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RESUMEN: Se realiz6 un estudio para determinar la presencia de micorrizas arbusculares asociadas a las
raices de las especies: Leucaena leucocephala cv. Pert, Centrosema pubescens 1H-129, Cen-
trosema pubescens CIAT-482, Centrosema macrocarpum CIAT-5434, Canavalia ensiformis
y Desmodium sp., en areas naturales de la vaqueria laboratorio No. 3 de la Empresa Pecuar-
ia El Tablon (Cumanayagua, provincia de Cienfuegos, Cuba), en un suelo Pardo Grisaceo.
Ademas, se realizé una prueba de eficiencia a los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
nativos, en condiciones semicontroladas (casa de cristal), y con un disefio de bloques al azar
por cada especie, dos tratamientos y tres réplicas. En estas condiciones, las leguminosas fo-
rrajeras fueron micorrizadas de forma natural, pero con baja colonizacion: entre 21y 34 % en
el primer muestreo, y entre 14 y 20 % en el segundo. Al inocular los propios HMA nativos en
un cultivo indicador (sorgo forrajero) no hubo diferencias significativas en cuanto al contenido
foliar de fosforo y a la colonizacion; mientras que el rendimiento de MS se beneficio ligera-
mente en Desmodium sp. en las dos variantes, por lo que no se puede atribuir al efecto de los
HMA. Tales resultados evidenciaron la necesidad de probar cepas comerciales de HMA en las
especies de leguminosas en estas condiciones y tipo de suelo.

Palabras clave: fosforo, leguminosas forrajeras, micorrizas arbusculares vesiculares

ABSTRACT: On a Grayish Brown soil, a study was conducted to determine the presence of arbuscular my-
corrhizae associated to the roots of the species: Leucaena leucocephala cv. Pert, Centrosema
pubescens 1H-129, Centrosema pubescens CIAT-482, Centrosema macrocarpum CIAT-5434,
Canavalia ensiformis and Desmodium sp., in natural areas of the dairy laboratory farm No. 3 of
the Livestock Production Enterprise El Tablon (Cumanayagua, Cienfuegos province, Cuba). An
efficiency test was also made on the native arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), under semi-
controlled conditions (glass house), and with a randomized block design for each species, two
treatments and three replications. Under these conditions, the forage legumes were naturally
colonized by mycorrhizae, but with low colonization: between 21 and 34 % in the first sampling,
and between 14 and 20 % in the second one. When the native AMF were inoculated in an indi-
cator crop (forage sorghum) there were no significant differences regarding the leaf content of
phosphorus and the colonization; while the DM yield was slightly benefited in Desmodium sp.
in the two variants; therefore, it cannot be ascribed to the effects of AMF. Such results showed
the need to test commercial AMF strains in legume species under these conditions and soil type.

Key words: legumes, vesicular arbuscular mycorhizae

INTRODUCCION fertilizantes quimicos (Nascimento et al., 2008;
El manejo efectivo de los microorganismos | Corbera y Napoles, 2011). Historicamente, los
rizosféricos puede constituir una alternativa | hongos han desempefiado una importante funcion
ecologica econdmicamente viable para incrementar | en el establecimiento y mantenimiento de los
la productividad, la persistencia y el valor nutritivo | ecosistemas. Cerca del 80 % de las especies
de las leguminosas forrajeras, y reducir el uso de | vegetales y el 92 % de las familias de plantas
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terrestres son micorrizicas, mientras que el tipo
arbuscular es el mas comun y ancestral de estas
asociaciones (Wang y Qiu, 2006).

Se conoce que la presencia —o no— de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) puede afectar la
productividad, la diversidad y la dinamica de las
plantas (Van der Heijden y Horton, 2009); especifi-
camente, se han identificado mecanismos de retroa-
limentacion entre estas y dichos microorganismos,
los cuales controlan la composicion de las comuni-
dades de plantas (Sanon et al., 2009).

A pesar del papel crucial que desempefian estos
hongos en el funcionamiento del ecosistema (Hart
y Klironomos, 2002), varias areas naturales —sobre
todo en los tropicos— permanecen inexploradas en
cuanto a determinar la presencia de HMA y su ha-
bilidad de formar micorrizas arbusculares. Una de
las principales funciones de los HMA es extender
la superficie de absorcion de las raices en el suelo
a través de sus hifas externas, lo cual estimula que
las plantas micorrizadas incrementen la captacion
de nutrientes minerales, particularmente fosforo
(Smith y Read, 2008), y elementos poco mdviles en
el suelo, como cobre, zinc, entre otros.

El objetivo de esta investigacion fue determi-
nar la presencia de HMA en leguminosas forrajeras
introducidas en la provincia de Cienfuegos.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd, durante dos afios,
en la vaqueria laboratorio No. 3 de la Estacion
Experimental Escambray, Empresa Pecuaria El
Tablon (municipio de Cumanayagua, provincia de
Cienfuegos, Cuba), ubicada en las coordenadas N:
591-260 y E: 259-250 en la hoja cartografica Baraja-
gua 1: 25 000; el suelo esta clasificado como Pardo
Grisaceo (Hernandez et al., 1999), y en él se deter-
mind: pH, P,O,, K,O0 y MO.

Se defini6 la presencia —o no— de HMA en
las leguminosas: Leucaena leucocephala (Lam.)
de Wit cv. Peru, Centrosema pubescens Benth.
IH-129, Centrosema pubescens Benth. CIAT-482,
Centrosema macrocarpum CIAT-5434, Canavalia
ensiformis (L.) Dc. y Desmodium sp.

La evaluacion de las especies se realizd en
condiciones naturales de campo. Los muestreos
se hicieron en el mes de junio: el primero, cuando
las plantas tenian seis meses de establecidas (estas
no estuvieron sometidas a ningiin manejo animal
ni a cortes para forraje u otras actividades,) y el
segundo, después de los dos afios de explotacion
forrajera.
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Las areas cubiertas por dichas especies se re-
corrieron en forma de diagonal, tomando 15 mues-
tras de la rizosfera, en un marco de 1 m?. El criterio
de evaluacion consistio unicamente en determinar
si existian asociaciones con HMA en las raices de
estas leguminosas. No se compararon las especies
entre si.

La prueba de eficiencia de los HMA nativos se
realiz6 en cada muestreo, en condiciones de casa
de cristal, en un disefio de bloques al azar indepen-
diente por cada especie, con tres réplicas.

Los tratamientos fueron: 1) inoculacién del
suelo colectado en la rizosfera de las especies; 2)
testigo sin inocular.

Se tomaron 10 g de suelo colectado en la rizos-
fera de cada especie, los cuales se mezclaron con
el suelo tipico del area (previamente esterilizado a
1,5 atmosferas en autoclave, durante una hora) y se
sembrd sorgo forrajero como cultivo indicador. Des-
pués de 100 dias se extrajeron las plantas de sorgo
y se determind el rendimiento de MS, el contenido
de fosforo foliar y la colonizacion micorrizica del
cultivo indicador. Los resultados se analizaron me-
diante un ANOVA y cuando F resultd significativa-
mente diferente, las medias se compararon segun la
prueba de rangos multiples de Duncan (1955).

Para determinar las variables micorrizicas en
las dos fases investigativas se tomaron muestras de
raicillas de cada una de las especies, a partir de la
extraccion de los sistemas radicales y el suelo rizos-
férico asociado, a una profundidad de 0-10 cm. A
continuacion se secaron al aire y se almacenaron en
bolsas plasticas hasta su procesamiento en el labo-
ratorio. Las raicillas menores de 2 mm de didmetro
se lavaron, se cortaron (1 cm de longitud, aproxi-
madamente) y se tifieron con azul tripan, segtn el
método de Phillips y Hayman (1970).

Se cuantificé el porcentaje de colonizacion mi-
corrizica arbuscular (porcentaje de CM), segln
la metodologia de Giovannetti y Mosse (1980).
El procedimiento consistié en distribuir al azar,
aproximadamente, 1,5 g de raices tefiidas en una
placa Petri de 8§ cm de didmetro, en cuyo fondo
se dibujo un reticulo de cuadros de 0,5 pulgadas
(1,27 cm), y se contaron 100 intersecciones de
raices con las lineas de este reticulo. La placa
Petri fue recorrida tres veces para cada muestra,
mediante desplazamientos en lineas rectas para-
lelas. La presencia de HMA en cada interseccion
representd la colonizacion micorrizica de la raiz.
La escala para valorar el porcentaje de densidad vi-
sual (DV) fue la siguiente: 0: ausencia de HMA; I:
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1 %; 2: 2,5 %; 3: 15,5 %; 4: 35,5 %; 5: 47,5 % (Herrera
etal., 2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los componentes de la fertili-
dad del suelo, se puede apreciar la acidez y los bajos
contenidos de fosforo y MO que presenta el area
donde se realizo la investigacion (tabla 1).

Es importante tener en cuenta que el bajo con-
tenido de fosforo es un aspecto de sumo interés
para medir la efectividad de la simbiosis mico-
rrizica arbuscular por planta hospedera, ya que los
HMA pueden mejorar la capacidad de absorcion de
las raices y movilizar el fosforo asimilable desde
los niveles mas profundos del suelo (Herrera ef al.,
2004).

En cuanto a la simbiosis micorrizica arbuscular
(tabla 2), se puede observar que las leguminosas fue-
ron micorrizadas. Sin embargo, en ambos muestreos
hubo valores de colonizacion inferiores al 50 %, y se
alcanz6 un promedio general de 22,1 %; lo cual se
considera bajo, de acuerdo con el criterio de Read
et al. (1976). Estos autores también refieren que en

Tablal. Componentes de la fertilidad del suelo.
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suelos de pH écido, generalmente, existe un predo-
minio de las comunidades de HMA en relacion con
el resto de los microorganismos, lo que no coincide
con los valores de colonizacion obtenidos. Sin em-
bargo, otros autores consideran que los porcenta-
jes de colonizacion entre 20 y 45 % son aceptables
(Herrera et al., 2004; Fernandez et al., 2006; Plana
et al., 2008).

A criterio de Van der Heijden et al. (2008),
la microbiota del suelo desempefia un papel fun-
damental en la regulacion de los ecosistemas te-
rrestres, ya que influye en la productividad, la
diversidad y la estructura de las comunidades vege-
tales. Estos autores indican que la MO es descom-
puesta por la actividad de diferentes especies de
bacterias y hongos que liberan nutrientes al suelo,
y asi estos quedan disponibles para ser absorbidos
nuevamente por las plantas. La absorcion puede ser
directa, a través de las raices; o indirecta, mediante
los microorganismos que forman simbiosis con las
raices, como los HMA. Estos son considerados una
comunidad bioldgica diversa y activa que facilita el
mantenimiento de los agroecosistemas, y represen-

Muestreo No. 1

Muestreo No. 2

Especie PO K,0 MO P,0 K,0 MO
pH mg/210€) g mg/1200 g % pH mg/ZIOf) g mg/1200 g %
L. leucocephala cv. Peru 4,10 2,62 4,44 1,46 4,20 2,36 4,15 1,52
C. pubescens TH-129 4,05 2,14 5,61 1,44 4,11 2,17 5,40 1,47
C. pubescens CIAT-482 4,40 3,10 4,60 1,77 4,35 3,30 4,42 1,64
C. macrocarpum CIAT-5434 4,15 2,62 5,60 1,46 4,09 2,52 5,70 1,50
C. ensiformis 4,10 2,50 6,60 1,52 4,25 2,42 6,49 1,46
Desmodium sp. 4,10 3,00 4,60 1,62 4,15 3,10 4,50 1,55
X 4,15 2,66 5,24 1,54 4,19 2,64 5,11 1,52

Tabla 2. Micotrofia en especies de leguminosas forrajeras a los seis meses de establecimiento y después de dos afios.

. Presencia de MA Muestreo inicial Muestreo final
Especie Si No Col. (%) DV (%) Col. (%) DV (%)
L. leucocephala cv. Peru X — 24 2,64 19 1,69
C. pubescens IH-129 X - 28 2,06 20 1,70
C. pubescens CIAT-482 X - 34 2,16 14 1,54
C.macrocarpum CIAT-5434 X — 26 2,43 18 1,26
C. ensiformis X - 24 2,60 13 1,14
Desmodium sp. X - 21 2,17 19 1,17
Valor medio 26,1 2,34 17,1 1,41

Col.: colonizacién de raicillas, DV: densidad visual.



Pastos y Forrajes, Vol. 37, No. 4, octubre-diciembre, 392-398, 2014 / L. Ojeda

tan la simbiosis de mayor relevancia en los sistemas
agroecologicos. En este sentido, resulta importante
determinar los HMA en pastos naturales, teniendo
en cuenta su papel en la planta y la contribucion al
suelo de la llamada micorrizosfera.

Algunos factores abiodticos, como el manejo
agronomico, la erosion del suelo y el uso de pla-
guicidas, influyen significativamente en la perma-
nencia y colonizacion de la comunidad micorrizica;
entre las variables con mayor impacto se destacan:
el nivel de fertilidad del suelo en fosforo y nitroge-
no, la temperatura, la humedad, la MO, la acidez y
la época del afio (Chaus, 2007). Aunque algunas de
estas variables no fueron medidas en el presente es-
tudio, la época del afio en que se realizaron ambos
muestreos fue la misma y, sin embargo, la respuesta
de la planta indicadora fue diferente, lo que pudiera
sugerir una variacion espacial en la colonizacién de
HMA.

La baja colonizaciéon micorrizica se pudiera
atribuir al efecto de la aplicaciéon previa de ferti-
lizante nitrogenado (400 kg/ha/afio) en el suelo
durante varios afios —para lograr el adecuado rendi-
miento de los pastos—, ademas del pastoreo animal
y el uso sistematico de maquinaria agricola; pues
segin sefalan Jansa et al. (2003), estos factores
pueden incidir negativamente en las comunidades
de HMA. Se conoce también que una agricultura
intensiva puede afectar la funcién natural de estos
hongos (Kabir, 2005; Curaqueo et al., 2011; Mi-
ras-Avalos et al., 2011); asi, en los sistemas agricolas
convencionales son modificadas las comunidades
microbianas, debido a la aradura de los campos y
la aplicacion de altas dosis de fertilizantes inorga-
nicos, herbicidas y pesticidas. Quiza ello influyd en
el deterioro del suelo, que se manifesto tanto en la
alteracion de su equilibrio microbioldgico, como en
los procesos erosivos y la pérdida de la MO.

Parodi y Pezzani (2011) no encontraron una
relacion significativa en la micorrizacion, en areas
con y sin pastoreo, al estudiar las interacciones en-
tre dos gramineas nativas (Nassella neesiana, C3,
de ciclo invernal; y Coelorhachis selloana, C4, de
ciclo estival) y los HMA nativos que colonizaban
sus raices; si bien C. selloana mostro tendencia a
una mayor colonizacion por HMA en condiciones
de pastoreo.

Por otra parte, en estudios de caracterizacion de
HMA en pastizales del municipio de Tolu (Colom-
bia), en suelos medianamente acidos, Peroza (2003)
encontr6é una densidad de 353 a 2 176 esporas por
100 g de suelo (promedio: 931,8 esporas), la cual se
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puede considerar baja; mientras que la colonizacion
de las raices oscild entre 19y 76 % (media: 41,28 %)
y se puede calificar como media. Ademas, el autor
reporto el aislamiento de 25 morfotipos nativos de
HMA, de los géneros Gigaspora y Glomus.

En esta investigacion, el valor medio de la co-
lonizacion fue de 26,1 %; mientras que Ojeda et al.
(1994), en las mismas condiciones de suelo Pardo
Grisaceo, pero en pastizales de gramineas estable-
cidos por mas de cinco aflos (guinea cv. Likoni,
king grass, Brachiaria decumbens y pasto estrella
jamaicano), encontraron HMA en todas las especies
(383, 3 399, 195 y 321 esporas por 100 g de suelo,
respectivamente), y un nivel promedio de coloniza-
cion de las raicillas de 55,4 %. En ese momento se
identificaron 11 especies de HMA, pertenecientes a
los géneros Glomus, Sclerocystis y Scutellospora.
Asimismo, el nivel de colonizacion de las raicillas
por los HMA fue superior en las gramineas forraje-
ras que en las leguminosas.

Al referirse a la ubicuidad de la simbiosis, Pérez
(2003) sefald que, aunque no existe especificidad en
la relacion suelo-hongo, algunos resultados indican
la preferencia de ciertos hongos por determinados
tipos de suelo. En este sentido, es fundamental la
influencia de algunas propiedades fisico-quimicas,
como el pH, la arcilla y la MO. Dicho autor informé
que la colonizacion por las micorrizas fue mas baja
en los suelos arenosos, lo que coincide con el tipo
de suelo evaluado en esta investigacion.

En una encuesta realizada para cuantificar el
porcentaje de colonizacion de raicillas y la distribu-
cion de HMA en leguminosas forrajeras tropicales
cultivadas en el sur de la Florida, Richardson et al.
(2009) encontraron que el porcentaje de coloniza-
cién vario de 3 a 41 %. En el presente estudio la
colonizacion no super6 el 28 % en ninguna de las
especies, lo que hace suponer la existencia de un
suelo perturbado.

Los HMA que cohabitan de manera natural en el
suelo revisten gran importancia para trazar politicas
de manejo en cuanto a las comunidades de HMA na-
tivas y las plantas que se van a utilizar. Por ello en la
segunda fase del experimento se evaluaron los end6-
fitos nativos del suelo donde crecian las especies, con
la utilizacion del sorgo forrajero como cultivo indi-
cador. En la tabla 3 se observa que la inoculacion no
fue efectiva en ninguno de los indicadores medidos,
por lo que se puede afirmar que el sorgo no mostro
dependencia a la inoculacioén con los HMA nativos.

La inoculacién con HMA nativos mostré un
potencial de colonizacién bajo, que, al igual que el
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Tabla 3. Respuesta del sorgo a la inoculacion con el enddfito nativo del suelo.

Eopecic gj‘;ﬁ‘sng‘;ﬁn ) Fésforo foliar (%) Colonizacion (%)
Inoculado  Sin inocular Inoculado  Sininocular Inoculado Sin inocular
L. leucocephala cv. Perti 2,61¢ 2,68° 0,13 0,13 16,2 12,0
C. pubescens TH-129 3,01° 3,030 0,17 0,15 13,5 12,7
C. pubescens CIAT-482 3,100 3,04b¢ 0,20 0,17 14,2 10,7
C. macrocarpum CIAT-5434 2,70 2,90¢ 0,12 0,15 16,7 15,7
C. ensiformis 3,11° 3,200 0,12 0,13 17,5 14,5
Desmodium sp. 3,97* 3,84% 0,14 0,15 13,5 14,5
EE + 0,1794" 0,1993" 0,0771 0,0911 0,1115 0,1312

a, b, c: valores con superindices no comunes difieren a p < 0,05; p < 0,05*%

contenido de fosforo foliar, no difirié estadistica-
mente. Este potencial depende no solo del genoma
del hongo y de la planta hospedera, sino también
de diferentes factores bidticos y abioticos, los que
pueden influir y determinar el incremento del ren-
dimiento de MS y del contenido de fosforo de la
planta por efecto de los HMA. Esto pudiera indicar
que el agroecosistema presenta una baja inciden-
cia de propagulos efectivos; sin embargo, aunque
la mayoria de los pastos tropicales posee una alta
dependencia micorrizica, varios factores rela-
cionados con la especie de pasto, su régimen de
explotacion, la eficiencia de las cepas de HMA —
nativas o inoculadas— y las condiciones del suelo
inciden en la respuesta a la simbiosis (Grigera y
Oesterheld, 2004). El rendimiento de masa seca
entre las especies mostro diferencias significativas
solo en Desmodium sp., pero no en relacion con el
in6culo, lo que indica que no hubo dependencia
micorrizica y la respuesta a los HMA nativos no se
manifesto.

La respuesta a la inoculacion con HMA de las
leguminosas nativas con respecto a las introduci-
das es diferente, pues se conoce que la interaccion
entre ambos participantes en la simbiosis puede ser
importante en el éxito de las plantas introducidas
a través de diversos mecanismos, como plantean
Pringle et al. (2009) y Shah et al. (2009). Entre estos
mecanismos se encuentran los grandes beneficios
que reciben las plantas gracias a esta asociacion
(Harner et al., 2010), la reduccion de la dependen-
cia de las plantas por los HMA (Seifert et al., 2009;
Vogelsang y Bever, 2009), asi como alteraciones en
las comunidades de estos hongos en el suelo (Zhang
et al., 2010; Busby et al., 2013). Dichos resultados
pudieran constituir puntos de partida para profun-

dizar en la investigaciones sobre los HMA asocia-
dos a leguminosas introducidas, como es el caso del
presente trabajo.

Las poblaciones microbianas en el suelo
estan implicadas en una interacciéon que puede
influir en el desarrollo de las plantas, ya que se
involucran en procesos que aseguran la estabili-
dad y productividad de los agroecosistemas y de
los ecosistemas naturales. En investigaciones es-
tratégicas y aplicadas se ha demostrado el interés
por algunas actividades de cooperacion micro-
biana que pueden ser explotadas como una tec-
nologia de bajo costo, y contribuir de esta forma
a las practicas agrotecnologicas sustentables y
amigables con el ambiente; a las que se adecuaria
el empleo de un complejo de microorganismos en
la busqueda de mejorar la calidad agronémica de
los pastos, los forrajes y los cultivos varios. En
general, los indicadores ecologicos, sinérgicos y
fisioldgicos, asi como los procesos bioquimicos
de los microorganismos en el ambiente, son de-
terminantes y actiian de manera integrada con los
diferentes cultivos. Ello permite tener en cuenta
los resultados de las especies analizadas con vis-
ta a plantear propuestas de nuevas metodologias
para la biofertilizacion de las leguminosas forra-
jeras (Pedraza et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las leguminosas forrajeras evaluadas en con-
diciones de suelo Pardo Grisaceo resultaron mico-
rrizadas de forma natural, pero con niveles bajos de
colonizacion (entre 21 y 34 % en el primer mues-
treo, y entre 14 y 20 % en el segundo). La inocula-
cioén en un cultivo indicador (sorgo forrajero) con
los propios HMA nativos no produjo diferencias
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significativas en cuanto al contenido de fosforo fo-
liar y la colonizacién; mientras que el rendimiento
de MS se favorecio ligeramente en Desmodium
sp. en las dos variantes, por lo que no se puede
atribuir a la presencia de los HMA aplicados. Es
necesario probar cepas comerciales de HMA en
las especies de leguminosas, en las condiciones
del presente estudio.
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