consistió 
de 4kg de suelo seco más 
la planta de naranja criolla, 
con su respectivo tipo y nivel 
de biofertilizante. La planta 
fue trasplantada dos meses 
después de la emergencia de 
la plántula, siendo la altura 
promedio de la planta al mo-
mento de la siembra de 4,2 
±0,34cm.

Crecimiento y biomasa 
vegetal

La altura de la planta se 
midió cada tres meses hasta 
los 12 meses, desde la base 
del tallo hasta el primordio 
foliar, utilizando una regla 
graduada en cm. Las plantas 
fueron cosechadas a los 12 
meses después de la siembra, 
se separaron la raíz y la parte 
aérea, se introdujeron en bol-
sas de papel y se secaron en 
horno a 72°C durante 72h.

TABLA I
COMPOSICIóN DE LOS BIOFERTILIzANTES

Biofertilizante Componentes

Testigo
BIO1
BIO2
BIO3

Sin sustrato orgánico y sin inóculo
Cáscara de naranja + Azospirillum sp. +Azotobacter sp. + BSP.†

Cachaza + Azospirillum sp. + Azotobacter sp. + BSP.
Estiércol de pollo + Azospirillum sp. + Azotobacter sp. + BSP

† Bacterias solubilizadoras de fósforo.

TABLA II
CARACTERíSTICAS qUíMICAS y DENSIDAD POBLACIONAL 

DE BACTERIAS EN LOS BIOFERTILIzANTES

Característica
Biofertilizante

BIO1 BIO2 BIO3
pH
Materia orgánica (%)
Carbono orgánico (%)
Nitrógeno total (%)
Fósforo disponible (mg·kg-1)
Potasio (cmol(+)·kg-1)
Azospirillum sp (UFC†·g-1 suelo seco)
Azotobacter sp (UFC·g-1 suelo seco)
Solubilizadora de P (UFC g-1 suelo seco)

3,7
68,9
40,05

1,2
1450

0,34
11x103

32x103

11x103

8,4
45,8
26,62

3,2
2089

16,9
25x104

24x105

12x105

6,3
98,4
57,20
5,2

2869
34,58

48x105

17x105

26x105

† Unidades formadoras de colonias.
BIO1: sustrato de cáscara de naranja, BIO2: sustrato de cachaza, BIO3: sustrato de es-
tiércol de pollo.

TABLA III
CARACTERIzACIóN DE TRATAMIENTOS 

DEL ExPERIMENTO

Tratamiento
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Testigo (BIO)
Biofertilizante 1 (BIO1)†

Biofertilizante 2 (BIO2)
Biofertilizante 3 (BIO3)
Dosis de biofertilizante (%)

Si
No
No
No
0

No
Si
No
No
1

No
Si
No
No
2

No
Si
No
No
3

No
No
Si
No
1

No
No
Si
No
2

No
No
Si
No
3

No
No
No
Si
1

No
No
No
Si
2

No
No
No
Si
3

† BIO1: sustrato de cáscara de naranja, BIO2: sustrato de cachaza, BIO3: 
sustrato de estiércol de pollo.
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Conteo de microorganismos 
en rizosfera y en suelo a 
distancia

El conteo y el aislamiento 
de las poblaciones de bacte-
rias se realizó en muestras 
frescas de suelo rizosférico y 
de suelo a distancia colectadas 
al momento de la cosecha. 
Se utilizó la técnica de dilu-
ción seriada (Madigan et al., 
2004). Los medios utilizados 
en cajas Petri fueron cultivo 
líquido Ashby para Azotobac-
ter sp, Azospirillum sp se cul-
tivó en medio líquido D-Dö-
bereiner y la solubilizadora de 
P en el medio Pikovskaya’s.

Determinación de N y P en 
suelo de macetas

La determinación de N total 
y de P disponible en suelo se 
realizó en muestras colecta-
das a los 12 meses después 
de la siembra de la planta. 
El suelo se secó bajo sombra, 
se tamizó en mallas de 0,5 y 
2mm de abertura. El N to-
tal se analizó por el método 
micro-Kjeldahl, tras digerir la 
muestra con H2SO4 (Page et 
al., 1982). El P disponible se 
determinó mediante el método 
Olsen con solución extrai-
ble de NaHCO3 utilizando un 
espectrofotómetro a 882 nm 
(Olsen y Sommers, 1982).

análisis de datos

Se realizó análisis de va-
rianza (ANOVA) para cada 

variable, y la comparación 
de medias fue mediante la 
prueba de Tukey (p<0,05). El 
análisis estadístico se rea-
lizó con el paquete SPSS 
para Windows versión 12 
(Camacho, 2006).

resultados y Discusión

C orgánico, N total y P 
disponible en suelo

Los t res suelos con 
biofer ti l izantes tuvieron 
mayores contenidos de C 
orgánico, N total y P dis-
ponible que el suelo testigo 
(Tabla IV), con diferencias 
estadísticas significativas 
para los t res elementos. 
La cantidad de C orgánico 
muestra tendencia creciente 
dentro de cada acarreador 
de PGPR utilizado y tam-
bién entre los tres acarreado-
res. El suelo con mayor con-
tenido de C orgánico (6,21%) 
fue el enmendado con estiér-
col de pollo (pollinaza) como 
acarreador de PGPR (BIO3) 
en dosis del 3%, que resul-
tó 94% mayor comparado 
con el suelo testigo. Los tres 
acarreadores utilizados (Tabla 
I) aumentaron los niveles de 
C en el suelo, lo cual incre-
menta la fertilidad, de modo 
que los microorganismos del 
suelo pueden utilizarlo como 
fuente energética. Resultados 
similares fueron obtenidos 
con residuos orgánicos de 
origen animal (Meijide et al., 
2007) y vegetal (Shafi et al., 

2007); en ambos trabajos se 
encontraron mayores niveles 
de C orgánico, con diferen-
cias estadísticas respecto al 
suelo no enmendado. Valo-
res altos de C mineralizable 
han sido reportados en suelos 
enmendados con compos-
tas de residuos de destilería 
y de desechos de ganado, 
asociados con materia orgá-
nica fácilmente degradable 
por la microf lora del suelo 
(Intrigliolo et al., 2004). El 
N total también evidenció 
diferencias estadísticas signi-
ficativas (Tabla IV) entre los 
contenidos medios de los tres 
acarreadores de las diferentes 
bacterias. El suelo enriqueci-
do con 2 y 3% de estiércol 
de pollo (BIO3 2% y BIO3 
3%) tuvo la mayor cantidad 
de N total con 0,32 y 0,33%, 

ambos fueron similares esta-
dísticamente, y con 53% ma-
yor cantidad que el promedio 
del suelo testigo (0,216%). 
Según Wu et al. (2005) la 
aplicación de fertilizante or-
gánico incrementa el con-
tenido de N en el suelo, lo 
cual puede ser atribuido no 
solo al N sino también al C 
orgánico contenido en el fer-
tilizante. Wani et al. (1988) 
mencionan que el uso ade-
cuado de abonos de corral de 
una granja, abonos verdes y 
otros abonos orgánicos y fer-
tilizantes puede aumentar los 
beneficios de la inoculación 
de Azotobacter, inf luyendo 
en la fijación biológica de N. 

En cuanto al P disponible, 
la mayor cantidad (98,4mg) 
se halló en el biofertilizante 
BIO3 3%, siendo cinco veces 
mayor que el determinado 
en el suelo testigo. Destaca 
que el BIO1, constituido de 
cáscara de naranja, contiene 
cantidades estadísticamen-
te similares que el testigo 
(Tabla IV). Las dosis y las 
interacciones entre los dos 
factores revelan efectos sig-
nificativos en los conteni-
dos de N total en el suelo, P 
disponible y cantidad de C 
orgánico (Tabla V).

Densidad de bacterias 
en rizosfera y en suelo a 
distancia

Al cuantificar la densidad 
de las bacterias diazotrófi-

cas PGPR en la rizosfera y 
en el suelo a distancia de 
la planta de naranjo agrio 
se identificaron medias con 
diferencias estadísticas sig-
nificativas (Tabla VI), en-
contrándose efecto de dosis 
e interacciones de factores 
(Tabla V). El biofertilizan-
te BIO3 1% promovió las 
mayores densidades pobla-
cionales de Azospirillum sp, 
Azotobacter  sp y de BSP 
(Tabla VI), pero en concen-
traciones de 2 y 3% inhi-
bió la población de las tres 
bacterias. La concentración 
3% disminuyó severamente 
la  cant idad de U FC,  del 
orden de 25 veces en Azos-

TABLA IV
PROPIEDADES qUíMICAS EN RIzOSFERA DE SUELO 

CULTIVADO CON NARANJO AGRIO EN RESPUESTA A 
DIFERENTES TIPOS y DOSIS DE BIOFERTILIzANTES A 

LOS 12 MESES DESPUéS DEL TRASPLANTE

Tratamiento C org
(%)

N total
(%)

C/N P disponible
(mg·kg-1)

Testigo (0%)
BIO1 (1%)
BIO1 (2%)
BIO1 (3%)
BIO2 (1%)
BIO2 (2%)
BIO2 (3%)
BIO3 (1%)
BIO3 (2%)
BIO3 (3%)

3,2   a†

5,09 b
6,08 ef
6,03 ef
5,16 bcd
5,26 bcd
5,54 cde
5,26 bcd
5,46 cd
6,21 f

0,216 a
0,220 a
0,223 ab
0,253 b
0,246 ab
0,236 ab
0,233 ab
0,266 b
0,320 c
0,330 c

15,1 
23,3
26,0
23,8
20,9
22,2
23,77
19,77
11,06
18,81

16,56 a
16,43 a
16,63 a
16,43 a
30,20 b
36,10  c
36,80 c
49,30 d
57,40 e
98,40 f

† Valores con letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias 
estadísticas entre medias de tratamientos (Tukey; p<0,05; a<b; n=6).
BIO1: sustrato de cáscara de naranja, BIO2: sustrato de cachaza, BIO3: 
sustrato de estiércol de pollo.

TABLA V
ANOVA DE DOS FACTORES (TIPO DE BIOFERTILIzANTE y 

DOSIS DE BIOFERTILIzANTE) PARA TODOS LOS PARáMETROS 
ESTUDIADOS EN SUELO RIzOSFéRICO DE NARANJO AGRIO 

A LOS 12 MESES DESPUéS DEL TRASPLANTE

Biofertilizante
(B)

Dosis
(D)

Interacción
(BxD)

Altura de planta
Biomasa radical
Biomasa follaje (aérea)
Biomasa total
Diámetro de tallo
Azospirillum sp
Azotobacter sp
Solubilizadora de P
N total en suelo
P disponible en suelo
Carbono orgánico
Potencial hidrógeno 
Conductividad eléctrica

0,145
0,000
0,000
0,000
0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,749
0,991
0,991

0,002
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,845
0,845

0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,102
0,897
0,897
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pirillum  y 42 veces tanto 
en Azotobacter como en las 
BSP. La causa posible se 
asocia con altos contenidos 
de N que pueden resulta r 
dañinos para las bacterias, 
sobre todo porque durante 
los 360 d ías de duración 
del  exper imento el  suelo 
l iberó olor  de amon iaco. 
Niveles altos de N de urea, 
con o sin fer t i l izante or-
gánico (est iércol de puer-
co)  apl icado en el  suelo, 
inhiben el crecimiento de 
las poblaciones de bacte-
r ias (Lai et al., 2008). El 
tamaño de la población de 
las r izobacter ias inocula-
das va r ía de acuerdo con 
los niveles de fertilización 
y de hongos micor r ízicos 
a rbusculares presentes en 
la r izosfera. El nivel bajo 
de fer t i l ización conjunta-
mente  con el  i nócu lo de 
r i zobacter ias ,  con 
turba como acar rea-
dor y con micorriza, 
indujeron las comu-
nidades más grandes 
de Azotobacter chro-
ococcum en la rizos-
fera. La propagación 
de esta bacter ia fue 
severamente inhibida 
cuando el N-amonio 
exced ió 20 0mg·kg-1 
(Wu et al., 2005).

El efecto de la r i-
zosfera se observa en 
la Figura 1. La mayor 
densidad de las t res 
bacterias se localizó 
en r izosfera respec-
to a suelo a distancia 
tanto en tratamiento 
test igo como en los 
t res biofer ti l izantes. 
Una mayor densidad 
de microorganismos al-
rededor de la raíz res-
pecto al suelo a distan-
cia ha sido repor tado 
en diferentes t rabajos 
(Wu et al., 2005; Ma-
noharachary y Mukerji, 
2006; Meunchang et al., 
2006), debida a que se 
depositan compuestos 
como aminoácidos, vita-
minas, azúcares, ácidos 
orgánicos, nucleótidos, 
f lavonoides, enzimas, 
glucósidos,  aux inas, 
sapón icos y tan inos 

(Gupta y Muker ji,  2002), 
los cuales tienen un efecto 
selectivo sobre los microor-
ganismos. El BIO3 demostró 

potencial para estimular una 
mayor densidad de las tres 
bacterias en suelo cultivado 
con naranjo agrio.

Crecimiento y 
acumulación de 
biomasa vegetal

La Figura 2 muestra 
los cambios de la altura 
de la planta de naranjo 
agrio durante 12 meses. 
Se observa que a los tres 
meses la planta fue es-
tadísticamente igual en 
todos los tratamientos. 
Esta ausencia de res-
puesta posiblemente se 
debe a que la raíz de la 
planta aún no alcanzaba 
a ponerse en contacto 
con el biofertilizante que 
fue enterrado a 10cm de 
profundidad en el sue-
lo. Las diferencias esta-
dísticas (Tukey p≤0,05) 
fueron notorias a partir 

del sexto mes. Los biofertili-
zantes BIO1 y BIO2 mostra-
ron crecimiento directamente 

proporcional a la 
cantidad adicionada, 
en cambio la altura 
fue inhibida por 2 
y 3% de pollinaza 
(BIO3), que dismi-
nuyó hasta cinco ve-
ces respecto al 1%. 
Este efecto tóxico 
puede ser debido a 
las altas cantidades 
de N en el suelo, lo 
cual es sabido puede 
ser un factor de es-
trés. Esta respuesta 
puede deberse a que 
la planta responde 
positiva o negativa-
mente a condiciones 
de estrés que pueden 
provenir por cam-
bios en temperatu-
ra, pH, cantidades 
tóxicas de elementos 

minerales y orgánicos 
en suelo (Salisbury y 
Ross, 2000), que fueron 
ocasionados por el es-
tiércol de pollo, sustrato 
del BIO3, pero no por 
la cáscara de naranja y 
la cachaza (sustratos de 
BIO1 y BIO2).

Al momento de la co-
secha de la planta (día 
360), el tipo de biofer-
tilizante, las dosis y la 
interacción entre ambos 
factores presentaron efec-
tos significativos en diá-

TABLA VI
CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE BACTERIAS EN SUELO 

RIzOSFéRICO DE NARANJO AGRIO POR EFECTOS 
DE TIPOS y DOSIS DE BIOFERTILIzANTES 

A LOS 12 MESES DESPUéS DEL TRASPLANTE

Tratamientos Azospirillum sp
(103)

Azotobacter sp
(103)

Solubilizadora de P
(103)

UFC·g-1 rizosfera seca

Testigo (0%)
BIO1 (1%)
BIO1 (2%)
BIO1 (3%)
BIO2 (1%)
BIO2 (2%)
BIO2 (3%)
BIO3 (1%)
BIO3 (2%)
BIO3 (3%)

0,28 ±59,9 a†

1,6 ±38,0 b
0,87 ±16,0 a
9,1 ±84,0 e
8,3 ±6,5 d
3,1 ±6,6 c
2,7 ±19,9 c

10,9 ±17,7 f
3,4 ±40,6 c
0,43 ±2,9 a

2,0 ±8,4 a
12,5 ±7,4 c

4,6 ±15,6 b
2,3 ±18,3 ab

16,3 ±5,8 d
2,0 ±45,0 ab

16,5 ±0,4 d
30,0 ±24,5 f
24,0 ±0,4 e

0,7 ±0,6 a

2,8 ±22,1 a
8,6 ±32,0 b
2,6 ±8,6 a

12,9 ±4,6 b
15,1 ±3,8 c
23,8 ±2,7 d
22,1 ±6,8 d
93,12 ±3,2 e
2,0 ±19,0 a
2,2 ±6,7 a

† Valores con letras diferentes dentro de cada columna indican diferencias estadísticas 
entre medias de tratamientos (Tukey; p<0,05; a<b; n=6).
BIO1: sustrato de cáscara de naranja, BIO2: sustrato de cachaza, BIO3: sustrato de 
estiércol de pollo.

Figura 2. Variación en el crecimiento de la planta de naranjo agrio por efecto de tipo de 
biofertilizante y dosis en cinco tiempos sucesivos hasta los 12 meses después del trasplante 
(Tukey; p<0,05; a<b; n=6).

Figura 1. Población de bacterias en rizosfera de naranjo agrio y suelo según el tipo de biofertilizante 
inoculado a los 12 meses después del trasplante. a) Azospirillum sp, b) Azotobacter sp, c) solubili-
zadoras de P. Rizosfera ( ) y suelo a distancia ( ). (Tukey, p<0.05, a<b, n=6). 
BIO1: sustrato de cáscara de naranja, BIO2: sustrato de cachaza y BIO3: sustrato de estiércol de pollo. 
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TABLA VIII
CORRELACIóN DE VARIABLES

Variable Biomasa 
raíz

Biomasa 
follaje

Biomasa 
total

Diámetro 
tallo

Azospirillum Azotobacter BSP N 
total

P 
disponible

Altura
Biomasa raíz
Biomasa follaje
Biomasa total
Diámetro tallo
Azospirillum
Azotobacter
Solubilizadoras P
N total

0,549* 0,824*
0,792*

0,724*
0,947*
0,820*

0,879*
0,661*
0,591*
0,766*

0,615*
0,427*
0,300
0,563*
0,582*

0,595*
0,453*
0,639*
0,577*
0,572*
0,992*

0,643*
0,974*
0,845*
0,961*
0,740*
0,546*
0,555*

N,S
0,615*

NS
0,513*
0,483*

N,S
N,S

0,561*

0,514*
0,514*
0,547*
0,593*
0,643*

NS
NS

0,472*
0,813*

* Con diferencias altamente significativas. NS: no significativo.

metro de tallo, biomasa 
radical, aérea y total 
(Tablas V y VII). Estos 
parámetros aumentaron 
cuando se incrementó 
la dosis de los bioferti-
lizantes BIO1 y BIO2, 
pero disminuyeron en 
el caso del incremento 
de la dosis del BIO3. 
Las dosis del 2 y 3% 
de BIO3 indujeron res-
puesta negativa en es-
tos parámetros, lo que 
demuestra la alta sen-
sibilidad de la planta 
de naranjo agrio a este 
acarreador. Estudios 
realizados en banano 
sometido a estiércol de 
pollo como acarreador, 
en dosis de 1, 2, 3 y 
4% no presentaron la misma 
respuesta (Rivera-Cruz et al., 
2008); por el contrario hubo 
una respuesta positiva de las 
cuatro dosis en la planta.

Los beneficios observados 
en el crecimiento de la planta 
por la aplicación de dosis de 
biofertilizantes son del suple-
mento de nutrientes disponible 
en el suelo. El N total y el P 
disponible aumentaron con la 
adición de los tres biofertili-
zantes (Tabla IV). Las altas 
dosis del BIO2 (preparado con 
cachaza) incrementaron 7,29% 
en N total y 55% el P dispo-
nible, lo cual permite un buen 
desarrollo de la planta. Sin 
embargo, al aumentar la dosis 
de BIO3, el incremento de 
34,5% de N total y 83,17% de 
P disponible respecto al suelo 
testigo pudo inducir efectos 
tóxicos que se manifestaron 
en el desarrollo de la plan-
ta. Sin embargo, la biomasa 
total presenta una relación 
altamente significativa entre 

los contenidos de N total y 
P disponible en suelo (Tabla 
VIII). Así mismo, se presen-
tó una alta relación entre los 
contenidos de P y la densi-
dad de BSP. Estas bacterias 
degradan elementos lignoce-
lulósicos localizados en los 
acarreadores y excretan ácidos 
orgánicos que incrementan los 
contenidos de P en la solución 
del suelo por mecanismos de 
quelación y reacciones de in-
tercambio (Vessey 2003). En 
el presente estudio la densidad 
de BSP fue alta en los suelos 
enmendados con estiércol de 
pollo al 1% (Tabla VI). En 
contraste, el N total en sue-
lo no se correlacionó con la 
densidad de Azospirillum y 
Azotobacter, pero sí con la 
biomasa de raíz, foliar y total 
(Tabla VIII). Estas bacterias, 
según Nehl y Knox (2006), 
incrementan el crecimiento 
de la planta por la fijación de 
N atmosférico en la rizosfera, 
que puede ser asimilado por 

las plantas debido a que lo 
retienen en forma de amonio 
y lo transfieren directamente

conclusión

La adición de las cepas de 
bacterias Azospirillum, Azo-
tobacter y solubilizadoras de 
P, usando residuos vegetales 
(cáscara de naranja y cachaza) 
y estiércol de pollo como aca-
rreadores, estimularon el cre-
cimiento de Citrus aurantium 
bajo condiciones de vivero. La 
efectividad de los biofertili-
zantes integrados con residuos 
vegetales y estiércol de pollo 
se relacionó con su potencial 
para soportar el crecimiento 
y supervivencia de bacterias 
fijadoras de N y solubilizado-
ras de P, con una subsecuente 
disponibilidad de N y P en 
suelo. Las dosis de 2 y 3% 
del BIO3 (estiércol de pollo) 
resultaron no efectivas para 
el crecimiento de la planta y 
de las bacterias, pero sí para 

las propiedades quími-
cas del suelo que se 
correlacionaron con las 
dosis aplicadas. Las do-
sis de 3% de los BIO1 
y BIO2 (con cáscara 
de naranja y cachaza 
como acarreadores de 
bacterias reguladoras de 
crecimiento vegetativo) 
pueden ser utilizadas 
para enmendar suelos 
cultivados con Citrus 
aurantium, pero el uso 
de estiércol de pollo 
como acarreador queda 
restringido a la dosis de 
1%.
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