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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de hongos micorrizico arbusculares (HMA) sobre el rendimiento
y la calidad del forraje de Canavalia ensiformis en la fase de establecimiento. Se evaluaron tres especies de HMA
y un testigo, en un diseflo de bloques al azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones. Las variables evaluadas
fueron: rendimiento de biomasa seca aérea, indice de eficiencia, proteina bruta, extraccion de NPK, colonizacién
y densidad visual de las raices. La inoculacion con especies de HMA super? al testigo en todas las variables. Los
mayores valores de rendimiento de biomasa seca se hallaron en Funneliformis mosseae/INCAM-2, y los menores
en el testigo, con diferencias significativas a p < 0,05 (8,30 y 4,35 t ha’', respectivamente). La extraccion de N, P O,
y K,O alcanzé valores de 254,73; 32,26; 210,96 y de 120,43; 15,03; 77,00 para F. mosseae /INCAM-2 y el testigo,
respectivamente (p < 0,05). F. mosseae/INCAM-2 y Glomus cubense/INCAM-4 mostraron los mayores valores de
colonizacion y de densidad visual, aunque esta tltima no difiri6é de Rhizoglomus intraradices/INCAM-11.Se concluye
que las diferentes cepas de HMA inoculadas superaron al testigo en el rendimiento de masa seca, proteina bruta y
extraccion de macronutrientes del suelo, aunque la mayor efectividad en cualquiera de estas variables se obtuvo con
la inoculacion de la cepa F. mosseae/INCAM-2.

Palabras clave: inoculacion, proteina bruta, rendimiento.

Abstract

The objective of the study was to evaluate the effect of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) on the forage yield
and quality of Canavalia ensiformis in the establishment stage. Three AMF species and a control were evaluated, in a
randomized block design with four treatments and three repetitions. The evaluated variables were: aerial dry biomass
yield, efficiency index, crude protein, NPK extraction, colonization and visual density of the roots. The inoculation
with AMF species surpassed the control in all the variables. The highest dry biomass yield values were found in
Funneliformis mosseae/INCAM-2, and the lowest ones in the control, with significant differences at p < 0,05 (8,30
and 4,35 t ha'l, respectively). The extraction of N, P,O; and K,0 reached values of 254,73; 32,26; 210,96 and 120,43;
15,03; 77,00 for F. mosseae /INCAM-2 and the control, respectively (p < 0,05). F. mosseae/INCAM-2 and Glomus
cubense/INCAM-4 showed the highest values of colonization and visual density, although the latter did not differ
from Rhizoglomus intraradices/INCAM-11. It is concluded that the different inoculated AMF strains surpassed the
control in the dry matter yield, crude protein and extraction of macronutrients from the soil, although the highest
effectiveness in any of these variables was obtained with the inoculation of the strain F. mosseae /INCAM-2.

Keywords: inoculation, crude protein, yield

Introduccion

Canavalia ensiformis (L) D. C. es una legumi- | de disponible, de alto valor biolégico (13-25 % de
nosa anual originaria de México, con atributos para | proteina cruday 62 % de digestibilidad). Esta espe-
producir forraje debido a su eficiencia fotosintética | cie se adapta a las condiciones de Cuba, debido a su
y acumulacion de biomasa en forma de forraje ver- | Vvigoroso crecimiento y a los aportes de N atmosférico
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incorporados al sistema suelo-planta, por la via de
la fijacion de nitrogeno (Garcia-Rubido ef al., 2017).

La presencia de hongos formadores de la mi-
corriza en los suelos tropicales es fundamental, ya
que a través de la endosimbiosis con las raices de
la planta no solo mejora su nutricioén, sino también
permite que la planta se adapte a condiciones de es-
trés medioambiental (Petipas ef al., 2017).

La inclusién de hongos micorrizicos arbuscu-
lares (HMA) en los sistemas de fertilizacion de los
pastos y cultivos forrajeros es una via efectiva para
mejorar su productividad y valor nutricional (Were-
mijewicz y Seto, 2016); ademas, su uso puede repre-
sentar una reduccion sustancial de agroquimicos,
tales como fertilizantes (Rivera y Fernandez, 2003)
y productos fitosanitarios, por lo que se les recono-
ce un gran potencial en el contexto de la agricultura
sostenible (Azcon-Aguilar y Barea, 2015).

Por otra parte, se ha encontrado que los HMA
disminuyen los requerimientos de fosforo critico
externo para las leguminosas forrajeras anuales en
suelos bajos en este elemento, presumiblemente por
la mejora en la captacion de este i6n debido a una
mayor exploracion por las hifas fingicas externas,
comparado con las plantas no inoculadas (Nazeri et
al., 2014). Es por ello que resulta de gran importan-
cia estudiar el efecto de estos hongos beneficiosos
sobre el rendimiento y la calidad nutricional de dis-
tintas leguminosas de interés agricola.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
de HMA sobre el rendimiento y la calidad del fo-
rraje de C. ensiformis en la fase de establecimiento.

Materiales y Métodos

Ubicacion del area de estudio. La investigacion
se realizd en condiciones de campo, en areas expe-
rimentales de la Unidad Cientifica de Base Suelos,
ubicada en el municipio de Cumanayagua —pro-
vincia de Cienfuegos, region centro sur de Cuba—,
cuyas coordenadas son: 22° 09’ de latitud norte y
80° 12’ de longitud oeste, a 60 msnm. Se reportaron
123,2 mm de precipitacion, una temperatura media
de 25,02 °C y 76 % de humedad relativa durante el
periodo experimental (septiembre-diciembre 2017).

Caracteristicas generales del suelo. El suelo se
clasifica como Pardo grisaceo (Hernandez-Jiménez
et al., 2015). Algunas caracteristicas del area expe-
rimental se relacionan a continuacién: pH en agua
5,68, Norma Cubana ISO-10390 (ONN, 1999a);
materia organica 1,78 %, Norma Cubana [SO-51
(ONN, 1999b); PO,y K,O 3,62 y 8,35 mg/100 g de
suelo, Norma Cubana ISO-52 (ONN, 1999c).

Procedimiento experimental. Las especies uti-
lizadas fueron: Funneliformis mosseae/INCAM-2
(Schiifler y Walker, 2011), Glomus cubense/IN-
CAM-4 (Rodriguez et al., 2011) y Rhizoglomus
intraradices/INCAM-11 (Sieverding et al., 2014),
procedentes de la coleccion de cepas de HMA del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA).

El disefo fue de bloques al azar con tres repeti-
ciones, y los siguientes tratamientos: Funneliformis
mosseae/INCAM-2, Glomus cubense/INCAM-4,
Rhizoglomus intraradices/INCAM-11, y testigo.

Se establecieron parcelas de 8,40 m?, con una
separacion entre si de 0,5 m. Como unidad de eva-
luacion se tomaron los dos surcos centrales, descar-
tando los bordes, para un area de 2,10 m?/parcela.

Los inoculantes utilizados se multiplicaron
en un sustrato arcilloso, esterilizado en autocla-
ve a 120 °C por una hora, durante 3 dias; y se uso
Brachiaria decumbens cv. Basilisk como planta
hospedera. Cada inoculo contenia 30 esporas por
gramo de sustrato de la especie de HMA a evaluar,
asi como una cantidad abundante de fragmentos de
raicillas e hifas.

La inoculaciéon de los HMA se realizd por el
método del recubrimiento de las semillas, para lo
cual estas se sumergieron en una pasta fluida, ela-
borada mediante la mezcla de una cantidad de in6-
culo solido equivalente al 10 % de su peso y agua,
en una proporcion de 60 mL de agua por cada 100 g
de indculo (Simo-Gonzalez et al., 2016).

El experimento se realiz6 en condiciones de se-
cano y no se utilizaron fertilizantes minerales. En
todos los tratamientos, la emergencia de las plantu-
las ocurri6 entre los cinco y siete dias posteriores
a la siembra. El corte se efectud a los 69 dias de
forma manual, a 5 cm sobre el nivel del suelo, con
el 100 % de las plantas florecidas.

En el momento del corte se cuantifico la bioma-
sa foliar aérea (kg/parcela); y se tomd una muestra
de 200 g para determinar, por pesada (0,1 g), la bio-
masa seca aérea, el nitrogeno (N), el fosforo (P) y
el potasio (K).

El rendimiento de biomasa seca aérea (BSA,
tha); las extracciones de N, P,O, y K,O (kg ha') y
la proteina bruta (%) se determinaron de acuerdo a
las siguientes formulas:

1. BSA (tha') = MV (kg parcela™) x % MS x 10
Area de calculo (m?)
2. Extraccion de N, P,O, y.K O (kg ha'): BSA (tha) x
%/elemento x 10

En el caso del P y el K, se multiplicé por 2,29
y por 1,20 para convertirlos a P,O, y K,O, respec-
tivamente.
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Después del corte de establecimiento, las raices
fueron muestreadas en cada parcela; para ello se
uso un cilindro metélico de 5 cm de didmetro y 20
cm de altura, y se siguio el protocolo utilizado para
la determinacion de las estructuras micorrizicas en
pastizales (Rosales-Jenqui ef al., 2017).

Se evaluo la colonizacion micorrizica (% Col),
a partir de la clarificacion y tincion inicial de las
raices (Phillips y Hayman, 1970), con la técnica del
transecto lineal (Giovannetti y Mosse, 1980); asi
como la densidad visual de la colonizacion (% DV),
segun la escala propuesta por Herrera-Peraza et al.
(2004): cero: ausencia de HMA; 1: baja intensidad;
2: 0,5 %; 3: 15,5 %; 4: 35,5 %y 5: 47,5 %. Se calculd
el indice de eficiencia (IE), a partir de los rendi-
mientos de biomasa seca (BS), segun la formula de
Siqueira et al. (1987):

Rendimiento BMS inoculado -
Rendimiento BMS testigo

Rendimiento BMS testigo

[E= x 100

Analisis estadistico. Los resultados se procesa-
ron estadisticamente mediante un ANOVA, previa
comprobacion de los supuestos de homegeneidad de
varianza y normalidad; y se emple¢ la prueba de ran-
gos multiples de Duncan para la comparacion de las
medias, con una confiabilidad del 95 %, mediante el
uso del programa estadistico SPSS® para Microsoft
Windows version 15.0.

Resultados y Discusion

El efecto de la inoculacion de las especies de
HMA sobre el rendimiento de biomasa seca aé-
rea de canavalia y la correspondiente eficiencia
micorrizica se muestran en la tabla 1. Hubo una
respuesta significativa (p < 0,05) a la inoculacion.
Los mayores rendimientos se obtuvieron con F.

mosseae/INCAM-2, aunque esta no difiri6é signi-
ficativamente de R. intraradices/INCAM-11, pero
si de G. cubense/INCAM-4. El menor rendimiento
correspondio al testigo.

Rivera-Espinosa et al. (2017) reportaron un
cambio en la efectividad de estas especies al ser
inoculadas a la canavalia, en funcion del ambiente
edafico y con énfasis en el pH-H,O del suelo. En
condiciones de suelos Gley nodular ferruginoso,
Acrisol y Ferrasol, con pH-H,O entre 4,7 y 5,8, la
mayor respuesta se halld con la inoculaciéon de F.
mosseae/INCAM-2, la que fue considerada como
especie eficiente para esas condiciones de pH. Ello
coincide con los resultados de este estudio (pH
5,68), aunque en otro tipo de suelo.

Por su parte Garcia-Rubido (2017), al evaluar
la respuesta de C. ensiformis a la inoculacion con
R. intraradices/INCAM-11, F. mosseae/INCAM-2,
G. cubense/INCAM-4 y Glomus claroideum/IN-
CAM-8, en un suelo Ferralitico amarillento rojizo
lixiviado con menor acidez (pH-KCI 5,5 y pH-H,O
6,2), encontraron la mayor respuesta con la inocula-
cion de G. cubense/INCAM-4, lo que corrobora la
efectividad de estas cepas de HMA en funcién del
ambiente edafico y el pH.

El indice de eficiencia de las especies de mi-
corrizas varié entre 59,0 y 90,8 %. Este indice
debe ser tomado en cuenta en cualquier analisis
de la efectividad hongo/planta hospedera, ya que
muestra como puede influir sobre el rendimiento la
simbiosis, en relacion con el testigo. Las cepas con
mayor indice de eficiencia resultaron F. mosseae y
R. intraradices.

Los estudios de comparacion de cepas en Cuba
demostraron la existencia de una alta especificidad
especie HMA eficiente-tipo de suelo (Rivera y Fer-
nandez, 2003), lo que pudiera corroborar el com-

Tabla 1. Rendimiento de biomasa seca aérea (BSA) e indice de
eficiencia micorrizica (IE).

Tratamiento Rendimiento BSA(t ha') 1E (%)
F. mosseae/INCAM-2 8,302 90,80
G. cubense/INCAM-4 6,92 59,00
R. intraradices/INCAM-11 7,802 79,30
Testigo 4,35¢

EE + 0,100% i

a, b, c: letras distintas en una misma columna indican diferencias

significativas a p < 0,05.
*p<0,05
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portamiento, en este tipo de suelo, de las diferentes
especies evaluadas.

Las especies del género Glomus tienen un am-
plio rango de distribucion funcional y predominan
en ecosistemas de alta y media fertilidad, donde son
eficientes y competitivas. Los resultados en Cuba
permitieron extender este rango a condiciones de
baja y muy baja fertilidad (Rivera y Fernandez,
2003); dicha eficiencia prevalecio en las condiciones
de este trabajo, donde las cepas superaron al testigo.

Simo6-Gonzalez et al. (2016) reportaron, en un
suelo Pardo mullido carbonatado con pH 7,3-7,5,
un rendimiento de 6 t ha! y una alta extraccion de
nutrientes por la canavalia inoculada con R. intra-
radices/INCAM-11 cuando la siembra se realiz6 en
el periodo lluvioso, lo que indica una adaptacion de
este género a diferentes tipos de suelos.

El porcentaje de proteina bruta y la extraccion
de macronutrientes se muestran en la tabla 2. Aun-
que no hubo diferencias significativas, la proteina
bruta fue superior numéricamente en F. mosseae/
INCAM-2, G. cubense/INCAM-4 y R. intraradi-
ces/INCAM-11.

Las extracciones de nitrogeno y potasio fue-
ron superiores en la inoculacion con F. mosseae/
INCAM-2, que difirieron estadisticamente del res-
to; en orden le siguieron R. intraradices/INCAM-11
y G. cubense/INCAM-4, sin diferencias entre ellas.
En cuanto al fésforo, no hubo diferencias significa-
tivas entre las cepas. Para cualquiera de los nutrien-
tes el testigo siempre presentd un comportamiento
significativamente inferior al obtenido con la ino-
culacion de las especies, las cuales, como minimo,
duplicaron las extracciones del primero.

Los HMA mejoran la extraccion de nutrientes
desde el suelo y su eficiencia (Bitterlich y Franken,
2016), lo que trae consigo mayores exportaciones, y
ello pudiera indicar la necesidad de buscar alterna-

tivas para restituirlos al suelo; sin embargo, diferen-
tes autores consideran que las micorrizas actian de
forma dirigida en la absorcion de nutrientes.

Al respecto Rivera y Fernandez (2003), en ex-
perimentos realizados en suelos Ferralitico Rojo y
Pardo con carbonatos, encontraron que la simbiosis
micorrizica incrementd directamente la absorcion
de los tres macroelementos primarios, a través del
aumento en la concentracion de estos nutrientes;
dicha informacion indica que la micorrizacion,
mas que presentar una preferencia por uno u otro
elemento, se comportd como un mecanismo que
permiti6 a las plantas obtener sus requerimientos
nutricionales, en dependencia de la disponibilidad
de nutrientes en el sistema.

Ademas, se conoce que los HMA no solo me-
joran la extraccion de nutrientes del suelo, sino que
también reducen las pérdidas de estos por lavado
(Bender et al., 2015); ello refuerza la posibilidad de
que aumente la extraccion de nutrientes por dichos
hongos, al quedar los iones disponibles para la red
micelial en el suelo, aunque los mecanismos que
subyacen bajo este fendémeno no estdn plenamen-
te establecidos (Cavagnaro et al., 2015). No obs-
tante, resulta 16gico pensar que la exploracion de
un mayor volumen de suelo, las extensas redes de
micelios externos que se forman, asi como la efec-
tiva captacion de nutrientes y la inmovilizacion de
diversos iones en las plantas y en los tejidos fungi-
cos resultan algunos de los mecanismos clave para
reducir el lavado de P y N a través de los HMA
(Cavagnaro, 2015).

El micelio extrarradical de los hongos mico-
rrizicos tiene la capacidad de tomar NH,", NO, y
N organico del suelo (Pérez-Tienda et al., 2014),
lo que pudo influir en las diferencias encontradas
en la extraccion de nitrégeno por la planta. Las le-
guminosas son plantas que responden mas vigoro-
samente a la inoculacion con HMA, y una mayor

Tabla 2. Contenido de proteina bruta y extraccion de macronutrientes.

Macronutrientes (kg ha™)

Tratamiento PB (%)

N PO, KO
F. mosseae/INCAM-2 19,16 254773 32,26 210,96°
G. cubense/INCAM-4 18,40 203,70  31,46*  149,20°
R. intraradices/INCAM-11 17,60 218,43 30,43*  148,60°
Testigo 17,31 120,43 15,03  77,00¢
EE + 0,076 0,176* 0,132*  0,150*

a, b, ¢: letras distintas en una misma columna indican diferencias

significativas para p < 0,05.
*p< 0,05
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asociacion de las hifas facilita el incremento en la
transferencia de nutrientes (Martin et al., 2010).
Este planteamiento confirma los resultados favora-
bles alcanzados en las plantas inoculadas con las
cepas de micorrizas respecto al testigo, al evaluar
las extracciones de N, P y K.

Garcia-Rubido ez al. (2017), al estudiar la inocu-
lacion con diferentes cepas de hongos micorrizicos
en C. ensiformis, en un suelo Ferralitico amarillento
rojizo lixiviado con pH de 5,5 y 1,23 % de MO, lo-
graron una respuesta significativa, con los mayores
contenidos de nutrientes NPK (264,9 kg N ha'!; 37,6
kg P ha'!; 226,7 kg K ha’l, respectivamente) en rela-
cion con el testigo sin inocular.

En un suelo arcilloso ligeramente acido, con un
nivel medio en materia organica y bajo en fosfo-
ro disponible, Puertas et al. (2008) determinaron
el rendimiento de materia seca y la extraccion de
macronutrientes en C. ensiformis utilizada como
cobertura del suelo, y reportaron un rendimiento de
4,59 t ha! (inferior al alcanzado en este trabajo) y
una extraccion de 173,68; 36,31 y 82,15 kg ha’l, res-
pectivamente, de N, P,O, y K, O, inferior en nitroge-
no y potasio, pero discretamente superior en P,O,.

La habilidad de los HMA para incrementar la
captacion de nutrientes a través de la red de mi-
celios externos ofrece una estrategia interesante
para limitar el uso ineficiente del N aplicado a los
cultivos, segun plantearon Verzeaux et al. (2017).
De acuerdo con estos autores, los HMA pueden
desempefiar un papel importante en el reciclaje de

N, al variar la disponibilidad de N mineral en el
suelo a través de cambios en la composicion de la
comunidad microbiana de la rizosfera, y de esta
forma modifican el desarrollo de la desnitrificacion,
de la nitrificacion y de las bacterias diazotrdficas
simbioticas o de vida libre.

Plana-Llerena et al. (2016), al evaluar la pro-
duccién de forraje a base de triticale (x. Triticose-
cale Wittmack) en un suelo Nitisol ferralico lixico,
con dosis variables de nitrogeno e inoculacion con
HMA, determinaron que estos ultimos tuvieron
una relacion directa y significativa con la absorcion
de nutrientes. Es decir, que la cantidad de nutrientes
que se recupera en la biomasa de la MS del forraje
cuando se emplean los HMA es superior.

La colonizacion fungica y la densidad visual
de la colonizacion se muestran en la figura 1. F.
mosseae/INCAM-2 y G. cubense/INCAM-4 alcan-
zaron los mayores porcentajes de colonizacion de
raicillas, aunque esta ultima no difirié de R. intra-
radices/INCAM-11; las tres cepas superaron el 50 %
de colonizacion. El testigo mostrd un 43,12 % de
colonizacion, lo que indica la presencia de micorri-
zas residentes que colonizan las raices, aunque en
un nivel mas bajo.

Con respecto a la densidad visual no hubo di-
ferencia entre las cepas inoculadas y superaron a la
densidad del testigo; de acuerdo con lo planteado
por Herrera-Peraza et al. (2004) estan en la catego-
ria 2 y 3 (mayor que 2 y menor que 15,5 %).

"~ 59,39 55,352
60- : 50,94°
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Q9 36,63°
£ 40
C
8
5 30
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10 6,24 5,70 5,60 388
0 ; . . )
Funneliformis  Glomus cubense  Rhizoglomus Testigo
mosseae intraradices

[@ Colonizacioén (%)

O Densidad visual (%)

Letras distintas indican diferencias significativas para p < 0,05.
Figura 1. Colonizacion del hongo y densidad visual de las raices.
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C. ensiformis fue evaluada por Ojeda ef al.
(2014) en condiciones similares de suelo, en la
cuenca pecuaria El Tablon, y resulté micorrizada
de forma natural, aunque en niveles bajos (24-13 %);
la densidad visual fue de 2,60 y 1,14 % en el primer
y segundo muestreo, respectivamente. Ello hace su-
poner la existencia de un suelo perturbado, donde
las micorrizas residentes no tuvieron una alta in-
cidencia en el hospedero de referencia, por lo que
los autores coincidieron en la necesidad de probar
especies de micorrizas arbusculares introducidas.

En un experimento basado en un microcosmo
compartimentado, se demostrd que el N marcado
transferido de la materia organica a los tejidos de
las plantas via hifas extraradicales del hongo resul-
té en una mayor biomasa de la planta, asi como en
mas alto contenido de N/P en los tejidos (Thirkell
et al., 2016). Este novedoso hallazgo sugiere que los
HMA pudieran desempefiar un importante papel
no solo en mejorar la captaciéon de nutrientes, sino
también en diversificar las fuentes a partir de las
que estos son adquiridos, como sefialan Thirkell et
al. 2017).

La inclusiéon de HMA en los sistemas de ferti-
lizacion para los pastos y cultivos forrajeros resulta
una via efectiva para mejorar su rendimiento y valor
nutricional, pues los beneficios de estos microorga-
nismos en los agroecosistemas de pastizales estan
muy ligados al aumento de la superficie de absor-
cion de las raices y, consecuentemente, a la mejora
en la eficiencia de utilizacion de los nutrientes por
las plantas (Zhang et al., 2016).

Se concluye que las diferentes cepas de HMA
inoculadas superaron al testigo en el rendimiento
de masa seca, proteina bruta y extraccion de macro-
nutrientes del suelo, aunque la mayor efectividad se
encontrd con la inoculacion de la cepa F. mosseae/
INCAM-2. Asimismo, se evidenci6 que es factible
utilizar cepas eficientes de HMA como alternativa
biolégica de nutricion en C. ensiformis.
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