
Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas

Coinoculación de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares
para el establecimiento de Stylosanthes guianensis en asociación con

Brachiaria decumbens

Tesis presentada en opción al título académico de Maestro en Ciencias en
Nutrición de las Plantas y Biofertilizantes

Autor: Ing. Gustavo Crespo Flores
Tutor: Dr. C. Pedro José González Cañizares

San José de las Lajas, Mayabeque
2016

Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas

Coinoculación de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares
para el establecimiento de Stylosanthes guianensis en asociación con

Brachiaria decumbens

Tesis presentada en opción al título académico de Maestro en Ciencias en
Nutrición de las Plantas y Biofertilizantes

Autor: Ing. Gustavo Crespo Flores
Tutor: Dr. C. Pedro José González Cañizares

San José de las Lajas, Mayabeque
2016

Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas

Coinoculación de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares
para el establecimiento de Stylosanthes guianensis en asociación con

Brachiaria decumbens

Tesis presentada en opción al título académico de Maestro en Ciencias en
Nutrición de las Plantas y Biofertilizantes

Autor: Ing. Gustavo Crespo Flores
Tutor: Dr. C. Pedro José González Cañizares

San José de las Lajas, Mayabeque
2016



Dedicatoria

A mis padres

A mis hijos

y

A mi esposa



AGRADECIMIENTOS

 A la Revolución Cubana, por posibilitar mis estudios y mi formación profesional.

 A mi padre y mi madre, por guiarme con la luz de su ejemplo, en el trabajo y

conducta en general, por su apoyo constante y la confianza depositada en mí.

 A mi esposa, por su apoyo diario y a mis tres hijos (Thalía, Danny Y. y Dariel G.),

por ser mi principal motivación para seguir adelante.

 A toda mi familia, desde el más pequeño hasta el más longevo, los que están lejos y

los de cerca, y con los que convivo diariamente.

 A mi tutor, Dr. C. Pedro José González, por su constante apoyo en el desarrollo de

este trabajo y mi trayectoria profesional en estos últimos años.

 A aquellos a los que considero verdaderos maestros de la enseñanza profesional,

quienes me han guiado de alguna manera para desarrollar este trabajo, los Dr. C.

Rodolfo Plana, Nicolás Medina, Alberto Hernández, entre otros y los Ms. C.  Jorge

Corbera, Luis R. Fundora y Alfredo Calderón.

 A los miembros de la Comisión Científica del departamento de Biofertilizantes y

Nutrición de las Plantas por sus consejos y sugerencias, especialmente a mi oponente

Dr. C. Eduardo Pérez, por su excelente revisión del documento.

 A todos los profesores y compañeros de clase de la maestría.

 A todos los integrantes de mi especial colectivo del Grupo de micorrizas, los

presentes y los que ya no están, por su apoyo, conocimientos compartidos y por su

amistad.

 A los colegas Belkis, Ionel y Pedro, por su ayuda y buena disposición.

 A los técnicos y demás personal del departamento de Biofertilizantes y Nutrición de

las plantas, que de alguna manera me ayudaron en los muestreos y otras labores,

Herminio, Reynerio, Javier (el pitufo), Ilda, Kirenia, Walkiria, Tomás y su equipo de

trabajo, la informática (Yanitsa) del departamento, etc.

 A Juan Ramírez y su equipo de trabajo en la Estación Experimental de Pastos y

Forrajes de Cascajal, por su apoyo brindado en la ejecución de los experimentos.

 A todo el que en algún momento se interesó en el progreso de este trabajo.

Sinceramente, gracias a todos



Síntesis

Se realizaron dos experimentos con el objetivo de determinar la efectividad de la

coinoculación de rizobios y hongos micorrízicos arbusculares (HMA) para el

establecimiento de S. guianensis en un pastizal de B. decumbens. En el primero

se evaluaron los aislados de rizobios Sty-1, Sty-2 y Sty-3, solos y combinados con

Funneliformis mosseae, más un testigo sin inocular y el HMA solamente; en el

segundo se incluyeron cuatro tratamientos conformados por brachiaria en

monocultivo, estilosante asociado con brachiaria  y estilosante asociado con

brachiaria más la coinoculación de F. mosseae y los aislados de rizobios más

efectivos, según los resultados del experimento anterior. En ambos experimentos

se utilizó un diseño de bloques al azar con cuatro y cinco réplicas

respectivamente. La inoculación conjunta de F. mosseae y los aislados de rizobio

Sty-2 y Sty-3 fueron las más efectivas para mejorar la nodulación e incrementar

las variables fúngicas, el  rendimiento y el estado nutricional de S. guianensis. La

coinoculación de Sty-2 o Sty-3 con F. mosseae aumentó la presencia de la

leguminosa asociada con B. decumbens y favoreció el rendimiento y el valor

nutritivo del pastizal.
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I. Introducción

Uno de los pilares fundamentales en la producción bovina en condiciones

tropicales en los países de Latinoamérica y otras regiones, es la alimentación con

base en pasturas y otras fuentes forrajeras (Rua, 2008). Para suplir las

necesidades alimentarias de los animales basado en este tipo de sistema de

producción y obtener suficiente ganancia de peso vivo, se precisa de

producciones forrajeras que permitan satisfacer esta demanda.

Por lo general, en las áreas ganaderas de la región existe predominio de pastos

naturales e introducidos, en su mayoría gramíneas, siendo el uso de leguminosas

forrajeras poco extendido. Esto sucede a pesar de que son conocidas las ventajas

nutricionales que destacan a las leguminosas sobre las gramíneas, especialmente

en sus contenidos de proteína bruta, minerales y mayor digestibilidad (Crespo,

2009).

Establecer asociaciones de especies de gramíneas con leguminosas forrajeras,

sin duda mejora el contenido nutricional del pastizal, constituyendo una alternativa

para la sustitución de fertilizantes nitrogenados y la mejoría de la dieta animal

(Santos et al., 2011). Sin embargo, las dificultades que usualmente se presentan

para lograr establecer y mantener este tipo de asociación (Rojas et. al., 2005),

son unas de las causas fundamentales de que la mayoría de los productores no

apuesten por esta variante.

Las leguminosas requieren un adecuado suministro de nutrientes para garantizar

su correcto establecimiento, sobre todo cuando estas se cultivan en asociación

con gramíneas (Urbano et al, 2005). Ello encarece la introducción de dichas

especies en estos sistemas, lo que sin dudas influye negativamente en la decisión

de los ganaderos para utilizarlas.

Por otro lado, de los 2.0 millones de hectareas de los suelos dedicados a la

producción ganadera en Cuba (MINAG, 2005), el 75% presenta factores limitantes

para la producción de pastos, según la información disponible sobre los estudios

de suelo de estas áreas. El último mapeo agroquímico efectuado indicó que

alrededor del 50 y el 55% de estos suelos presentan muy bajos niveles de P y K

asimilables respectivamente,  y la tendencia a la acidificación es evidente

(Crespo, 2001).
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Aunque desde los inicios de la ganadería en nuestro país se concibieron a las

gramíneas y leguminosas como las familias con mayor potencial como fuente de

alimentación del ganado para los sistemas de producción de leche y carne, el

monocultivo de gramíneas, fundamentalmente de los géneros Digitaria,

Pennisetum, Megathyrsus y Cynodon, entre otros, se estableció en todas las

áreas ganaderas del país, mientras que la utilización de las leguminosas, por

diversas causas, no se logró generalizar en los distintos sistemas de producción

(Ruíz et al., 2015).

Teniendo en cuenta esta problemática, además de la creciente demanda de

tecnologías menos agresivas al medio ambiente, se avizora la necesidad de

enfocarse en la búsqueda de nuevos modelos agrícolas, basados en el manejo

eficiente de los procesos biológicos que tienen lugar en el sistema suelo-pasto-

animal y en el máximo aprovechamiento de los recursos locales, para lograr la

sustentabilidad de la producción ganadera (Martha Jr. et al., 2009; Richardson et

al., 2009).

Desde el punto de vista agronómico, la fijación biológica del nitrógeno a través de

la simbiosis rizobio-leguminosa constituye un recurso renovable que puede tener

implicaciones económicas y ambientales directas, debido la disminución de las

aplicaciones de fertilizantes nitrogenados (Martínez Viera y Dibut, 2012). De

hecho, el uso de inoculantes a base de rizobios es una herramienta

biotecnológica importante para estimular la capacidad fijadora de nitrógeno

atmosférico en las leguminosas; y en el caso de las forrajeras, puede contribuir de

forma significativa a aumentar su potencial productivo y al mejoramiento del

balance de ese nutriente en los pastizales (Carvalho y Pires, 2008).

Por su parte, los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) son componentes

integrales de la rizosfera de estos cultivos, en los cuales cumplen importantes

beneficios relacionados con la mejora de la capacidad de absorción de los

nutrientes y el agua (Zhang et al, 2012); de hecho, cuando las comunidades

residentes de HMA han sido insuficientes para establecer una asociación efectiva

con los pastos, la introducción de cepas eficientes en promover su crecimiento ha

reportado considerables beneficios (Carneiro et al., 2011; González, et al., 2015).

En las leguminosas forrajeras, si bien existe información sobre el uso de bacterias

nitrofijadoras y HMA por separado, los efectos combinados de ambos

microorganismos han sido menos estudiados. No obstante, los resultados de
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investigaciones con el empleo de coinoculaciones han demostrado que los

beneficios de la simbiosis tripartita leguminosa-rizobio-HMA tributan a la mejora

de su estado nutricional y rendimiento, y a la conservación de la fertilidad de los

suelos (Toro et al. 2008 y González et al., 2015).

A partir de estos criterios se propone el siguiente problema científico:

¿Cómo mejorar la introducción de leguminosas en pastizales establecidos de

gramíneas?

A partir de este problema se planteó la siguiente hipótesis:

La inoculación conjunta de aislados efectivos de rizobios y cepas eficientes de

HMA en leguminosas forrajeras mejora su establecimiento en pastizales de

gramíneas.

Objetivo general:

Determinar la efectividad de la coinoculación de rizobios y hongos micorrízicos

arbusculares para el establecimiento de S. guianensis en un pastizal de B.

decumbens.

Objetivos específicos:

 1. Seleccionar aislados de rizobios efectivos y determinar el efecto de su

coinoculación con la especie de HMA Funneliformis mosseae en S.

guianensis.

 2. Evaluar la contribución de la coinoculación de ambos microorganismos

rizosféricos al establecimiento de S. guianensis en asociación con B.

decumbens, y en la composición botánica, el rendimiento, y el valor

nutritivo del pastizal.
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1 Características generales de Brachiaria decumbens y Stylosanthes
guianensis

2.1.1 Brachiaria decumbens

La especie B. decumbens es originaria de África Ecuatorial (Anon, 1986). Giraldo

et al., (1998) indicaron que se encuentra entre las especies más cultivadas en los

sistemas de producción ganadera en el trópico bajo. Se adapta a distintas

condiciones agroecológicas hasta 2 200 msnm. Como las demás especies del

género Brachiaria se caracteriza por ser una planta herbácea que crece de forma

natural en sabanas abiertas o con presencia de arbustivas. Esta especie se

destaca por su potencial para alcanzar un elevado rendimiento de materia seca,

su tolerancia a la baja fertilidad de los suelos y por su agresividad (Bomfim et al.,

2003).

Ubicación taxonómica  de Brachiaria ssp., según Catasús, (1997).

Reino: Cormobionta

División: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Commelinidae

Orden: Poales

Familia: Poaceae

Subfamilia: Panicoideae

Tribu: Paniceae

Este género fue reclasificado recientemente, identificándose esta especie ahora

como Urochloa decumbens (Stapf) R.D. Webster (Cook y Schultze-Kraft, 2015)

2.1.2 Características botánicas de la especie
Las plantas de esta especie son de crecimiento rastrero, con estolones largos,

cuyos nudos, al estar en contacto con el suelo, emiten raicillas que dan origen a

una nueva planta. Los tallos del género Brachiaria son herbáceos, postrados,
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semierectos y frondosos, que forman una buena cobertura; la altura entre 50 y 70

cm. Posee una panícula de 11 - 24 cm de largo, que presenta pocos (a veces uno

solo) a diversos racimos con espiguillos sésiles o subsésiles, desprovistos de

pedicelos, arraigadas en dos filas y en un raquis usualmente achatado, sus hojas

son lanceoladas de color verde brillante de 15 - 20 cm de largo y 8-10 mm de

ancho. Las semillas son de tamaño medio, algo redondeadas y fértiles (Gutiérrez

et al., 1990 y Olivares et al., 2006).

2.1.3 Stylosanthes guianensis
El género Stylosanthes Sw. (Fabaceae) es uno de los más importantes entre las

leguminosas forrajeras tropicales y sobre él se han hecho numerosas

investigaciones (Stace and Edye, 1984). Este género incluye aproximadamente

50 especies y subespecies, predominantemente herbáceas, de regiones

tropicales y subtropicales tanto de Asia, África y las Américas, principalmente

América del Sur (Quecini et al., 2002), considerándose a Brasil como el centro

más importante de diversificación de estas especies (Ferreira y Costa, 1979 y

Miles y Lascano, 1997). Las especies de este género son ampliamente utilizadas

en la agricultura tropical y subtropical como bancos de proteínas, abono verde y,

fundamentalmente, como cultivos forrajeros en asociaciones con gramíneas

(Lovato y Martins, 1997). La especie de más amplia distribución es S. guianensis,

que abarca desde  México hasta la Argentina (Williams et al., 1984 y Costa,

2006).

Los parámetros de calidad de la especie S. guianensis (Aubl.) Sw. son superiores

a otras del mismo género (Ej.: S. scabra Vogel y S. macrocephala (Ferreira y

Costa, 1979; CIAT, 1988). Stylosanthes guianensis cv. CIAT-184, liberado en

1975 como cultivar Pucallpa por el IVITA (Instituto Veterinario de Investigaciones

Tropicales y de Altura) y el INIPA (Instituto Nacional de Investigación y Promoción

Agropecuaria) en Perú (Amezquita et al., 1991), es oriundo de América del Sur,

pero actualmente se encuentra distribuido en muchos países del mundo.

En la década del 80 fue introducido en Cuba en la zona central de la provincia de

Matanzas con resultados satisfactorios, adaptándose rápidamente como cultivar

predominante según refieren Mesa et al., (1993), por lo que se ha ido extendiendo

su explotación hacia el Occidente del país como se refleja en las evaluaciones de

Crespo y Curbelo (1990) y Crespo, Ruiz y Febles (1995).
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Ubicación taxonómica de Stylosanthes guianensis según SIB (2015):

Reino: Plantae

División: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Subfamilia: Faboideae

Género: Stylosanthes

Especie: Stylosanthes guianensis

2.1.4 Características botánicas de la especie

Las plantas de esta especie son decumbentes, con raicillas en los primeros

nudos, tallos esponjosos, pubescente con el envés de color verde más claro,

estípulas soldadas formando un tubo con pelos glandulares, flores con 6 mm en

glomérulos apicales, que maduran de una en una, estandarte amarillo con rayitas

rojo pardas en el interior, alas con apéndice de 1mm, estambres monadelfos y

vainas de una sola semilla incluida en el cáliz. Una planta típica tiene una forma

radial de crecimiento, con ramas finas, flexibles y postradas, que parten del eje

central profundamente enraizado. De las ramas radiales con hojas más frondosas

crecen los brotes, que se sostienen erectos hasta una altura de un metro,

cayendo después sobre sí mismo debido al peso, formando una maraña de tallos

lignificados de la cual crecen nuevos tallos erectos. Las hojas trifoliadas la

conforman hojitas de 15 a 55 mm de longitud. Aunque la raíz principal penetra

hasta un metro en el suelo, alrededor del 80% de las raíces secundarias se

presentan en los primeros 20 cm. La forma típica de crecimiento de Stylosanthes

guianensis (Aubl.) Sw. es erecta, aunque también puede crecer postrado y

semitrepador (Machado y Chao, 1980).
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2.2 Exigencias climáticas y edafológicas
2.2.1 Brachiaria decumbens
Esta especie se desarrolla con mayor potencial en las zonas tropicales, aunque

también se establece en clima moderadamente húmedo, pero no soporta

inundaciones prolongadas. Resiste muy bien los períodos de sequía (Vega, et al,

2006), lo que le permite establecerse en regiones tropicales donde predominen

períodos secos de cuatro a cinco meses. Su mayor producción de biomasa se

obtiene en períodos lluviosos con días cálidos.

Esta gramínea puede desarrollarse en suelos fértiles, ácidos (pH~4,2), así como,

en los que son calcáreos y pedregosos con pH~8.5. Alcanza un aceptable

crecimiento en zonas con altitudes entre 400 y 1800 msnm, y precipitaciones de

1000 a 3500 mm/año y temperaturas superiores a los 19 ºC (Ramírez et al.,

2012).

En nuestro país, los estudios han evidenciado sus características promisorias,

obteniéndose buena adaptación con altos rendimientos en suelos de pH ácido y

poco fértiles, pero con buen drenaje interno y externo (Olivera et al., 2006).

2.2.2 Stylosanthes guianensis
S. guianensis se adapta bien a diferentes tipos de suelos, pero se desarrollan bien

cuando estos son poco profundos y moderadamente arcillosos, de pH ácido y de

baja fertilidad. Aparece mayormente distribuida en regiones que presentan estas

características, probablemente a su mejor competitividad con otras especies que

requieren condiciones más favorables para su buen desarrollo.

Su persistencia en el pastizal depende en gran medida del manejo (carga y

frecuencia de pastoreo, condiciones del suelo y competencia por agua, sombra y

nutrientes) con otras especies asociadas (Aroeira et al., 2005).

Las especies del género Stylosantes se enmarcan entre las leguminosas

forrajeras más importantes en ambientes tropicales áridos y semiáridos (Guodao

et al., 1997) y son resistentes a sequía y tolerantes a bajas temperaturas

invernales (´t Mannetje, 1977). Pueden tolerar determinados períodos de

inundaciones (Amezquita et al., 1991). La especie Stylosanthes guianensis se

desarrolla bien dentro de un rango de precipitación de 900 - 1800 mm y se adapta

mejor en altitudes, que oscilan desde cerca del nivel del mar hasta los 1400 m

(Costa y Schultze - Kraft, 1993). El rango de temperatura que permite alcanzar el
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mayor crecimiento y el mayor rendimiento en materia seca, se encuentra entre 23

- 29 ºC, y la temperatura óptima para una nodulación eficiente es 27 ºC (CIAT,

1993).

2.3 Requerimientos nutricionales
2.3.1 B. decumbens
La explotación de los pastos y forrajes tiene como finalidad la producción

intensiva del sistema aéreo (que incluye hojas, tallos y ramas tiernas), de modo

que los nutrientes que se requieren para producir óptimos rendimientos varían

cuantitativamente de los requeridos por otras especies, en las que lo fundamental

es la producción de granos y frutos. La explotación intensiva del forraje es muy

exigente en lo que se refiere a la fertilidad del suelo. En las condiciones de

pastoreo, gran parte de los elementos nutritivos que consume el ganado vuelve al

medio con las deyecciones y la orina (Martines y Fonseca, 1998).

Según Cabalceta (1999), el elemento Nitrógeno es el principal nutriente para

mantener la productividad de las gramíneas forrajeras. Este puede limitar el

crecimiento y rendimiento del cultivo en caso de encontrarse deficiente, además,

su limitación puede influir en los requerimientos de otros nutrientes como el

fósforo y el potasio, sobre todo después de su establecimiento. En este sentido, si

el N es suficiente en el suelo, ya sea por su aplicación o por encontrarse la

gramínea asociada con leguminosas, la respuesta a la aplicación de P, K y,

probablemente también al Mg y al S, será mayor, requiriendo así aplicaciones

periódicas de mantenimiento. La deficiencia de  N es normalmente considerada

como la principal causa de la reducción de la productividad y degradación de los

pastizales (Fassio et al., 2008). Paretas (1991), afirmó que con riegos periódicos y

fertilizantes, fundamentalmente nitrogenados, esta especie produce un alto

rendimiento de biomasa que permite intensificar su producción.

Es la gramínea forrajera menos exigente a los macronutrientes N, P y K  y a los

nutrimentos secundarios (Ca, Mg y S), al compararla con Panicum maximum

(guinea común) y Brachiaria brizantha (Rincón, 1999).

El fósforo, debido a que desempeña un papel directo en el metabolismo vegetal

como conductor de energía y constituyente de compuestos orgánicos

indispensables para la síntesis de proteínas, grasas y almidón, se considera como

un elemento básico para la nutrición de plantas forrajeras (Mesa et al., 1989).
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Según Fenster y León (1979), en los suelos ácidos e infértiles de la América latina

tropical, el contenido total de fósforo oscila entre 200 y 600 ppm y el fósforo

disponible varía entre 1 y 5 ppm, razón por la cual se considera el elemento más

limitante para la producción de pastos y forrajes en dicha región (Pérez et al.,

2009).

En la fase inicial de crecimiento, los pastos necesitan una mayor disponibilidad de

P en la solución del suelo, debido a que su sistema radicular se encuentra

explorando un área reducida. Proporcionalmente a su crecimiento, la exigencia de

este elemento se torna más elevada en razón a la cantidad de nutrientes que

demanda el aumento de la biomasa vegetal. Si existe limitación nutricional, sobre

todo de P, en esta fase, el período de establecimiento se prolonga, retardando el

inicio de comienzo de pastoreo.

Después del establecimiento, durante la fase productiva, las exigencias de P

llegan a ser menores, pues las plantas ya han acumulado nutrientes en sus

tejidos y su sistema radicular ya explora mayor volumen de suelo. Adicionalmente,

la ocurrencia normal de simbiosis con hongos micorrízicos, aportan sus beneficios

en dicha fase debido a la mayor capacidad de las raíces de absorber P y otros

nutrientes poco móviles en el suelo como el Zn y el Cu (Marschner y Dell, 1994).

En suelos donde los contenidos de P son bajos, muchas especies forrajeras

manifiestan cierta dependencia micorrízica (Pérez et al., 2011). B. decumbens, es

una de las especies más dependientes, en suelos de fertilidad baja, sobre todo en

aquellos con bajo contenido del elemento (Saif, 1987, Kanno et al., 2006 y Crespo

-Flores et al., 2010).

El K, al igual que el N, es extraído en grandes cantidades por los pastos, de

manera que en condiciones de abundancia en el suelo, las plantas pueden

tomarlo en cantidades similares a dicho nutriente. Las plantas pueden hacer

“consumo de lujo” cuando el contenido de este en el suelo es abundante. Su

deficiencia afecta la respiración, la fotosíntesis y produce una acumulación de

azúcares. En las gramíneas la deficiencia de este elemento se presenta

inicialmente como una clorosis marginal en las hojas viejas, a las que

posteriormente sigue la necrosis. La aparición de estos síntomas indica que el

contenido de este elemento en el suelo ya es un factor limitante. El contenido de

K en las gramíneas puede oscilar desde 0,5 -2,5 % y depende del contenido

asimilable en el suelo  y de la especie de pasto (ICA, 1990; Gusmao et al, 2002).
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2.3.2 S. guianensis
Stylosanthes guianensis parece ser una de la especies de menores exigencias

nutricionales. No obstante, se ha indicado que para su normal desarrollo esta

planta requiere un contenido en el suelo entre 2.5 y 5.5 ppm de P (Muller, 1975;

Fenster y León, 1986), sin embargo, es generalmente sensible a la deficiencia de

este elemento, el cual  es considerado como la deficiencia primaria más frecuente

para esta especie (Tomei et al, 1999), causando retraso en el crecimiento y baja

producción de biomasa (Hutasoit, 2012).

Las dosis de fósforo que permiten la mayor producción de S. guianensis varían de

25 a 50 kg/ha (Tietzel y Bruce, 1973 (citado por Machado y Chao, 1980); CIAT,

1988). Según el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) se

recomienda realizar una fertilización de establecimiento con 22 kg/ha de P y al

año siguiente aplicar otros 7 kg/ha para mantenimiento (Toledo, 1982).

En esta especie, como en las demás leguminosas en general, el P es de vital

importancia, ya que es altamente requerido por el proceso de fijación biológica del

nitrógeno que se establece a través de la simbiosis que realizan estas plantas con

bacterias fijadoras de nitrógeno (BFN), generalmente pertenecientes a los

géneros Rhizobium y Bradyrhizobium. En este proceso, el consumo energético es

considerablemente alto, por lo que el P es empleado para formar moléculas de

ATP (adenosin trifosfato); de estas últimas se necesitan aproximadamente 28

como balance final de consumo, necesario para romper el triple enlace de una

molécula de dinitrógeno (Taiz y Zerger, 2006).

En leguminosas noduladas un 20 % del P total de la planta se encuentra en los

nódulos (Gunawardena et al., 1992). En este sentido la simbiosis tripartita entre

leguminosa-rizobios-hongo micorrízico arbuscular puede ser favorable en el

terreno práctico para conseguir mayor producción de biomasa, si se tiene en

cuenta que los últimos facilitan la llegada de fosfatos de difícil acceso a la raíz,

elemento que escasea su disponibilidad en la mayoría de los suelos, hecho que

beneficia a toda simbiosis fijadora de nitrógeno  (Rodríguez - Barrueco et al.,

1985).

Se estima que a través de la simbiosis Rhizobium - leguminosa se fija de 24 a 584

kg.ha-1 de N al año, siendo esta vía la más elaborada y eficiente entre las plantas

y las bacterias (Martínez - Viera y Dibut, 2012), por lo que utilizar cepas de

rizobios eficientes resuelve en cierta medida los requerimientos de este nutriente.
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No todos los géneros de leguminosas nodulan, sin embargo, en la subfamilia

Papilionoideae, se dan nódulos en un 95 por ciento de los individuos examinados

(Allen and Allen, 1981). El género Stylosanthes, presenta cierta especificidad de

especies de rizobios para poder establecer una simbiosis efectiva, ya que se

pueden encontrar especies con un amplio rango de nodulación efectiva hasta

otras con gran especificidad (Date, 1977).

Es importante conocer que la presencia de altos contenidos de nitratos en el

suelo, inhiben la fijación simbiótica del nitrógeno (FSN). Altos niveles de nitratos

interaccionan con la concentración de oxígeno (Arrese-Igor et al., 1993); (de

Lorenzo et al., 1994),  lo cual afecta el funcionamiento de la nitrogenasa nodular,

enzima protagonista en la reducción del nitrógeno a amoniaco (Iannetta et al.,

1995). Además, para la planta, es más económico, en cuestiones energéticas,

tomar N del suelo y/o de fertilizante que de la FBN. Por todo esto no se

recomienda aplicar fertilizantes nitrogenados cuando se inocula con rizobios, ya

que sería un gasto innecesario. Lo más provechoso de esta simbiosis es el ahorro

de fertilizantes nitrogenados y el beneficio ecológico que ello representa.

S. guianensis es poco exigente de K, siendo muy poco frecuente encontrar

síntomas de deficiencia de este elemento en estas plantas.

En sistemas de pastoreo, alrededor del 80% del K que los animales consumen

regresa al suelo por medio de las excreciones, fundamentalmente a través de la

orina, y constituye un fertilizante potásico efectivo, que está inmediatamente

disponible para las plantas (Hutchings et al. 2007), por lo que se estima que en

estos sistemas donde se encuentre esta especie la necesidad de aplicar potasio

es menor.

De forma general, el 75, 80 y 85 % del N, P y K consumido por los rumiantes son

excretados por las heces y la orina de estos animales. Por lo tanto, la mayoría de

los nutrientes ingeridos se reciclan muchas veces en los ecosistemas de

pastizales (Rodríguez et al. 2005). Estos nutrientes reciclados sobre el pastizal se

pueden convertir en formas asimilables para las plantas. No obstante, estas

excreciones se distribuyen de forma poco uniforme en los potreros. Esto provoca

que el reciclaje de sus nutrientes sea poco eficiente (Crespo, 2013).

Para evitar la degradación del pastizal, el fósforo debe reponerse al suelo a través

de algún portador, anual o bienalmente,  ya que es exportado mediante los cortes

o pastoreos, pero en menor medida que el K y el N, debido a su menor presencia
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en los tejidos foliares. El potasio y el nitrógeno deben reponerse, en el caso de

sistema de corte, después de cada cosecha, ya que se encuentran estos

nutrientes abundantemente en los tejidos vegetales (Suarez et al., 2001).

2.4 Valor nutritivo
2.4.1 B. decumbens
La afectación del valor nutritivo de los pastos es provocada por diversos factores,

entre ellos se encuentran: etapas de crecimiento, relación hoja-tallo, altura del

corte, especies de pastos, edad fisiológica, relación carbono-nitrógeno, humedad

del suelo y el efecto del pastoreo.

El valor nutritivo de B. decumbens se puede considerar como moderado en

términos de su composición química, digestibilidad y consumo. Los contenidos de

proteína de este género varían entre 6 y 8 %, de acuerdo con la especie (Arias y

Hernández, 2002). Además, Miles (2006) asegura que estos indicadores

dependen del manejo integral que reciban.

En un estudio donde se evaluó la composición bromatológica de 24 accesiones

de Brachiaria spp. (Canchila et al., 2009), los rangos que se obtuvieron en los

indicadores nutricionales fueron los siguientes: MS: 23.4 - 25.7 %, Proteína: 6.0 -

7.5 %, grasas: 1.1 - 2.1 %, FAD: 44.0 - 50.5 % y cenizas: 5.5 - 9.0 %. El estudio

incluyó accesiones de las especies B. humidicola, B. dictyoneura, B. decumbens,

B. ruziziensis, B. brizantha y un par de híbridos, resultando los valores de

composición bromatológica esperados, teniendo en cuenta que la fertilización

aplicada fue baja.

2.4.2 S. guianensis
Por otra parte, la leguminosa Stylosanthes guianensis presenta buen valor

nutritivo, en ocasiones mayor que otras especies tropicales (Tomei et al., 1997).

Dentro de su mismo género, los parámetros de calidad de esta especie son

superiores a otras (CIAT, 1988). Análisis químicos realizados en varias especies

de Stylosanthes, mostraron que las cifras de proteína bruta oscilan entre 12,1 y

18,1 % en la planta íntegra (Skerman et al., 1991). Según Patiño et al. (2013) el

contenido de PB varía con la edad y la época o régimen de precipitaciones.

‘t Mannetje y Jones (1992) plantearon que cuando S. guianensis crece en suelos

pobres puede presentar una concentración de P de 0.06 %, pero fertilizado con

este nutriente puede incrementarse hasta más de 0.30 %. También en suelos de
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pH ácido y con bajo contenido del elemento, se han obtenido valores entre 0.24 y

0.25 % de P en los tejidos foliares al aplicar HMA y rizobios (Crespo-Flores et al.,

2014).

En un estudio realizado por Ciotti et al., (2003) en la región del Nordeste de

Argentina, se encontró que en la fase vegetativa, los contenidos de P, K, Ca, Mg y

PB, fueron de 0.25, 1.96, 1.13, 7.8 y 15.4 % respectivamente, y en la fase

reproductiva de 0.45, 1.02, 1.07, 1.05, 14.7 %.

2. 5 Producción de biomasa
La producción de materia seca en los pastos es muy variable, lo cual se debe a

que las condiciones de manejo a que se someten las plantas, la utilización o no

de riego y de fertilización, la intensidad de corte o pastoreo, la época del año y la

edad del pastizal, entre otros, afectan este indicador (Olivera et al, 2006).

En Cuba, como en otros países de la región del Caribe, las épocas del año se

enmarcan como una época lluviosa y otra de escasas precipitaciones. Teniendo

en cuenta esto, los estudios se dividen en cada una de estas etapas

estableciendo comparaciones entre ellas. Por ejemplo, en un estudio del

rendimiento de masa seca (MS) en Brachiaria decumbens, realizado en las

condiciones del Valle del Cauto, se observó claramente la diferencia del

rendimiento de MS de la brachiaria entre las dos épocas del año, variando dentro

de un rango de 0.15 hasta 0.42 tMS/ha/corte, superior siempre en la época donde

ocurren las mayores precipitaciones, altas temperaturas y días más largos (Vega

et al, 2006).

En el género Stylosantes, también se produce una marcada diferencia entre

estaciones, lo cual se puso de manifiesto en un estudio realizado por Vera et al.

(1994) al comparar varios indicadores en distintas épocas (período de máxima y

de mínima precipitación), entre varias especies de gramíneas y leguminosas.

Independientemente de las condiciones edáficas donde se desarrollen los

experimentos, esta diferencia de producción siempre va a estar presente entre las

dos épocas mencionadas, siendo la luz, la temperatura y la humedad los

principales factores que influyen y condicionan su desarrollo vegetativo (Santos

Jr. et al., 2006; Moreira et al., 2009).

Por lo general, la acumulación de materia seca del pasto decrece a medida que

aumenta la frecuencia y la intensidad de defoliación, tanto en especies templadas
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como en especies tropicales (Harris, 1978). Esta reducción en materia seca es

atribuida a varios factores, como la reducción en la intercepción de luz para la

actividad fotosintética, remoción de reservas orgánicas de la planta, reducción en

toma de agua y nutrientes por las raíces y daño en los meristemos apicales

(Harris, 1978; Cuesta et al., 2003). La mayor o menor influencia de estos factores

depende de las condiciones ambientales y las condiciones de pastoreo (Chaparro,

1991).

Cuando los pastos son sometidos a pastoreo, la dinámica de crecimiento no solo

depende de las variaciones del clima y el suministro de nutrientes. Al sumarse la

actividad de los animales en el pastoreo, se producen numerosas y complejas

interacciones, con respuestas morfológicas y fisiológicas variables, en

dependencia del hábito de crecimiento de la planta, mecanismos de propagación

y persistencia, así como del sistema de manejo empleado en su explotación

(Rodríguez y Aviles, 1997).

En pasturas asociadas sometidas a pastoreo intensivo los rebrotes que emergen

dependen de la severidad del pastoreo, lo cual se debe, en parte, a que el

potencial fotosintético de la pastura depende de la proporción de hojas jóvenes

remanentes que quedan en las plantas recién pastoreadas (Palhano et al., 2005).

De estas hojas jóvenes depende directamente la velocidad de recuperación de los

carbohidratos de reserva y está relacionada con la tasa de fotosíntesis (Adjei et

al., 1989).

La radiación solar es uno de los elementos más importantes para la producción de

forraje aprovechable, en virtud de que aporta toda la energía requerida para el

crecimiento. Lo ideal es retirar los animales del pastizal dejando una proporción

tal de hojas jóvenes y activas que permitan la rápida recuperación de la actividad

fotosintética, y el movimiento adecuado de carbohidratos de reserva desde la raíz.

Para el manejo del crecimiento y la producción de biomasa de los pastos no

puede ser ignorada la fertilidad del suelo. Teniendo en cuenta que en nuestro

país, los suelos dedicados a la ganadería presentan un potencial productivo por

debajo del 50% (Pérez de los Reyes, 2011), se hace más necesario manejar su

fertilización, independientemente de los portadores de que se disponga.

En un programa de manejo de pastos, la fertilización es la práctica que produce

los mejores resultados, en un corto tiempo, cuando otros factores del suelo no son

limitantes para el desarrollo de las plantas. La fertilización adecuada aumenta la
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cantidad y calidad del forraje, y por consiguiente se incrementa la capacidad de

mantenimiento y la producción por unidad de área. Para obtener una buena

respuesta a la fertilización es necesario tener en cuenta varios factores

relacionados con el suelo, el clima y la planta. Además, se debe considerar la

cantidad y clase de fertilizante, así como la frecuencia, dosis, método y época de

su aplicación (Eusse, 1994).

También, el tipo de suelo, su nivel de fertilidad, la temperatura del suelo y del aire;

y la cantidad y distribución de las precipitaciones durante la temporada de

crecimiento del pasto, son factores que influyen en el éxito de la asimilación de los

nutrientes aportados (Campbell, 1972).

2.6 Asociaciones leguminosas-gramíneas
La introducción de leguminosas en pastizales ha sido sugerida como alternativa

para suplir o minimizar la deficiencia de nitrógeno en ecosistemas ganaderos, lo

cual aumenta la capacidad de soporte, la longevidad, y su productividad (Almeida

et al., 2003). Además, Cadisch et al. (1994), considera esta práctica como una de

las principales herramientas para prevenir la degradación de los pastizales.

El empleo de las leguminosas asociadas con gramíneas puede producir el ahorro

de fertilizantes nitrogenados, agua, energía y alimentos concentrados, entre otras

ventajas (Ruiz et al, 2001). Sin embargo, la poca persistencia de estas plantas ha

limitado su uso en los pastizales (Ríos, 2002 y Ruiz et al., 2001).

Para lograr asociaciones exitosas de leguminosas y gramíneas debe existir

necesariamente una interrelación armónica y equilibrada entre dos o más

especies de ambos grupos de plantas (Rojas et al., 2005). Sánchez, (1998)

plantea que estas asociaciones  se pueden realizar con leguminosas nativas, que

se encuentran en el pastizal o con especies introducidas y aprobadas.

El establecimiento de una asociación gramínea – leguminosa, requiere de ciertos

arreglos de siembra, para evitar los efectos de competencia, que provoquen el

dominio o desplazamiento de alguno de los componentes botánicos, lo que

aseguraría mantenerla estable en el tiempo y en el espacio en la pradera. Para

obtener el máximo beneficio de la asociación, la disponibilidad de la leguminosa

debe representar entre el 30 y 40 % de la disponibilidad del pastizal; valores

mayores o menores a estos porcentajes, disminuyen la producción de forraje y,

por tanto, la producción animal (Rojas et al., 2005).
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Según Rosales (2006), a pesar de la gran diversidad de especies vegetales en la

zona tropical, los modelos de alimentación animal se han basado principalmente

en el uso de muy pocas especies vegetales. Además, es conocido el desbalance

de la producción de biomasa en las áreas ganaderas del trópico latinoamericano

por la presencia de un período lluvioso y otro período seco, donde solo se

produce el 30 %  del rendimiento total anual en este último (Crespo et al., 1986).

A pesar de los resultados positivos a nivel experimental, para lograr obtener el

potencial productivo de una pradera asociada, en términos de producción de

carne y leche por hectárea, en forma sostenible, es necesario aplicar su manejo

adecuado (Enríquez et al., 1999). Los sistemas semi-intensivos implican un cierto

grado de manejo eficiente del pastoreo, particularmente en lo referente a

frecuencia e intensidad. El mantener una leguminosa en una pradera asociada,

demanda un nivel más sofisticado de manejo, que el de una gramínea bien

adaptada, de modo que las leguminosas pueden desaparecer por un manejo

inapropiado (Argel, 1996).

Se conoce también, que de los suelos dedicados a la ganadería en Cuba, el 47 %

clasifican como malos (más de 3 - 4 factores limitantes), el 14 % como muy malos

(pedregosos, con pendiente muy pronunciada, etc.) y solo el 15 % no posee

factores limitantes. Unido a esto, el último mapeo agroquímico efectuado en el

área ganadera, indicó que alrededor del 50 % de los suelos presenta niveles muy

bajos de P asimilable, el 55 % muestra contenidos muy bajos de K intercambiable

y la tendencia a la acidificación es evidente (Crespo, 2001).

Estas y otras limitaciones a la hora de disponer de un suministro adecuado de

alimento en las praderas de esta región, ha llevado a buscar opciones que

permitan su manejo de una forma más eficiente.

Una de estas alternativas para mejorar la calidad de las praderas tropicales es la

introducción de leguminosas persistentes y compatibles con gramíneas. La

asociación  gramíneas - leguminosas puede representar una opción económica,

para mejorar la producción animal en las regiones tropicales, contribuyendo así a

la solución del problema de la alimentación en estas regiones (Rojas et al., 2005).
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2.6.1 Beneficios de la introducción de leguminosas en el sistema
Entre los beneficios de la introducción de este género de plantas en ecosistemas

ganaderos están las características agronómicas y nutricionales que presentan,

quienes las convierten en una formidable opción para la alimentación animal en

los sistemas agrícolas - ganaderos. Esta familia de plantas puede contribuir a

mejorar la calidad de las dietas  de los animales, cuando son manejadas

eficientemente en sistemas integrales (Ruiz et al., 2005).

Las leguminosas tropicales son capaces de producir volúmenes de biomasa

aceptables que complementan los sistemas ganaderos del trópico, presentando

un grupo de ventajas que la destacan sobre las gramíneas que hacen  que hoy en

día su uso sea imprescindible. Crespo (2009), identificó que las principales

cualidades nutricionales de las leguminosas se manifiestan por:

 Alto porcentaje de PB (15 - 30 %)

 Elevada digestibilidad (58 - 76 %)

 Buena provisión de vitaminas A, B, C y D.

 Abundante calcio

 Mayor contenido de fósforo que las gramíneas

 Alta capacidad de EM (2.2 - 2.7 Mcal/Kg de MS)

Debido a estas bondades, su asociación con las gramíneas forrajeras y de

pastoreo propicia la obtención de una mayor cantidad de biomasa por unidad de

área, con mayor calidad, y mejora sustancial de la relación proteína-energía de

estos alimentos. (Rojas et al., 2005)

La contribución de leguminosas mejoradas como componente forrajero es más

importante cuando ellas se asocian con gramíneas, ya que se benefician del N

fijado por las primeras (Tessema y Baars, 2006). Este proceso es posible por

medio de la fijación simbiótica de este elemento que se establece entre la planta

de leguminosa y algunas bacterias de la familia Rhizobiaceae, las cuales infectan

las raíces de la planta y se multiplican dentro de las células corticales, lo que

induce la formación de nódulos radicales, en el interior de los cuales se realiza la

fijación, con la intervención de la enzima nitrogenasa localizada en el interior de

los rizobios (Helyar, 2003). En esta simbiosis las bacterias ceden el nitrógeno

fijado a la planta y, en cambio, ésta le suministra al nódulo los carbohidratos que

producen la energía necesaria para el proceso de fijación (Martínez et al., 2007).
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Teniendo en cuenta la degradación y la baja fertilidad general de la mayoría de

los suelos que se utilizan en la ganadería en las zonas tropicales de América

Latina y en Cuba, Crespo (2009) recomendó el uso de leguminosas, por su

capacidad de fijar nitrógeno atmosférico (Giller y Cadisch, 1995). Se conoce la

importancia que constituye este elemento tanto para las plantas como para la

nutrición animal, contribuyendo a la capacidad de soporte del pasto, prolongando

su capacidad productiva (Cantarutti et al., 2002) y mejorando la calidad de la dieta

(Paciullo et al., 2003), lo cual influye positivamente en la producción animal.

Otro de los aportes se manifiesta en el aumento de la calidad nutritiva del forraje.

Las  gramíneas tropicales presentan contenidos de proteína total bajos,

inferiores al 7 % durante la época seca, cuando el aporte de nitrógeno del suelo

es deficiente, lo cual afecta el consumo voluntario y consecuentemente, la

producción animal (Villaquirán y Lascano, 1986). La presencia de leguminosas

en la asociación incrementa el valor nutritivo de la gramínea asociada,

particularmente en lo que se refiere a los contenidos de  proteína  total  y

minerales,  lo cual posibilita  mantener  su  calidad  a  través  del  tiempo,  sobre

todo en  la  época  seca (Rojas et al., 2005). Una cualidad distintiva de las

leguminosas es que presenta una menor variación estacional de su valor nutritivo

en comparación con las gramíneas (Monteiro et al., 1998), lo que contribuye

lógicamente a mantener la calidad nutricional de la pradera durante todo el año.

El aumento en la producción de biomasa vegetal en la pradera asociada es

otro de los aspectos a destacar. Las leguminosas incrementan la producción

de materia seca del pastizal cuando éstas se asocian con gramíneas. Esta

disponibilidad adicional de forraje incrementa la carga animal por unidad de

superficie (Rojas et al., 2005). Por citar un ejemplo, Costa et al. (1991) evaluaron

tres gramíneas forrajeras, asociadas con cinco leguminosas,  en  el  periodo  de

máxima precipitación,  donde  las  asociaciones expresaron mayor rendimiento

de forraje que las gramíneas  en monocultivo. También Paciullo et al., (2003) al

evaluar la masa de forraje de un pastizal de Brachiaria decumbens (Stapf.) en

monocultivo ó asociada con Stylosanthes guianensis (Aubl.), encontró notable

incremento del rendimiento en la asociación que en monocultivo. En este y

muchos otros estudios han sido demostrados los beneficios de estas asociaciones.

Por otro lado, Vargas y Valdivia (2005), aseveran que las leguminosas rastreras

permiten la recuperación de la fertilidad del suelo al mejorar la estructura y el pH,
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favoreciendo la biodiversidad de la fauna edáfica y la cobertura del suelo.

Además, numerosos estudios documentan que el contenido de carbono

acumulado del suelo, entre los 20 y 80 cm de profundidad, se puede duplicar o

triplicar con la inclusión de leguminosas en los pastizales (Arias et al. 2001).

Los beneficios que se obtienen con este sistema asociativo de gramíneas-

leguminosas son reflejados en el aumento de la producción animal, obteniéndose

una mayor ganancia de peso en menor tiempo, debido al incremento de la calidad

nutricional en el pastizal por las características nutricionales de las leguminosas.

Está bien documentado que las leguminosas, seleccionadas para suelos ácidos,

en asociación con gramíneas, contribuyen a aumentar entre un 20 y 30 % la

producción de leche y carne de animales alimentados en sistemas de pastoreos

(Lascano y Ávila, 1991). También, Aroeira et al. 2005, al asociar Stylosanthes

guianensis con Brachiaria decumbens en un suelo Latossolo Vermelho - Amarelo

distrófico (Oxisol) concluyeron que el mayor porcentaje de estilosante en el

pastizal contribuyó al aumento del consumo de forraje por los animales en este

caso constituidos por vacas lecheras.

Este sistema de producción ganadero presenta también ventajas económicas

debido a los incrementos que se logran en la producción de leche y carne

(Lascano y Ávila, 1991). Además, se obtienen beneficios ecológicos producto de

la mayor persistencia de las pasturas, así como a la reducción de la necesidad de

fertilizantes nitrogenados y al secuestro de carbono en el suelo (Ibrahim, 1994;

Ibrahim y Mannetje, 1998).

2.6.2 Factores que dificultan el éxito de asociaciones gramíeneas-
leguminosas
Existen algunos factores que atentan contra el éxito de las asociaciones

gramíneas-leguminosas. Una de las preocupaciones mayores es la persistencia

de esta última en el pastizal. Al respecto, González et al., (2004) plantearon que el

aumento de la carga animal atenta contra estas asociaciones, disminuyendo el

porcentaje de leguminosas en el pastizal. Chacón y Stobbs, (1976) se refirieron a

la afectación de la presencia de la leguminosa en el pastizal a causa del pisoteo y

el tamaño del bocado.

También, el decrecimiento del porcentaje de la leguminosa en la asociación,

puede ser atribuido a la competencia por la luz, agua y nutrientes, ejercida por la
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gramínea  (estas presentan un desarrollo más rápido que las leguminosas por

presentar un mayor ritmo de crecimiento), por ser una planta de mayor eficiencia

fotosintética (ciclo C4) en condiciones tropicales y de mejor adaptación a las

condiciones de suelos de baja fertilidad (Aroeira et al., 2005)

No obstante, estos problemas pueden ser resueltos con un manejo adecuado del

sistema. Un ejemplo de ello lo obtuvieron Castillo et al. (1991), quienes lograron

mayor persistencia de la leguminosa al aumentar el número de cuartones de 2 a

4, logrando un mejor resultado cuando el aumento fue a 6 (Castillo et al., 2002).

Por otro lado (Ruiz y Febles, 2001) plantean que aunque durante un largo

período, en el Instituto de Ciencia Animal (ICA), se han realizado estudios en

asociaciones gramíneas-leguminosas en cuanto a cambios en su manejo, que

logran una mayor persistencia de estas, consideran que es necesario seguir

profundizando en los métodos de establecimiento. Esto se debe a que con los

métodos existentes se obtienen pastizales con baja población de leguminosas, y

pocos puntos de enraizamiento, así como, que los métodos de cultivo mínimo no

logran un lecho adecuado para la germinación, emergencia y desarrollo de la

semilla de leguminosas que se pretende introducir.

Según los propios autores, los estudios relacionados con el establecimiento y

explotación del pastizal deben estar encaminados a lograr una mayor cantidad de

plantas y puntos enraizados por área. Ellos proponen que al aumentar el número

de especies de leguminosas rastreras en la asociación, las malezas desaparecen

en el tiempo, mientras las plantas y los puntos enraizados aumentan, lo cual sitúa

a las leguminosas en una mejor posibilidad de resistir el impacto de los animales

durante el pastoreo (Ruiz y Febles, 2005).

Independientemente de las dificultades para su establecimiento, se han obtenido

buenos resultados en este tipo de asociaciones, tal es el caso de Silva y Saliba

(2007), quienes en varios estudios de consorcio de brachiaria con leguminosas,

obtuvieron incrementos tanto en la producción total de biomasa, comparado con

sistema de monocultivo, como en el aumento de peso de los animales. Argel y

Villarreal (1998) y Valentim et al., (2001) también obtuvieron resultados positivos

en este tipo de asociaciones.
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2.7 Fijación biológica del N en leguminosas
La fijación biológica del nitrógeno (FBN) puede definirse como la oxidación o

reducción del nitrógeno para dar amonio u óxidos, y consiste en la conversión del

nitrógeno atmosférico a formas metabolizables, que puedan ser incorporadas por

los seres vivos. Estas formas son el ion amonio (NH4+) o los iones nitrito (NO2–) o

nitrato (NO3–) (Calvo, 2011).

Este fenómeno ha adquirido gran importancia desde el punto de vista agrícola y

ecológico, desde los últimos años del siglo pasado. Es limitado el número de

especies procariotas que se involucran en este fenómeno, conformado

generalmente por bacterias y algas verdes - azules (Cyanophyceae), que puede

manifestarse en procesos de tipo simbiótico o no simbiótico. Las bacterias de la

familia Rhizobiaceae, principalmente los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y

Azorhizobium, se encuentran dentro del grupo de microorganismos que

establecen simbiosis con plantas de la familia Fabaceae. Estos microorganismos

invaden las raíces de estas plantas y provocan la formación de nódulos, en los

cuales se establece la simbiosis en la que se fija el N atmosférico (Nápoles et al.,

2008). A demás, existe otro grupo de bacterias de los géneros Azotobacter,

Beijerinckia, Pseudomonas, Azospirillum, Clostridium, entre otras, denominadas

de vida libre, las cuales habitan en la rizosfera, pero sin tener contacto directo con

las raíces de las plantas (Mayea et al., 1991; Bauer, 2001).

El ambiente natural de los rizobios (bacterias de los géneros Rhizobium,

Bradyhizobium y Azorhizobium) es el suelo, no obstante, existen diversos factores

que condicionan y determinan su actividad y sus poblaciones, como son: el pH, la

temperatura, la humedad, las fuentes de energía (Jiménez y Peña, 2000) y la

toxicidad por Al (Castillo, 2008). También los altos niveles de fertilización

nitrogenada en la leguminosa inhiben esta fijación biológica, por lo que no se

recomienda su aplicación, al menos en altas dosis (Binder, 1997). Igualmente, la

salinidad del suelo conspira con los procesos funcionales de la simbiosis

leguminosa - rizobio, afectando indicadores como: número de nódulos,  materia

seca de los nódulos, masa seca y el nitrógeno total de la parte aérea de la planta

(López, 1998), además del contenido de leghemoglobina y la actividad de la

enzima nitrogenasa (Bolaños et al., 2006; Khadri et al., 2007). No obstante, se

han aislado y probado cepas que ayudan a aumentar la tolerancia de las plantas a

este tipo de estrés (López et al. 2000; Gómez et al., 2013).
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Existe determinado grado de especificidad entre simbionte y macrosimbionte, los

que manifiestan ser selectivos entre ellos para efectuar la infección nodular y la

FBN. Para la ocurrencia de una eficiente simbiosis se necesita de la presencia de

cepas eficientes en la rizosfera de  la leguminosa (García et al., 2000).

Al nivel de la rizosfera ocurre un  intercambio de señalas entre las bacterias de

rizobios y las raíces de leguminosas, influyendo directamente en el grado de

especificidad entre especies y estirpes de bacterias y plantas. El primer nivel de

especificidad en la interacción lo constituye la excreción por las raíces de la

leguminosa de metabolitos secundarios hacia la rizosfera, entre ellos los

flavonoides y chalconas son los más importantes en esta interacción. En

dependencia de la planta y la bacteria, compuestos específicos de estos servirán

como señales inductoras de los genes Nod mediante la proteína Nod D en

Rhizobium (Nápoles et al., 2008). Un segundo nivel lo conforma una señal de

retorno producida por los genes de nodulación, los lipoquitinoligosacáridos,

comúnmente llamados Factores de nodulación o Factor Nod (Spaink et al., 1991;

Schultze et al., 1992).

La simbiosis que se establece entre rizobios y leguminosas se destaca sobre

otros sistemas capaces de fijar N atmosférico. Este fenómeno contribuye con el

gran aporte de N al ecosistema y a la producción de biomasa vegetal,

enmarcando la producción de alimentos tanto para las poblaciones humanas

como animales, se calcula que alcanza el 20 % de la cantidad total del N fijada

anualmente sobre el planeta (Martínez - Viera y Dibut, 2012).

Mediante los numerosos estudios realizados mundialmente, se estima que la FBN

contribuye con el suministro de N a las plantas en dependencia de la eficiencia de

la asociación y de la disponibilidad del elemento en el suelo cuando los factores

ambientales son adecuados (Olivares, 2006).

2.8 Hongos micorrízicos arbusculares
La asociación simbiótica mutualista que se establece entre la mayoría de las

plantas vasculares y ciertos hongos del suelo, los cuales colonizan el tejido

cortical de las raíces durante el período de crecimiento activo de la planta, es

denominada con el término micorriza (Brundrett, 2002; Smith y Read, 2008).

Este fenómeno ha sido muy estudiado por lo que representa para el desarrollo de

las especies de plantas que efectúan esta asociación. Actualmente se reconocen
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tres tipos de asociaciones micorrízicas en base a sus características anatómicas y

estructurales (ectomicorrízas, ectendomicorrizas y endomicorriza) (Read, 1998);

sin embargo, son las micorrizas arbusculares, que pertenecen al tipo

endomicorrizas, las que constituyen el tipo de asociación simbiótica más

extendido en la naturaleza, estableciéndola con más del 80 % de las plantas

vasculares. Estas se encuentran prácticamente en la totalidad de los ecosistemas

terrestres (Allen et al., 2003; Cornejo, 2006) y en el 85% de las plantas con interés

agronómico Fernández (2012).

Esta asociación clasifica como simbiótica mutualista, ya que los organismos

coexisten en un mismo ambiente físico: raíz y suelo, y porque ambos simbiontes

se benefician de la asociación, de manera que el hongo recibe energía para su

crecimiento y manutención de los productos fotosintéticos de la planta, (Cruz et

al., 2007; Smith y Read, 2008), y esta es abastecida de nutrientes y agua a través

de la red de hifas del hongo (Berbara et al, 2006; Siddiqui et al., 2008)

Debido a la estructura extremadamente larga y fina de las hifas extrarradicales del

hongo, estas pueden explorar volúmenes de suelo muy superiores que las

estructuras radicales de la planta (Read y Pérez - Moreno, 2002). Estas hifas se

extienden varios centímetros en el suelo y ayuda a las plantas a absorber los

nutrientes minerales, especialmente los que se encuentran en formas menos

disponibles, tales como el P, el Zn y el Cu (Marschner y Dell, 1994). De esta

forma dichos microorganismos influyen en el crecimiento de las plantas

(Klironomos, 2003; Koide y Mosse, 2004).

A estos hongos también se les atribuye otros efectos, tales como: resistencia de

las plantas al ataque de patógenos del sistema radical (Klironomos, 2003; Akhtar

y Siddiqui, 2007), presencia de metales pesados en el suelo en niveles

preocupantes (Klauberg Filho et al., 2005), estrés hídrico (Montaño et al., 2007) y

condiciones extremas de pH en el suelo (Kanno et al., 2006). También

contribuyen a la formación de agregados estables en el suelo que favorecen su

estructura física producto de las proteínas relacionadas con la glomalina (PSRG)

secretada por el hongo durante la asociación (Driver et al., 2005; Rillig y

Mummey, 2006; Purin et al., 2007).
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2.8.1 Importancia de los HMA en la nutrición de las plantas
Muchos estudios se han llevado a cabo relacionados con el papel de los hongos

micorrízicos arbusculares en la nutrición de las plantas, debido principalmente a

su influencia en el crecimiento y desarrollo de estas. Esto está estrechamente

ligado al mayor volumen de suelo que exploran las raíces de las plantas

micorrizadas, que las capacita para acceder a nutrientes de fuentes minerales y

orgánicas menos accesibles en el suelo (Covacevich et al., 2006; Leigh et al.,

2009).

Es conocida la absorción de nitritos (NO2
-) y nitratos (NH3

-) del suelo a través del

micelio extrarradical de los HMA (Villegas y Fortín, 2002; Govindarajulu et al.,

2005), y existen criterios sobre la posible absorción de cantidades importantes de

N orgánico (Gryndler, et al., 2009; Leigh et al., 2009). Esto parece estar

relacionado con la presencia de un transportador de alta afinidad por el NH4
+,

expresado en las hifas extrarradicales de Glomus intraradices (López-Pedrosa et

al., 2006).

También se ha comprobado la transferencia a través de este mecanismo, de

nutrientes como el K, Ca, Mg y S, y de micronutrientes como el zinc (Zn), Boro

(B), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo) (Cardoso y Kuyper, 2006). Aunque no abundan

los estudios sobre los mecanismos fisiológicos y bioquímicos que regulan los

procesos de absorción de estos elementos, se ha sugerido que la influencia de los

HMA en su absorción y transferencia, está directamente relacionada con el

aumento del volumen de suelo que pueden explorar las estructuras fúngicas

(Janos, 2007).

La absorción del P es considerado el beneficio más importante debido al

incremento que se produce de este elemento en los tejidos de la planta (Helgason

y Fitter, 2009),  siendo de las más estudiadas, ya que de las cantidades presentes

de este elemento en el suelo, entre un 90 y un 95% se encuentran de forma no

disponible para las plantas (Smith y Read, 2008). Fundamentalmente en las

zonas tropicales, este elemento se encuentra en bajas concentraciones y su baja

movilidad es su característica distintiva. Es precisamente en estas condiciones en

que se pone de manifiesto el efecto beneficioso de la simbiosis, siendo

determinante en la supervivencia de diversas especies vegetales, sobre todo de

aquellas incapaces de absorber formas menos móviles de este elemento (Atul-

Nayyar et al., 2009).
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La presencia de transportadores de H2PO4
- de alta afinidad, determina que la

absorción y transferencia de P a la planta mediante las hifas del hongo, sea un

proceso rápido y eficiente (Requena et al., 2003; Yao et al., 2008). El H2PO4
-

absorbido es rápidamente transformado en polifosfato en el micelio extrarradical

(Ezawa et al., 2004). Conjuntamente con estos procesos, los ácidos orgánicos y

las fosfatasas que producen las hifas extraradicales, posibilitan la solubilización

del fósforo fijado en el suelo (Koide y Kabir, 2000; Wang et al., 2004).

Al interactuar los HMA con otros microorganismos ocurren cambios que también

influyen en la nutrición de las plantas. Entre ellos podemos mencionar el

suministro de energía a través de compuestos carbonados procedentes de la

planta hospedera, los cambios en el pH de la micorrizosfera inducidos por el

hongo y la exudación de sustancias que estimulan o inhiben la actividad de los

otros microorganismos (Atul-Nayyar et al., 2009). Autores como Barea et al.

(2002); Chalk et al. (2006) y Tajini y Drevon, (2012), observaron el sinergismo

manifestado entre los HMA y las rizobacterias fijadoras de N, solubilizadoras de

fosfatos o promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), acompañado de mejoras

en el estado nutricional de las plantas.

2.8.2 Micorrizas en agroecosistemas de pastizales
Los ecosistemas de pastizales se distinguen por poseer una alta población de

hongos micorrízicos. Esta característica puede deberse a que en este tipo de

sistemas la realización de labores de preparación de suelo es mínima o nula,

teniendo en cuenta que según estudios de González et al., (2007) los

antecedentes culturales afectan en cierta medida las poblaciones de estos

hongos, provocando  la ruptura y muerte de las hifas y a la reducción de la

densidad de las esporas, ya sea por la inversión del prisma o por la acción

mecánica de los implementos agrícolas en las estructuras micorrízicas del pasto

(Boddington y Dodd, 2000; Galvez et al., 2001).

Miller et al. (1995) plantearon que en los suelos cubiertos de pastizales, las hifas

extrarradicales forman una extensa red de micelios que puede alcanzar hasta 111

m por cm3 de suelo. Esas hifas continúan colonizando y conectan los sistemas

radicales de las comunidades de plantas que cohabitan en el mismo. Al mismo

tiempo, a través de la reproducción asexual de las esporas del hongo  se
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garantiza la renovación de sus estructuras, manteniendo así un sistema complejo

y eficiente de absorción de nutrientes (González, 2014).

También el tipo de plantas que abundan en las praderas puede influir en la

abundancia de estos microorganismos en el suelo. Se han encontrado gramíneas

características de estos sistemas, que presentan un grado importante de

colonización por HMA y responden favorablemente a dicha asociación (Hetrick et

al., 1990; Hartnett y Wilson, 1999, 2002). Normalmente aquellos grupos de

especies que poseen sistemas radicales con altos valores de frecuencia de

ramificación, alta densidad y amplia longitud de raíces, como muchas gramíneas

(Koide, 1991; Brundrett, 2002), presentan menor dependencia micorrízica, lo cual

no necesariamente es proporcional al nivel de colonización (Smith et al., 2003).

Por otro lado, ha sido estudiado el efecto del pastoreo sobre la colonización de los

pastos por los HMA. Autores como Hetrick et at., (1990) y Gehring y Whitham

(1994, 2002), encontraron que la intensidad de colonización disminuye bajo

regímenes intensos de pastoreo, mientras que en sistemas pastoriles de

moderada intensidad la colonización no es afectada (Lugo et al., 2003; Saito et

al., 2004; Pietikäinen et al., 2005) o aumenta (Kula et al., 2005; Wearn y Gange,

2007).

2.9 Interacción HMA - rizobios
Se ha demostrado los beneficios de la interacción entre los hongos micorrízicos

arbusculares y los rizobios. En su mayoría, las bacterias de la rizósfera y los

hongos son altamente dependientes de las asociaciones con las plantas y están

claramente reguladas por exudados de las raíces (Bonfante y Anca, 2009).

La simbiosis tripartita HMA-rizobio-leguminosa es un ejemplo de dicha interacción,

sobre la que han sido informados resultados que revelan que se obtiene un mayor

intercambio entre los simbiontes y efectos superiores a las plantas, comparado

con las relaciones basadas en asociaciones no simbióticas. En este caso, el

rizobio aporta el nitrógeno fijado, mientras que los HMA incrementan la absorción

de otros elementos como el P, el cual se destaca por la importancia que tiene en

el proceso de fijación simbiótica del N2 (Rivera y Fernández, 2003; Rabie et al.,

2005).

Se ha planteado que la colonización de las raíces por los HMA puede afectar

directa o indirectamente a las comunidades de bacterias asociadas a la rizosfera.
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Las directas abarcan el suministro de energía mediante compuestos ricos en

carbono, que son transportados desde la planta hospedera hacia la micorrizosfera

mediante las hifas del hongo (Bonfante y Anca 2009). Las indirectas se relacionan

con los efectos de los HMA en el crecimiento de la planta hospedera, la exudación

de sustancias estimuladoras del crecimiento y la mejora de la estructura del suelo,

factores que incrementan la actividad de las bacterias nitrofijadoras (Antoun y

Prévost 2005).

González et al., (2012), al evaluar el efecto de la coinoculación de cepas de

rizobios y una cepa de HMA (Glomus cubense), en plantas de Kudzú (Pueraria

phaseoloides), corroboró estos planteamientos, al obtener incrementos en los

rendimientos y el contenido nutricional del pasto en los tratamientos donde se

combinaron ambos microorganismos. También Martín et al., (2015), obtuvo

mayores valores de MS en el cultivo de canavalia (Canavalia ensiformis (L.) D.C.),

al inocular con cepas específicas por tipo de suelo.

Trabajos como el referido anteriormente reflejan que la interacción entre estos

microorganismos requiere de ciertas condiciones para lograr establecer una

simbiosis efectiva, el pH, la fertilidad y la humedad del suelo son algunos de los

factores que más influyen. Por otro lado Tajini y Drevon (2012) plantean la

existencia de cierto grado de especificidad entre bacterias y HMA. Cuando se

asocian bacterias específicas con hongos micorrízicos se puede crear un

sinergismo indirecto, manifestándose positivamente en el crecimiento vegetal, la

adquisición de nutrientes (Barea, 1997; Barea et al., 2002) y el aumento de la

ramificación radical (Gamalero et al., 2004).

2.10 Perspectiva del manejo de biofertilizantes en los agroecosistemas de
pastizales
La pérdida de la fertilidad de los suelos en ecosistemas de este tipo y su

empobrecimiento en general es una de las causas fundamentales de la

degradación de los pastizales. Entre los factores que influyen en ella podemos

mencionar el clima, la disponibilidad de los nutrientes, el sistema de explotación,

la composición de las especies de pastos, el tipo y estructura del suelo, así como

la macro, meso y microorganismos que habitan en la comunidad edáfica (Herzog

et al., 2008; Phoenix et al., 2008).
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Los HMA contribuyen a la reducción de la pérdida de nutrientes en estos

ecosistemas. González (2014), encontró que un pastizal de brachiaria inoculada

con G. cubense en suelo Ferralítico rojo, no mostró pérdidas significativas del P

asimilable en el suelo durante seis años sin fertilizar con portadores de este

elemento. También Van der Heijden (2010) observó en tres pastizales

micorrizados, formados cada uno por una especie de pasto, que las pérdidas de P

y N se redujeron significativamente, en comparación con aquellos formados por

esas mismas especies, pero en ausencia de micorrización. Estos resultados

reflejan la contribución de los HMA a la sostenibilidad del ecosistema, reduciendo

las pérdidas de estos elementos.

Por otro lado, el aporte de nitrógeno a través de la fijación biológica de este

elemento, llevado a cabo mediante la simbiosis rizobios-leguminosas, constituye

uno de los componentes primordiales de la sustentabilidad agrícola. El ahorro de

fertilizantes nitrogenados que puede representar el manejo eficiente de

biofertilizantes basados en estos microorganismos puede ser de gran importancia

económica, y un favorable impacto ecológico, lo cual contribuye a la conservación

de los suelos y las aguas subterráneas.

Se calcula que a través de este fenómeno se alcanza el 20 % de la cantidad total

del N fijada anualmente sobre el planeta (Martínez - Viera y Dibut, 2012).

Debido a la multiplicidad de especies y estirpes de rizobios conocidos, y la

especificidad que muestran respecto al hospedero y condiciones del suelo, será

necesario continuar el trabajo de aislamiento de cepas y estudiar su efectividad en

distintos escenarios. Lo mismo sucede con los HMA, con la diferencia de que su

funcionamiento eficiente está dado en menor medida por la especie de planta con

la que realiza simbiosis, pero mayormente influenciado, al parecer, por las

características químicas del suelo, principalmente su rango de pH (Rivera et al.

2003).

Luego de años de investigaciones en Cuba sobre los beneficios que estos

microorganismos ejercen en los cultivos, los resultados obtenidos apuntan hacia

la utilización de una tecnología que consista en la aplicación conjunta de

biofertilizantes basados en estos microorganismos. Ejemplo de esto son los

incrementos obtenidos en el rendimiento de granos del frijol común (Phaseolus

vulgaris L, variedad CC-25-9 negro) (González et al., 2012a) y en el rendimiento
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y valor nutricional del kudzu (Pueraria phaseoloides, vc. CIAT-9900) (González et

al., 2012b).
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III. Materiales y Métodos generales

3.1 Condiciones experimentales
Se realizaron dos experimentos, ambos se ejecutaron en La Estación

Experimental de Pastos y Forrajes de Cascajal, ubicada en Santo Domingo,

provincia de Villa Clara, Cuba.

3.1.1 Clima y suelo

La estación está situada a los 31
o

grado a 21' de latitud este y a los 20
o

grados y

21' de longitud oeste a 60 metros sobre el nivel del mar. La temperatura media

fluctúa entre los 22,0 y 27,8°C, y la humedad relativa entre el 79 y 84 %.  El

promedio anual de precipitaciones es de 1 264 mm, de esta cantidad, el 75 %

(948,75 mm) ocurre en el periodo lluvioso (mayo-octubre) y el 25 % (361,25 mm)

en el poco lluvioso (noviembre-abril) (Olivera et al., 2012).

La figura 1 muestra los datos de las variables meteorológicas durante el período

en que se ejecutaron los experimentos, tomados en la propia Estación

Experimental.

Figura 1. Comportamiento de variables meteorológicas en los períodos
experimentales.

Los experimentos se desarrollaron en condiciones de campo, sobre un suelo

Gleysol Nodular Ferruginoso, dentro del sub tipo GNF arénico, álbico y

petroférrico, según la Versión de Clasificación de los Suelos de Cuba 2015

(Hernández et al. 2015). La tabla 1 muestra sus principales características

químicas y el número de esporas presentes al inicio de los experimentos. En el

Anexo 1 se presenta la descripción y foto del perfil con los datos

correspondientes.
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Tabla 1. Características químicas del suelo y número de esporas (0 – 20 cm
de profundidad).

CCB (Capacidad de Intercambio de Bases). MO: materia orgánica. CCB: capacidad de

intercambio de bases. IC: intervalo de confianza (α = 0.05).

Los resultados muestran que el contenido  de materia orgánica (MO) es bajo; el

pH es fuertemente ácido; el fósforo (P) se considera bajo y los valores de calcio

(Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), potasio (K) y la capacidad de cambio catiónico

(CCB) presentan valores muy bajos, según Paneque et al., (2001).

3.1.2 Material vegetal
El material vegetal empleado en ambos experimentos fue la especie Stylosanthes

guianensis (Aubl.) Sw. cv. CIAT-184. En el segundo experimento se empleó,

además, la especie Brachiaria decumbens cv. Basilisk.

3.2 Descripción de los experimentos

3.2.1 Experimento 1. Coinoculación de aislados de rizobios y una cepa de
hongo micorrízico arbuscular en Stylosanthes guianensis

En este experimento se seleccionaron aislados de rizobios efectivos para S.

guianensis y se evaluó el efecto de su coinoculación con Funneliformis mosseae.

Para ello se evaluaron ocho tratamientos (Tabla 1), los cuales se distribuyeron en

un diseño de bloques al azar con cuatro réplicas. Las parcelas constituyeron la

unidad experimental, y tenían una superficie total de 2 m2 y un área de cálculo de

14 m2.

Área expe
rimental pH MO P2O5 Ca Mg Na K CCB

# esporas

H2O (%) (mg.100g-1) (cmol.kg-1)

En 50 g de
suelo

Expo. 1 4.7 2.43 2.2 3.5 1.2 0.10 0.11 4.91 175

IC± 0.01 0.02 0.02 0.01 0.03 0.01 0.01 0.01

Expo. 2 4.9 2.36 1.8 3.56 1.51 0.14 0.11 5.31 328

IC± 0.01 0.03 0.02 0.01 0.03 0.01 0.01 0.01
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Tabla 2: Descripción de los tratamientos del primer experimento.

Tratamientos Cepa de rizobio Cepa de HMA

1 NI NI

2 Sty-1 NI

3 Sty -2 NI

4 Sty -3 NI

5 NI F. mosseae

6 Sty -1 F. mosseae

7 Sty -2 F. mosseae

8 Sty -3 F. mosseae

NI: no inoculado. Sty-1 Sty-2 y Sty-3 (cepas de rizobios)

El experimento se condujo durante el período junio a noviembre de 2011. La

preparación del suelo se realizó de forma convencional, con las labores de

roturación, grada ligera, cruce, grada y surcado. La siembra se realizó en surcos

separados a 70 cm y a chorrillo, con una dosis de 8 kg de semilla total ha-1 (2 kg

de semilla pura germinable ha-1). Antes de la siembra, la leguminosa fue

inoculada con cada microorganismo, según el tratamiento. El experimento se

condujo en condiciones de secano y no se aplicaron fertilizantes ni mejoradores

de la fertilidad del suelo.

Se determinó el contenido de esporas de HMA en el suelo al inicio y al final del

experimento, así como la frecuencia e intensidad de la colonización micorrízica a

los 120 días después de la siembra (dds). Al inicio de la floración se determinó el

número de nódulos por planta y su efectividad, y se realizaron dos cortes del

forraje, a los 60 y 120 dds, para determinar el rendimiento de MS (t ha-1) y las

concentraciones de N, P y K del estilosante.



33

3.2.2 Experimento 2. Establecimiento de Stylosanthes guianensis vc. CIAT-
184 coinoculado con rizobios y F. mosseae en un pastizal de Brachiaria
decumbens

En este experimento se evaluó el efecto de la coinoculación con aislados de

rizobios y F. mosseae en el establecimiento de S. guianensis en un pastizal de B.

decumbens. En el mismo se evaluaron cuatro tratamientos, los cuales se

describen en la tabla 3, en un diseño de bloques al azar con cinco réplicas.

Tabla 3. Descripción de los tratamientos del segundo experimento.

Tratamientos Especies de pasto Inoculación.

T1 B. decumbens (monocultivo) NI

T2 B. decumbens + S. guianensis NI

T3 B. decumbens + S. guianensis F. mosseae + Sty-2

T4 B. decumbens + S. guianensis F. mosseae + Sty-3

NI: no inoculado. Sty-2 y Sty-3 (aislados de rizobios)

Los tratamientos se distribuyeron en parcelas de 20 m2, las cuales constituyeron

la unidad experimental.

Este experimento se condujo desde junio de 2013 hasta enero de 2014. La

leguminosa se sembró en un pastizal ya establecido de Brachiaria decumbens cv.

Basilisk, con una dosis de 8 kg de semilla total ha-1 (2 kg de semilla pura

germinable ha-1). Antes de la siembra, la brachiaria fue sometida a un pastoreo

profundo con el objetivo de disminuir su altura, para luego distribuir a voleo las

semillas de estilosante, coinoculadas o no según el tratamiento.

Se determinó el número de esporas en el suelo al inicio y final del experimento,

así como las variables fúngicas y el número y la efectividad de los nódulos a los

180 días después de la siembra. Al final del experimento también se determinó  el

rendimiento de MS y las concentraciones de proteína bruta (PB), P, K, fibra neutro

detergente (FND) y digestibilidad de la materia orgánica (DMO) del follaje de la

asociación. Además se hicieron tres muestreos (al inicio y a los 95 y 180 dds)

para determinar la composición botánica de cada parcela. El experimento se
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condujo en condiciones de secano y no se aplicaron fertilizantes ni mejoradores

de la fertilidad del suelo.

3.3 Procedimiento general y determinaciones realizadas
3.3.1 Muestreos y análisis de suelos
Al inicio de ambos experimentos se hicieron muestreos de suelo para determinar

sus características químicas. Para ello se tomaron 5 submuestras a una

profundidad de 0-20 cm en puntos equidistantes ubicados en el área de cálculo,

para formar una muestra compuesta por parcela.

Para la caracterización química se emplearon los siguientes métodos,

establecidos en el Laboratorio de Análisis de Suelos del Instituto Nacional de

Ciencias Agrícolas (INCA) y descritos en el manual de técnicas analíticas para

análisis de suelo, foliar, abonos orgánicos y fertilizantes químicos (Paneque et al.,

2011):

 pH H2O: Potenciometría: relación suelo - agua: 1: 2. 5.

 MO: Walkley y Black.

 P2O5 asimilable: Oniani (extracción con H2SO4 0.1 mol L-1).

 Cationes intercambiables: extracción con NH4 Ac 1 mol L-1 a pH 7 y

determinación por valoración con EDTA (Ca y Mg) y fotometría de llama

(Na y K).

 CIB: suma de cationes intercambiables.

3.3.2 Métodos de inoculación de los biofertilizantes empleados
Se emplearon tres aislados de rizobios denominados Sty-1, Sty-2 y Sty-3 los

cuales pertenecen al cepario del Laboratorio de Bacteriología del Departamento

de Fisiología y Bioquímica Vegetal del Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas

(INCA).

Estos microorganismos, posibles miembros del género Bradyrhizobium por sus

características culturales, morfológicas y algunas fisiológicas; fueron obtenidos del

interior de nódulos de plantas de Stylosanthes guianensis (sin inocular) que

habían crecido espontáneamente como parte de un pastizal de Brachiaria

brizantha cv. Marandú (Pérez et al., 2008).

También, en ambos experimentos se utilizó una cepa de hongo micorrízico

arbuscular (HMA) denominada INCAM-2, de la especie Funneliformis mosseae



35

(Nicol. & Gerd.) (Schüßler y Walker 2010). Esta cepa, reproducida en el cepario

de micorrizas del Departamento de Biofertilizantes y Nutrición de las Plantas,

también del INCA, fue seleccionada  debido a su alta eficiencia, según estudios

previos de cepas de HMA-especies de pastos que se realizaron en las propias

condiciones edáficas donde se condujo el experimento (Ramírez et al, 2006).

Se utilizó para ambos microorganismos inoculantes que, en el caso del  rizobio

contenía 10 x 1010 UFC g-1, y 33 esporas. g-1 la cepa de HMA. Los inoculantes

contenían similar número de microorganismos en ambos experimento, para

garantizar la semejanza entre ellos. Se aplicaron por el método de recubrimiento

de la semilla al momento de la siembra, en cantidades equivalentes a 4.41 mL y

100 g de inoculo de rizobio y HMA respectivamente por cada kg de semilla

(Fernández et al. 2001).

3.3.3 Composición botánica del pastizal
Para determinar la composición botánica del pastizal se empleó el método del

rango en peso seco, adaptado de t, Mannetje y Haydock, (1963). Para ello se

colocó, dos veces en la parcela, un marco de 25 x 25 cm y se cortó el material

vegetal dentro del cuadro. Consecutivamente, las muestras fueron secadas en la

estufa a 70 Cº durante 72 h hasta obtener un peso constante para determinar el

porcentaje de (MS) del peso total de la muestra. Más adelante, se separaron las

especies de pastos de la muestra agrupada de la manera siguiente: (B.

decumbens, S. guianensis y otras especies), se determinó el peso de MS por

especie y el porciento que representó cada una mediante la fórmula:

% de la especie =  MSE x 100/MST
Donde MSE es el peso de masa seca de la especie y MST el peso de masa seca

total de la muestra.

3.3.4 Rendimiento de masa seca
Para determinar el rendimiento de MS del estilosante en el primer experimento se

cortó el pasto en el área de cálculo de cada parcela, a una altura de 10 cm de la

superficie del suelo.

En el segundo experimento, se colocó un marco de 0,25 m2, dos veces en cada

parcela y se cortó el pasto dentro de cada uno de ellos, a una altura de 10 cm.

En ambos casos, a partir de la muestra original, se tomaron muestras de 200 g de

masa verde (MV) de la parte aérea de las plantas, las cuales se secaron en estufa
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a 70°C durante 72 h para determinar el porcentaje de masa seca (MS). El

rendimiento de MS se calculó mediante la fórmula: Rendimiento de MV * % de
MS / 100.

3.3.5 Concentraciones de nutrientes
Las muestras tomadas para determinar el rendimiento de MS, fueron molinadas y

llevadas al laboratorio de análisis químico para determinar las concentraciones de

N, P y K  de la biomasa de la parte aérea del pasto, mediante las metodologías

descritas por (Paneque et al., 2011):

N: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación colorimétrica con el

reactivo de Nessler.

P: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación colorimétrica con el reactivo

molibdato de amonio.

K: digestión húmeda con H2SO4 + Se y determinación por fotometría de llama.

Estos elementos se determinaron en ambos experimentos.

En el segundo se determinó, además, la fibra neutro detergente (FND) (Van Soest

et al. 1991)  y la digestibilidad de la materia orgánica (DMO) en KOH (Kesting

1977). También se calculó la concentración de proteína bruta = N x 6.25, según

AOAC (1995).

3.3.6 Variables fúngicas
Para la estimación de los indicadores de frecuencia e intensidad de la

colonización (IC), las muestras de raíces fueron lavadas y secadas en la estufa a

70 o C hasta obtener un peso constante y se tiñeron según la metodología descrita

por Rodríguez et al., (2015).

Para el cálculo se utilizó la metodología descrita por Trouvelot et al. (1986), la que

permite evaluar la ocupación fúngica de cada intercepto mediante la asignación

de un nivel (Tabla 4) y utiliza la fórmula: % IC = Σ A / Σ Z
Donde: Z es el número de interceptos contados en cada nivel y A es el resultado

de la multiplicación del número de interceptos contados en cada nivel (Z), por el

porcentaje de ocupación observada.
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Tabla 4. Transformación de los porcentajes de ocupación fúngica
intrarradical en niveles, según Trouvelot (1986).

Niveles de evaluación % de ocupación
observada

0 0
1 1
2 2,5
3 15,5
4 35,5
5 47,5

También al inicio y al final de cada experimento se tomaron muestras de la

rizosfera en las parcelas, para determinar la concentración de esporas según la

metodología descrita por Gerdemann y Nicholson, (1963); modificada por Herrera

et al, (1995), basado en el tamizado y decantado por vía húmeda de los

propágulos del hongo. Las esporas se colectaron sobre una malla de 40 μm de

apertura, se separaron por centrifugación con sacarosa y Tween 80 y se

observaron posteriormente en un estéreo microscopio óptico (20 - 40x).

3.3.7 Conteo y determinación de la eficiencia de los nódulos de rizobios
En el inicio de la fase de floración de cada experimento se extrajeron de cada

parcela 10 plantas de S. guianensis con sus raíces respectivas, para determinar el

número de nódulos por planta. Una vez llevadas las plantas al laboratorio se

procedió a realizar el conteo de nódulos en raíces cuidadosamente lavadas junto

con la observación cualitativa del tamaño y tonalidad interna, su efectividad se

determinó observando mediante un corte transversal del nódulo, aquellos que

presentaron coloración roja a rosada (apreciación: +++ y ++, respectivamente) por

evidenciar presencia de leghemoglobina, mientras que el color blanco

(apreciación: +) se consideró como nódulo joven (FAO 1985).

3.4 Análisis estadístico
Para el procesamiento estadístico se comprobó la normalidad de los datos

mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de la varianza por

la prueba de Levene, los cuales cumplieron con este requisito, por lo que se

procedió a realizar el análisis de varianza a los datos originales según Vásquez

(2011). Los resultados de ambos experimento se evaluaron mediante el análisis

de varianza, utilizándose un modelo matemático de clasificación doble. Se empleó

la dócima de comparación múltiple de Duncan (1955) en los casos en que hubo
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diferencias significativas entre tratamientos, para establecer las diferencias

significativas entre las medias. Los cálculos se realizaron a través del paquete

estadístico IBM SPSS Statistics 19.

3.5 Valoración económica
Para la valoración económica se realizó una comparación entre los costos del

tratamiento de la brachiaria en monocultivo, el de la asociación de la brachiaria

con estilosante y la asociación en presencia de la inoculación de rizobios y HMA.

Para ello se utilizaron los siguientes indicadores:

1- Costo del establecimiento de la leguminosa (CUP ha-1): Sumatoria de los

gastos incurridos por la depreciación del pastizal de brachiaria, los precios de la

semilla de estilosante y de los inoculantes.

2- Costo de la biomasa producida en el pastizal (CUP t-1 MS): costo del

establecimiento de la asociación (CUP ha-1)  / rendimiento de MS (t ha-1) de cada

tratamiento.

3- Ahorro por disminución del costo de la biomasa producida (CUP  t-1 MS):

diferencia del costo unitario de la biomasa producida en el pastizal (CUP t-1 MS)

entre el tratamiento sin aplicación de inoculantes y los inoculados.

Para el cálculo de estos indicadores, se utilizó como información básica la

ofrecida en la tabla 5.

Tabla 5: Costos del establecimiento de la leguminosa y de la aplicación de
inoculantes.

Indicador Unidad Valor Referencia
Depreciación del
pastizal de brachiaria CUP ha-1 año 126.40 Ver anexo 2

Precio de semilla de
estilosante CUP kg-1 49.78 MINAG, 2014

Precio del inoculante
micorrízico EcoMic® CUP kg-1 8.00 Ficha de Costo EcoMic®

INCA (2015)
Precio del inoculante
de rizobio Azofert® CUP dosis-1 34.00 Ficha de Costo Azofert®

INCA (2015)
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IV. Resultados y discusión
4.1 Experimento 1: Coinoculación de aislados de rizobios y una cepa de
hongo micorrízico arbuscular en Stylosanthes guianensis

4.1.1 Variables fúngicas del estilosante
Se encontró diferencia significativa (P < 0.05) para las variables fúngicas del

estilosante (Tabla 6). La inoculación de F. mosseae incrementó la frecuencia e

intensidad de la colonización y número de esporas, lo que corroboró la efectividad

de esta cepa para alcanzar niveles de ocupación radical mayores que los HMA

residentes (Ramírez et al, 2006), al menos en las condiciones de este

experimento.

Tabla 6. Efecto de los tratamientos en las variables fúngicas del estilosante.

Sty-1, Sty-2 y Sty-3: aislados de rizobio inoculados; HMA: cepa de hongo micorrízico

arbuscular Funneliformis mosseae; NI: no inoculado; I: inoculado con F. mosseae. EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

El hecho de que los HMA residentes no hayan mostrado valores de estos

indicadores similares a los de la cepa introducida puede relacionarse con lo

planteado por Miranda et al. (2005), quienes aseguran que la eficiencia de la

Tratamientos Variables fúngicas

Rizobios HMA Frecuencia
(%)

Intensidad
(%) # esporas/50 g

NI NI 29.50 c 1.35 c 189 c

Sty-1 NI 31.28 c 1.35 c 220 c

Sty-2 NI 32.50 c 1.32 c 217 c

Sty-3 NI 31.15 c 1.35 c 217 c

NI I 49.35 b 2.46 b 410 b

Sty-1 I 48.50 b 2.48 b 414 b

Sty-2 I 59.00 a 2.84 a 517 a

Sty-3 I 59.83 a 2.85 a 511 a

EE± 1.35* 0.03* 3.85*
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inoculación de HMA para promover el crecimiento de las plantas, depende de su

capacidad para competir con los HMA nativos. Esto se relaciona con la

infectividad de la cepa, su capacidad para producir hifas externas, la velocidad de

la hifa para colonizar las raíces y su habilidad para mantener niveles de

colonización en condición competitiva.

En estas variables, al combinarse esta cepa de HMA con las cepas de rizobios

Sty-2 y Sty-3, se constataron diferencias significativas con respecto a las cepas

inoculadas por separado. Similares resultados alcanzó Tamayo (2014), quien al

coinocular cepas de Rhizobium y hongos micorrízicos en Canavalia ensiformis (L),

encontró que la mejor combinación en la condición edáfica utilizada fue la cepa R.

intraradices con la cepa denominada Can 5 de la rizobacteria, donde se

alcanzaron los mayores valores de frecuencia e intensidad de colonización por el

hongo, entre otros indicadores. También, Parra (2012) en estudios realizados

sobre el efecto de Rhizobium y micorrizas arbusculares en el desarrollo de

Cajanus cajan en suelos naturales de la localidad de Espino, en el estado Guárico

de Venezuela, informó que los valores más altos de intensidad y frecuencia de

colonización micorrízica, fueron encontrados en los tratamientos con la

combinación de ambos microorganismos, en comparación con los demás

tratamientos donde se aplicaron por separado.

El proceso de fijación de N2 llevado a cabo a través de la simbiosis rizobio-

leguminosa es gran consumidor de energía en forma de ATP (Adenosin trifostato),

por lo que la planta requiere de un suministro mayor del elemento fósforo, por ser

este un componente fundamental de dicha molécula. Si se tiene en cuenta que los

hongos micorrízicos arbusculares (HMA) juegan un papel clave en la adquisición

de dicho elemento, siendo el suelo donde se desarrolló el estudio deficiente del

mismo, se puede inferir que el hongo necesitó de un mayor desarrollo de sus

estructuras para lograr poner a disposición de la planta el P y otros nutrientes

requeridos adicionalmente, con respecto a los tratamientos donde no se

coinocularon ambos organismos.



41

4.1.2 Efectividad de la nodulación del estilosante
Los aislados de rizobios Sty-2 y Sty-3 produjeron una mayor nodulación al

estilosante, aunque la mayor efectividad de sus nódulos se alcanzó cuando se

combinaron con F. mosseae, exhibiendo valores superiores al 95 % (Tabla 7).

Estos resultados coinciden con los alcanzados por Tajini et al., 2012, quienes

observaron que la nodulación del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) genotipo

Flamingo inoculado con una cepa de rizobio se vió favorecida cuando se utilizó

además una cepa de R. intraradices. También Nautiyal et al. (2010) encontraron

que al coinocular rizobios y HMA en Cicer arietinum L. aumentó el número y el

peso seco de los nódulos por planta.

Tabla 7. Efecto de los tratamientos en la nodulación del estilosante.

Sty-1, Sty-2 y Sty-3: aislados de rizobio inoculados; HMA: cepa de hongo micorrízico

arbuscular Funneliformis mosseae; NI: no inoculado; I: inoculado con F. mosseae. EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

Se sabe la importancia que tiene el elemento fósforo para el correcto

funcionamiento de la FBN. Tajini et al., (2012), concluyeron en su trabajo que

adecuadas combinaciones de HMA y rizobios, puede incrementar el crecimiento

Tratamientos Nodulación

Rizobios HMA Nódulos/planta
Nódulos efectivos

(%)

NI NI 14 c 38 d

Sty-1 NI 19 c 41 d

Sty-2 NI 32 ab 66 c

Sty-3 NI 31 ab 89 b

NI I 15 c 40 d

Sty-1 I 22 c 42 d

Sty-2 I 40 a 98 a

Sty-3 I 39 a 96 a

EE± 2.51* 1.88*
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de las plantas y la eficiencia del uso del P, mejorando la fijación de N2 en

condiciones de suministro limitado de P.

Por otro lado, se plantea que la relación simbiótica entre Rhizobium-HMA-

leguminosas, puede facilitar un intenso intercambio de señales entre los

simbiontes, donde se destaca la liberación de compuestos isoflavonoides por la

raíz, que inducen la síntesis de los factores de la nodulación en la bacteria

(Freixas et al., 2010; Martínez - Viera y Dibut 2012).

Los HMA aportan ciertos beneficios a la fijación biológica del nitrógeno

atmosférico (FBN), no solo al aumentar la disponibilidad de P en el suelo sino,

además, al resolver la escasez de otros nutrientes que podrían limitar la actividad

del rizobio (Smith, 2002).

Teniendo esto en cuenta, en el presente experimento, el aumento de la

efectividad de la nodulación, estuvo relacionado probablemente con los beneficios

del hongo inoculado.

4.1.3 Efecto de los tratamientos en las concentraciones de N, P y K en la
biomasa de la parte aérea del estilosante
Las concentraciones de N se incrementaron con los aislados de rizobios Sty-2 y

Sty-3, pero los mayores tenores se alcanzaron al combinar estos aislados con F.

mosseae (tabla 8). Similares resultados obtuvieron Crespo-Flores et al. (2012) y

González et al. (2012), al utilizar cepas de rizobios y HMA inoculadas de forma

independiente y combinadas en otras leguminosas forrajeras como Teramnnus

labialis y Pueraria phaseoloides respectivamente. El aumento de las

concentraciones de N en la biomasa del estilosante pudiera estar relacionado

principalmente con el aumento de la efectividad de los nódulos, aunque también

pudo haberse incrementado la absorción de este elemento a través de la red de

micelios del hongo inoculado. Esto parece indicar que la simbiosis tripartita

rizobio-HMA-planta contribuyó a mejorar la nutrición nitrogenada del estilosante,

potenciando su efecto mediante el complemento de los beneficios de ambos

microorganismos (Fernández, 2012; Filho, 2004).

A través de la fijación biológica del N2 que se realiza mediante la simbiosis entre

rizobios-leguminosas ocurre un enriquecimiento de la rizósfera, lo cual permite el

beneficio de otras especies que coexisten en la zona o sus alrededores. También
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se ha demostrado que los HMA pueden incrementar las concentraciones de este

elemento en las plantas, a las que es trasladado desde la rizósfera a través de su

sistema de hifas (Barea, 2009).

Las concentraciones de P en la biomasa fueron mayores en los tratamientos

donde se inoculó F. mosseae (Tabla 8). Esto confirma la función de los HMA en la

mejora de la nutrición fosfórica de las leguminosas forrajeras, aspecto constatado

también por  de Miranda et al. (2008) y Carneiro et al. (2010), al inocular cepas de

HMA en estos cultivos.

También Tajini y Drevon (2012), al inocular con tres especies de micorrizas

(Glomus intraradices, Gigaspora rosea y Acaulospora mellea) y un aislado de

rizobio, observaron los altos niveles de fósforo alcanzados en la biomasa del frijol

común (Phaseolus vulgaris L.), principalmente en las dos primeras. Los propios

autores plantean que las combinaciones adecuadas de hongos MA  y rizobios,

siempre que exista compatibilidad entre ambos simbiontes, pueden aumentar el

crecimiento de las plantas y la eficiencia del uso del P, mejorando la fijación de N2

en condiciones de suministro P limitados.

La escasa disponibilidad de fósforo en el suelo ocurre con frecuencia  en regiones

geográficas de los trópicos y está condicionada, principalmente, por la roca

originaria del suelo y su valor de pH. En estas condiciones, la disponibilidad del P

es insuficiente para el buen desarrollo de las plantas debido a su alta capacidad

de fijación, lo cual provoca un rápido agotamiento del elemento en la zona de

crecimiento radical (Brady, 1984; Gianinazzi - Pearson y Gianinazzi, 1983, citados

por Rivera et al., 2003).

El suelo donde se desarrolló el presente experimento posee características ácidas

(pH = 4.7), por lo que la baja disponibilidad de este elemento (P2O5 = 2.2 mg.100

g-1) puede deberse, en gran medida, a su inmovilización a causa de este factor, el

cual condiciona la formación de fosfatos de hierro Fe2 (OH)3 PO4 y aluminio Al2
(OH)3 PO4.

En estos casos, los HMA asumen un papel determinante en la supervivencia de

diversas especies vegetales, pero sobre todo en aquellas incapaces de absorber

formas menos móviles de este elemento (Atul-Nayyar et al., 2009). De esta

manera, aumentan los sitios de absorción con mayor afinidad por el P, haciéndolo

más accesible a las plantas (Rieger y Moreira, 2013).
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Se sabe que los hongos micorrizógenos juegan un papel vital en la toma de este

elemento en estas condiciones (Harley y Smith, 1983; Trimble y Knowles, 1995,

citado por Rivera et al., 2003), atribuyéndose este fenómeno a la capacidad de las

hifas de explorar un mayor volumen de sustrato con mayor eficiencia que el

sistema radical por sí solo, posibilitando absorber nutrientes de fuentes minerales

y orgánicas no disponibles para las plantas (Govindarajulu et al., 2005;

Covacevich et al., 2006; Leigh et al., 2009).

Tabla 8. Efecto de los tratamientos en las concentraciones de N, P y K en la
biomasa aérea del S. guianensis.

Sty-1, Sty-2 y Sty-3: aislados de rizobio inoculados; HMA: cepa de hongo micorrízico

arbuscular Funneliformis mosseae; NI: no inoculado; I: inoculado con F. mosseae. EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

No hubo diferencias entre los tratamientos en cuanto a las concentraciones de K

en la MS del estilosante (Tabla 8). Parece ser, que la demanda de este elemento

por dicha especie de leguminosa es baja, lo cual se refleja en los estudios

realizados por Tomei et al, (1999) y Tomei et al. (2003), quienes al evaluar

Tratamientos Concentración de
nutrientes (%)

Rizobios HMA N P K

NI NI 2.62 d 0.19 b 1.28

Sty-1 NI 2.68 d 0.2 b 1.28

Sty-2 NI 3.55 b 0.19 b 1.28

Sty-3 NI 3.61 b 0.2 b 1.28

NI I 3.16 c 0.25 a 1.29

Sty-1 I 3.17 c 0.25 a 1.29

Sty-2 I 4.00 a 0.24 a 1.29

Sty-3 I 3.99 a 0.25 a 1.28

EE± 0.08* 0.07* 0.01
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deficiencias de distintos elementos en suelos diferentes, no encontraron

respuesta al K en ninguna de las dos cosechas realizadas para S. guianensis, a

pesar del bajo contenido de K en el suelo. Tampoco Carneiro et al. (2010)

encontraron variación en los contenidos de K en la biomasa de S. guianensis con

120 días de sembrado para ninguno de los tratamientos, al emplear G. clarum,

cepas residentes reinoculadas y cuatro dosis de P.

Al parecer el potasio presente en el suelo, a pesar de no ser abundante, fue

suficiente para garantizar una nutrición potásica adecuada para el cultivo, o al

menos para no manifestar su deficiencia o afectar los indicadores estudiados.

4.1.4 Efecto de los tratamientos en el rendimiento de MS del estilosante

El rendimiento de MS del estilosante se comportó de manera similar a los

contenidos de nitrógeno en la biomasa. La inoculación de los aislados de rizobio

Sty-2 y Sty-3 produjeron mayor rendimiento que el testigo sin inocular, el

inoculado solo con HMA y que los tratamientos inoculados con Sty-1; sin

embargo, lograron ser también más efectivas al combinarse con F. mosseae

(Figura 2).

Figura 2. Efecto de los tratamientos en el rendimiento de MS de la biomasa
aérea de S. guianensis. Sty-1, Sty-2 y Sty-3 (cepas de rizobios), EE (error estándar).

abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren significativamente para *P <

0.05 (Duncan 1955).
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Estos resultados coinciden con los informados por Karti (2009), quien observó que

las especies forrajeras Pueraria phaseoloides y Centrosema pubescens

produjeron mayores rendimientos de biomasa con la utilización combinada de

fertilizantes biológicos basados en HMA y bacterias del género Rhizobium, con

respecto a la utilización independiente de cada uno de ellos. También en este

indicador, como en el caso del contenido de N en la parte aérea de las plantas,

Crespo-Flores et al. (2012) y González et al. (2012), obtuvieron resultados

similares al utilizar cepas de rizobios y HMA, inoculadas de forma independiente y

combinadas en Teramnnus labialis y Pueraria phaseoloides respectivamente.

Rabie et al. (2005) y Tajini y Drevon (2012) plantearon que los beneficios de la

simbiosis tripartita bacteria-HMA-leguminosa, relacionados con el proceso de

nodulación de las bacterias nitrofijadoras y el establecimiento de las micorrizas

arbusculares, podrían ocurrir simultánea y sinérgicamente, de modo que mientras

los hongos movilizan el P y otros nutrientes desde el suelo, las bacterias

abastecen de N, no solo a la planta, sino también a los HMA.

También se comprobó la relación directa que existe entre la presencia en la

rizósfera de ambos microorganismos y los rendimientos de algunos cultivos, en

dependencia de su efectividad, no solo de la eficiencia de ambos

microorganismos, sino también en la compatibilidad entre simbiontes y

hospederos (Castillo et al. 2008; Sarabia et al. 2010).

Al integrar los resultados del presente experimento, se evidenció el efecto

sinérgico importante que se estableció entre los aislados de rizobio y F. mosseae,

los cuales mejoraron la efectividad de la nodulación y la formación de estructuras

fúngicas en las plantas. También produjeron incrementos de las concentraciones

de N y P en la biomasa aérea, así como en el rendimiento del estilosante. Al

parecer, los beneficios de la interacción de estos microorganismos, en el caso de

los aislados de rizobios Sty-2 y Sty-3 y la especie de HMA F. mosseae,

desempeñaron una función fundamental en el crecimiento y el establecimiento de

la leguminosa  debido a un mejor aprovechamiento de los nutrientes del suelo,

aspecto que coincide con lo encontrado por Sarabia et al. (2010).

A partir de los resultados obtenidos en este experimento se decidió evaluar la

coinoculación de S. guianensis con los aislados de rizobio Sty-2 y Sty-3 y la
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especie de HMA F. mosseae, en su establecimiento en un pastizal de gramínea

(Brachiaria decumbens).

4.2 Experimento 2. Establecimiento de Stylosanthes guianensis vc. CIAT-184
coinoculado con rizobios y F. mosseae en un pastizal de Brachiaria
decumbens

4.2.1 Influencia de los tratamientos en las variables fúngicas de las plantas
que conforman el pastizal y en la nodulación del estilosante
En la tabla 9 se muestra el efecto de los tratamientos en las variables fúngicas de

las plantas que conforman el pastizal, en las que se encontró diferencia

significativa (P < 0.05). Con la coinoculación se presentaron los mayores valores

de frecuencia, intensidad de colonización y contenido de esporas con respecto a

los tratamientos no inoculados. Los resultados muestran estrecha relación con los

obtenidos en el experimento anterior, donde se alcanzaron los mayores valores

utilizando las mismas combinaciones de cepas de rizobios y F. mosseae.

Luego de que F. mosseae colonizara las raíces del estilosante y se estableciera la

simbiosis, puede haber colonizado también las raíces de la brachiaria asociada

mediante la expansión de sus hifas. La gramínea, al estar ya establecida cuando

se introdujo la leguminosa, seguramente ya estaba colonizada por especies de

HMA residentes, no obstante, la especie introducida pudo haber tenido también la

oportunidad de colonizar nuevas raíces o simplemente sus espacios libres. Esto

último pudo haber sido favorecido debido a que antes de la introducción de la

semilla del estilosante, fue efectuado un pastoreo profundo con el objetivo de

disminuir la altura de la brachiaria. Al ocurrir el rebrote de la gramínea también

tiene lugar el crecimiento de nuevas raíces (Hernández et al., 1998; Rodríguez et

al., 2013), las cuales pudieron haber sido colonizadas por la cepa de F. mosseae,

teniendo en cuenta que el hongo fue introducido a través de la semilla del

estilosante, casi al mismo tiempo en que dichas raíces estaban emergiendo.
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Tabla 9. Efecto de los tratamientos en las variables fúngicas de la
asociación.

Tratamientos Frecuencia (%) Intensidad (%) # esporas/50g

B. decumbens 9.77 c 0.94 c 285.8 c

B. decumbens-
S. guianensis
(asociación)

14.77 b 1.16 b 310.0 b

Asociación + HMA +
Sty-2

33.01 a 1.58 a 456.6 a

Asociación + HMA +
Sty-3

32.90 a 1.59 a 449.2 a

EE± 0.34* 0.03* 6.09*

HMA (cepa de hongo micorrízico arbusculas), Sty-2 y Sty-3 (aislados de rizobios), EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

Estos resultados corroboran los alcanzados por Ramírez et al., (2006), quienes

demostraron en condiciones edáficas similares a las de este experimento la

efectividad de F. mosseae para alcanzar niveles de ocupación radical mayores

que los HMA residentes.

No obstante, el tratamiento donde se asoció el estilosante con la brachiaria, pero

sin inocular, también mostró mayores valores de estas variables con respecto al

testigo. Esto se puede explicar por el hecho de que la introducción de otras

plantas en el pastizal aumenta el número de raíces en la rizósfera y con ello se

presentan mayor número de sitios a colonizar por los HMA, teniendo en cuenta,

además, que esta leguminosa se considera como de alta dependencia micorrízica

según Souza et al. (2000).

Los mayores valores de los parámetros fúngicos analizados también pudieron

haber sido influidos por la presencia de los aislados de rizobios inoculados, al

tener estos una marcada influencia en el desarrollo de dichos hongos, a través de

la producción de compuestos flavonoides y exudados emitidos por las células

radicales, que facilitan la penetración de sus hifas y posibilita así el beneficio
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mutuo entre microsimbionte y macrosimbionte (Gryndler, 2000; Riera y Medina,

2005).

También se observó diferencia significativa (P < 0.05) entre los tratamientos en la

nudulación del estilosante (Tabla 10). Al igual que en el experimento anterior, con

la combinación de los aislados de rizobos Sty-2 y Sty-3 con F. mosseae se obtuvo

mayor nudulación y efectividad de los nódulos con respecto a los demás

tratamientos. Esto corrobora que ambos aislados fueron más efectivos para el

estilosante que los rizobios residentes en el suelo, las cuales infestaron a las

plantas del tratamiento no inoculado mostrando valores inferiores de estas

variables (23 nódulos /planta  y 47 % de efectividad).

El número de nódulos por planta en este caso (53-57) fue algo inferior al

experimento anterior, debido probablemente a la época del año en que se

muestrearon las plantas. En este período (diciembre-enero) tiene lugar la floración

y producción de semillas y la planta moviliza sus reservas hacia la formación de

las flores y frutos, lo que provoca que disminuya o cese el transporte de

carbohidratos hacia los nódulos (López et al., 1983 y Bécquer et al., 2012).

No obstante, la efectividad  de los nódulos fue similar (89 - 92 %) en ambos

experimentos.

Tabla 10. Efecto de los tratamientos en la nodulación del estilosante.

Tratamientos # de nódulos/ planta Efectividad (%)

B. decumbens-

S. guianensis (asociación)
23 b 47 b

Asociación + HMA + Sty-2 57 a 92 a

Asociación + HMA + Sty-3 53 a 89 a

EE± 1.92* 0.62*

HMA (cepa de hongo micorrízico arbusculas), Sty-2 y Sty-3 (aislados de rizobios), EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).
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4.2.2 Influencia de los tratamientos en las concentraciones de PB, P y K en
la biomasa aérea de los pastos

La introducción de la leguminosa aumentó significativamente la concentración de

proteínas (PB) en la biomasa de la asociación de plantas (Tabla 11). El mayor

contenido de PB de las leguminosas con relación a las gramíneas, determinó que

este indicador fuera mayor en los tratamientos de asociación con respecto a la

brachiaria en monocultivo, ya que la presencia del estilosante en el momento de

muestreo fue de 17,72 % para el tratamiento sin inocular y de 27.74 % y 25.72 %

para los tratamientos coinoculados. Esto corrobora los resultados de Romero y

González (1999) quienes reportaron incrementos de 15.5 % de proteína total en la

pradera asociada B. decumbens + A. Pintoi, comparado con B. decumbens en

monocultivo.

Además, los datos revelaron mayores valores de este indicador en los

tratamientos coinoculados, diferenciándose significativamente de los demás. Este

aumento pudo estar relacionado con el aumento de la efectividad de los nódulos

en las raíces del estilosante. La misma combinación de cepas utilizada en este

experimento fue con la que se obtuvieron los mayores valores de PB en el follaje

del S. guianensis en el experimento precedente.

Tabla 11. Efecto de los tratamientos en las concentraciones de PB, P y K de
la biomasa aérea de la asociación.

Tratamientos
PB P K

(%)

B. decumbens 6.85 c 0.11 c 1.12 c

B. decumbens-

S. guianensis (asociación)
9.87 b 0.16 b 1.44 b

Asociación + HMA + Sty-2 12.43 a 0.21 a 1.59 a

Asociación + HMA + Sty-3 12.53 a 0.21 a 1.60 a

EE± 0.14* 0.008* 0.041*

HMA (cepa de hongo micorrízico arbusculas), Sty-2 y Sty-3 (aislados de rizobios), EE

(error estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).
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Aunque en este experimento no se determinó la concentración de PB en la

gramínea asociada, su valor pudo haberse incrementado debido a la cercanía de

sus raíces con las de la leguminosa. Esto pudiera atribuirse al traslado de este

elemento hacia las plantas, por las hifas de los HMA, ya que el enriquecimiento

que se produce en la rizósfera a través de la fijación biológica del N2 beneficia a

las otras especies que coexisten en la zona o sus alrededores (Barea, 2009).

Al respecto Tajini y Drevon (2012), encontraron un incremento del contenido de N

en la biomasa del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) al utilizar cepas de HMA

junto a un aislado eficiente de rizobio; en este caso se demostró que la

colonización de las raíces del frijol por los HMA fue realizada tanto mediante la

inoculación de estos microorganismos como por contacto con las raíces de

plantas de S. guianensis inoculadas asociadas al cultivo.

El fenómeno anterior había sido encontrado también por Giller y Cadisch, (1995),

quienes indicaron que, debido a la capacidad de fijación de N atmosférico de la

mayoría de las leguminosas, ellas pueden aportar este elemento al sistema suelo-

planta-animal, lo que posibilita suplir o minimizar la necesidad de fertilización con

portadores de N para favorecer a las gramíneas (Almeida et al., 2003).

Los tratamientos inoculados con la cepa de HMA también favorecieron las

concentraciones de P en la biomasa de la asociación. La inoculación del

estilosante con F. mosseae, incrementó el contenido de fósforo significativamente

(P < 0.05) con respecto al tratamiento de asociación no inoculado (Tabla 11).

Estos resultados coinciden con los encontrados en el experimento anterior y

corroboran la efectividad de la inoculación de HMA para mejorar la nutrición

fosfórica de los cultivos (Carneiro et al., 2010).

La fuerte demanda de P en el proceso de fijación simbiótica del nitrógeno hace a

las leguminosas dependientes de suministros adecuados de este elemento al

suelo (Pinto et al., 2002). Al respecto Tajini y Drevon, (2012), plantearon que

combinaciones adecuadas de HMA y rizobios compatibles entre ellos, pueden

favorecer, además del crecimiento de las plantas y la fijación de N2, la eficiencia

del uso del P, en condiciones de suministro de P limitados.

En el caso del tratamiento de asociación sin inocular, los valores de P también

fueron significativamente mayores a los de la brachiaria sin asociar, lo que pudo
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haber sido causado por la presencia de la leguminosa en el sistema, ya que estas

generalmente incrementan el valor nutritivo del pastizal (Rojas et al., 2005).

En la asociación sin inocular, las especies de HMA residentes debieron colonizar

las raíces de las plantas no inoculadas, por lo cual, aunque en menor medida que

F. mosseae, las mismas pudieron haber favorecido la absorción de P, teniendo en

cuenta el bajo contenido de este elemento en el suelo.

En este caso, S. guianensis jugó un papel importante, si se tiene en cuenta que

es considerada una especie con alta dependencia micorrízica (Souza et al.,

2000), lo cual se reflejó en los mayores valores de los parámetros fúngicos de

este tratamiento con respecto al conformado solo por B. decumbens.

Las concentraciones de K en la masa seca de los pastos, difirió significativamente

entre los tratamientos. Así, el valor de este elemento fue mayor en los pastos

asociados que en el monocultivo de la gramínea (Tabla 11). A su vez, con la

inoculación del estilosante con ambos microorganismos las concentraciones de

este elemento en la biomasa de la asociación fueron mayores.

Esto contrasta con lo encontrado en el experimento anterior a pesar de que se

condujeron en suelos con similares contenidos de K. Los valores más altos de

este elemento en la biomasa de la asociación en el presente experimento puede

deberse a que la brachiaria se benefició de la leguminosa asociada y de los

microorganismos inoculados con ella, principalmente por la cepa de HMA, que

colonizó también sus raíces.

Este planteamiento concuerda con lo explicado anteriormente en el caso del P, al

referirse Barea (2009) al beneficio que reciben las plantas asociadas a otras

micorrizadas, en cuanto a la adquisición de nutrientes mediante la red de hifas de

los HMA.

El contenido de K más alto en la asociación (aún sin la aplicación de los

inoculantes) pudo deberse a la estimulación del N fijado biológicamente por las

raíces de la leguminosa, que influyó en la mayor absorción de N por la gramínea,

lo que incrementó el rendimiento de esta planta y su consiguiente aumento en la

extracción de K del suelo (Costa et al., 2008; Crespo et al., 2015).

Dicho efecto se manifestó mayormente en las asociaciones donde se efectuó la

coinoculación con ambos microorganismos. Esto evidencia que la absorción de K

en estos casos fue favorecida por los HMA y por la mayor incorporación de N por
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la acción de los rizobios aplicados, lo cual propició una mayor demanda de K en

los pastos que conforman la asociación.

4.2.3 Influencia de los tratamientos en los porcentajes de fibra detergente
neutra (FND) y la digestibilidad de la materia orgánica (DMO) del forraje

La FND es la fibra que queda luego de hervir la masa seca del forraje en una

solución de detergente neutro (sulfato lauril sódico y ácido

etilendiaminotetraacético, EDTA). Durante el proceso todo el contenido celular se

disuelve y queda lo que corresponde a la pared celular, o sea que se compone

fundamentalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina (Palladino et al., 2006).

Los tratamientos de asociación presentaron valores más bajos de FND con

respecto a la brachiaria en monocultivo, a su vez, en presencia de la inoculación

los valores de este indicador fueron aún menores (Figura 3 A).

El menor contenido de FND en los tratamientos de asociación fue influenciado por

la presencia de la leguminosa en el pastizal, ya que estas generalmente

presentan menor porcentaje de FND que las gramíneas, pues contienen menor

cantidad de material correspondiente a la pared celular (Veloz, 2004). El aumento

de este indicador en los tratamientos donde se coinoculó F. mosseae con los

aislados de rizobios con respecto a la asociación sin inocular, está dado también

por la mayor presencia de la leguminosa en estos tratamientos, lo cual se

relaciona con el efecto de estos microorganismos en el aumento del rendimiento

de MS del estilosante.
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A

B

Figura 3 (A y B). Efecto de los tratamientos en la DMO (A) y la FND (B) de la
asociación. FND (Fibra neutro detergente), DMO (Digestibilidad de la materia seca), A.

(asociación B. decumbens–S. guianensis). Sty-2 y Sty-3 (aislados de rizobios), EE (error

estándar). abc: Valores con letras no comunes en cada variable difieren

significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

La digestibilidad (DMO) fue mayor en los tratamientos de asociación con respecto

a la brachiaria sola (Figura 3 B), corroborando los estudios de González et al.
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(1996) al evaluar la calidad de forraje en oferta del pasto Estrella solo y asociado

con las leguminosas A. pintoi CIAT-17434 y D. ovalifolium CIAT-350. Entre los

tratamientos de asociación, los inoculados fueron los más favorecidos.

Al contrario de la FND, generalmente las leguminosas presentan mayor

digestibilidad que las gramíneas. Esto está relacionado con el contenido de PB,

por encontrarse este mayormente en el contenido celular, el cual es directamente

proporcional a la digestibilidad e inversamente proporcional a la FND.

En este sentido, los resultados de estos indicadores parecen estar relacionados

con el aumento de la efectividad de la nodulación y de las variables fúngicas que

produjo la coinoculación de ambos microorganismos, que a su vez se reflejaron

en la presencia de la leguminosa en el pastizal y el mayor contenido de PB

encontrado en la biomasa de la asociación coinoculada.

4.2.4 Efecto de los tratamientos en la composición botánica del pastizal
La composición botánica de la asociación varió significativamente (P < 0.05) en

función de los tratamientos (Figura 4). A los 95 días después de sembrado (dds)

(Fig. 4 B) el estilosante representó entre 17.28 y 18.18 % de la asociación.

Pasado los 75 días del muestreo anterior (180 dds) (Fig. 4 C) la misma ascendió

entre 25.72 y 27.74 %. En ambos momentos de muestreo pudo observarse que la

inoculación del estilosante con ambos microorganismos produjo un incremento en

la producción de MS de la asociación (Fig. 5), así como una mayor supervivencia

en el medio, lo que posibilitó que la leguminosa alcanzara una mayor presencia

con respecto al tratamiento no inoculado, el cual representó solamente el 11.30 y

el 17.72 % en el primer y segundo muestreo, respectivamente. Según Rojas et al.,

(2005) para obtener el máximo beneficio de las asociación, la disponibilidad de la

leguminosa debe estar comprendida entre el 30 y 40 % de la especie en cuestión.
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A B
Al inicio del experimento 95 días después

C

180 días después

EE±:         0.48*              0.49*                  0.46*

Figura 4 (A, B y C): Efecto de los
tratamientos en la composición
botánica de la asociación. (A: Al inicio

del experimento, B: A los 95 días después

de la siembra (dds) y C: 180 dds), Sty-2 y

Sty-3 (aislados de rizobios), EE (error

estándar), A. (asociación B. decumbens–S.

guianensis).
EE±:         0.59*              0.86*                  0.56*

El hecho de que en el último muestreo realizado, la presencia del estilosante no

alcanzó más del 30 %, parece tener relación con la competencia interespecífica

que  se presenta entre especies de gramíneas asociadas con leguminosas.

Aroeira et al., (2005) plantean que el decrecimiento en el porcentaje de la

leguminosa en asociación con  gramínea puede atribuirse a la competencia por

agua, luz y nutrientes en general, y entre plantas de diferentes especies, teniendo

en cuenta que las primeras presentan el ciclo de asimilación del carbono

denominado C3 y las segundas el C4.
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Por otro lado, algunos autores se refieren al efecto alelopático que se le atribuye a

la brachiaria que le permite controlar el crecimiento radical de las leguminosas

herbáceas y otras especies (Guiot y Meléndez, 2003; Canchila et al., 2010).

A pesar de esto, a través de los distintos muestreos se manifestó un ascenso del

porcentaje del estilosante en el pastizal de manera paulatina. Al parecer, la

influencia de F. mosseae y los aislados de rizobios en conjunto permitió disminuir

dicha competencia, coincidiendo paralelamente con las concentraciones de

nutrientes encontrados en la masa seca de los pastos. A su vez, el posible efecto

alelopático de la brachiaria pudo haber sido reducido a través de la acción

benéfica de estos microorganismos, teniendo en cuenta que su interacción con

las plantas, provocan en ellas ciertos cambios anatómicos, fisiológicos y

bioquímicos que la protegen de diversos estreses (Barea y Jeffries, 1995; de la

Noval, 2008).

No obstante lo explicado anteriormente, teniendo en cuenta las condiciones en

que se realizó este experimento (en secano y la baja fertilidad del suelo), el

porcentaje alcanzado por la leguminosa dentro del pastizal puede considerarse

aceptable.

4.2.5 Efecto de los tratamientos en el rendimiento de MS de los pastos

El rendimiento de MS se comportó de manera similar al resto de las variables

evaluadas (Fig. 5). La brachiaria en monocultivo produjo menor cantidad de

biomasa aérea que cuando se asoció con la leguminosa, lo cual corrobora lo

encontrado en los estudios de Silva y Saliba (2007) al evaluar este indicador en

asociaciones de brachiarias y leguminosas.

Al introducir leguminosas en un pastizal conformado por gramíneas se produce un

incremento en el rendimiento de MS del pastizal (Rojas et al., 2005). El nitrógeno

fijado por las leguminosas mediante su simbiosis con rizobios también es

absorbido por el sistema radical de la gramínea, lo cual incide en una mayor

producción de MS del pasto. Esto es posible por la cercanía entre las raíces de

ambas especies, pero fundamentalmente por la conexión entre ellas a través de

las hifas de los HMA. También, se sabe que las rizobacterias sintetizan ciertas

sustancias promotoras del crecimiento como giberelinas, citocininas y auxinas,
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favoreciéndose, además de la leguminosa, las plantas que habitan cerca de ellas

(Hernández y Escalona, 2003).

Este proceso se reflejó en mayor magnitud en los tratamientos de inoculación del

estilosante con F. mosseae y los aislados de rizobios, donde el rendimiento de

MS de la asociación fue significativamente (P < 0.05) mayor que en el resto de los

tratamientos.

Esto demuestra la contribución de la introducción de ambos microorganismos al

aumento del rendimiento de MS de la asociación. Con ello se corroboran los

resultados del experimento anterior, donde se alcanzó el mayor rendimiento de

MS de S. guianensis con la inoculación de las mismas cepas utilizadas en este

experimento.

Figura 5. Efecto de los tratamientos en la producción de masa seca de la
asociación. A. (Asociación B. decumbens–S. guianensis), Sty-2 y Sty-3 (aislados de

rizobios), EE (error estándar), abc: Valores con letras no comunes en cada variable

difieren significativamente para *P < 0.05 (Duncan 1955).

La cepa de F. mosseae, luego de colonizar las raíces de las plantas inoculadas, al

extender sus hifas a medida que exploraban el suelo en busca de nutrientes, pudo

haber colonizado también las raíces de la gramínea y establecer la simbiosis, y

con ello mejorar su nutrición. Esta mejora en la nutrición genera una mayor

producción de MS del pasto aumentando su rendimiento.
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Aunque en este experimento fue imposible evaluar las variables fúngicas de cada

especie por separado debido a que se cultivaron en una asociación espacial,

algunos trabajos demuestran el beneficio de las plantas al asociarse con otras

micorrizadas (Tajini et al., 2012).

A pesar de que la leguminosa requiere un suministro adecuado de nutrientes

para poder establecerse, sobre todo en asociación con una gramínea considerada

agresiva como B. decumbens, su interacción con los microorganismos inoculados

le permitió producir un mayor desarrollo de sus estructuras micorrízicas y una

nodulación efectiva de los rizobios, lo cual incidió en un mayor alcance de los

nutrientes y el agua y en un mayor rendimiento de MS y sobrevivencia de las

plantas.

Todo esto contribuyó positivamente a lograr un adecuado establecimiento de la

leguminosa en el pastizal, mejorando las cualidades nutricionales del mismo y su

rendimiento de masa seca, lo que refleja el beneficio de la interacción tripartita

entre rizobio-HMA- leguminosa y su aporte en la mejora de las cualidades del

pastizal.

En este experimento se demostró que la coinoculación del estilosante con F.

mosseae y los aislados Sty-2 y Sty-3  influyó positivamente en la producción de

MS, la composición botánica y el establecimiento de la asociación estilosante-

brachiaria, lo cual estuvo relacionado con un mayor acceso de la leguminosa a los

nutrientes del suelo, que se corrobora con un incremento en la nodulación y su

efectividad, con el aumento de las variables fúngicas y con los contenidos de

nutrientes en la MS de los pastos asociados.

4.3 Consideraciones económicas sobre la coinoculación de hongos
micorrízicos arbusculares y rizobios durante el establecimiento de S.
guianensis en un pastizal de B. decumbens
En la tabla 12 se presenta, el comportamiento de los indicadores que contribuyen

a la formación de los costos del pastizal durante el período del establecimiento de

la asociación de S. guianensis con el pasto B. decumbens. Como puede

observarse, en los tratamientos donde se aplicaron los inoculantes microbianos, si

bien el costo total se incrementó en relación con el tratamiento donde la

leguminosa no fue coinoculada, el incremento de los rendimientos del pastizal por
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efecto de la coinoculación contribuyó a reducir los costos por hectárea de la

biomasa producida.

Si bien  estos resultados indican que el uso de inoculantes microbianos para

mejorar el cultivo de leguminosas forrajeras en pastizales de gramíneas

prácticamente no contribuyen al incremento de los costos del pastizal al menos

durante la fase de establecimiento de la asociación, no debe excluirse de este

análisis los posibles beneficios económicos que pudieran obtenerse con la

coinoculación de rizobios y HMA una vez establecida la asociación e introducidos

los animales en el pastizal, pues el incremento de los rendimientos y del valor

nutritivo de la biomasa, tal como se demostró en este trabajo, mejora

considerablemente la dieta de los animales y ello tendría una repercusión directa

en los indicadores económicos de la unidad ganadera, al mejorar los indicadores

productivos y reproductivos del rebaño (Carvalho y Pires, 2008; Lopes et al.,

2011).



Tabla 12. Valoración económica del establecimiento de la asociación brachiaria-estilosante

Descripción de los Tratamientos: 2. Brachiaria + estilosante; 3. Brachiaria + estilosante + EcoMic (F. mosseae) + Azofert (Sty-2); 4.
Brachiaria + estilosante + EcoMic (F. mosseae) + Azofert (Sty-3).

Tratamien
tos

Depreciación
del pastizal

de brachiaria
(CUP ha-1)

Costo semilla
estilosante
(CUP ha-1)

Costo de
aplicación
del EcoMic
(CUP ha-1)

Costo de
aplicación
del Azofert
(CUP ha-1)

Costo total
del

establecimien
to

(CUP ha-1)

Rendimiento
MS (t.ha-1)

Costo de la
biomasa del

pastizal
(CUP t-1

MS)

Ahorro
(CUP t-1

MS)

2 126.40 398.24 - - 524.64 5.03 104.30 -
3 126.40 398.24 6.4 5.99 537.03 5.75 93.40 10.9
4 126.40 398.24 6.4 5.99 537.03 5.78 92.91 11.39
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4.4 Consideraciones generales sobre la coinoculación de HMA y rizobios
eficientes en el establecimiento de Stylosantes guianensis
Los resultados obtenidos permiten integrar aspectos que abordan el tema del

manejo de la simbiosis tripartita rizobio-leguminosa-HMA, vía coinoculación, en

relación al establecimiento de asociaciones de leguminosas con gramíneas. Se le

ha concedido gran importancia tanto a la coinoculación de ambos

microorganismos y sus potencialidades para mejorar la nutrición y la productividad

de los pastos y otros cultivos, como al establecimiento de dichas asociaciones

para mejorar el rendimiento y el contenido nutricional del pastizal y con ello el

aumento de la productividad de los animales en pastoreo, sin embargo, según la

literatura consultada, aún son escasas las investigaciones que integren estas dos

cuestiones.

En esta investigación se demostró primeramente, la importancia de una correcta

selección de la cepa de HMA y aislados de rizobios, lo cual constituye un requisito

fundamental para lograr establecer una simbiosis tripartita efectiva, cuyo beneficio

en el estado nutricional y la productividad de la leguminosa pueda garantizar su

establecimiento al asociarse con gramíneas, en función de mejorar el estado

nutricional y productividad del pastizal.

Este trabajo corrobora el aumento de la calidad nutricional y el rendimiento de MS

que se obtiene con la asociación de gramíneas con leguminosas, debido a las

cualidades que presentan estas últimas de poseer mayor contenido de proteínas y

otros minerales y una mayor digestibilidad, lo cual podrá incidir en una mejor

nutrición de los animales y mayor ganancia de peso vivo.

Sumado a esto, la potenciación de esas cualidades, facilitada por la acción

benéfica de los HMA en cuanto a la mejora de la absorción de los nutrientes del

suelo, y de los rizobios mediante la fijación biológica del N2, tuvieron un papel

decisivo en los resultados alcanzados. Esto resulta novedoso, ya que según la

literatura consultada, escasean los trabajos en que se recomienda la

coinoculación de leguminosas con estos microorganismos para establecerlas en

pastizales de gramíneas.

Las combinaciones acertadas de la cepa de HMA y aislados de rizobios

eficientes, determinadas en el primer experimento, permitieron el posterior éxito

en el establecimiento de S. guianensis al asociarlo con B. decumbens, lo cual
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influyó positivamente en la calidad nutricional del pastizal, así como en su

rendimiento, debido a la mayor presencia de la leguminosa.

El logro exitoso del establecimiento del estilosantes en el pastizal mediante la

coinoculación estuvo relacionado, además de los indicadores antes mencionados,

con el aumento de las variables fúngicas y del número de nódulos y la efectividad

de los mismos. Tales beneficios se explican por la influencia notable de los HMA

en el mayor aprovechamiento de los nutrientes por las plantas, y por el nitrógeno

adquirido por la leguminosa a través  de la simbiosis con los rizobios, el cual

también pudo haber sido transferido al sistema.

Los resultados experimentales también demostraron la factibilidad económica de

la inclusión de dichos microorganismos al sistema para lograr el establecimiento

adecuado de S. guianensis y su asociación con B. decumbens. Aunque no se

emplearon tratamientos de fertilización para cubrir los requerimientos de la

leguminosa para lograr su establecimiento, se presume que la variante utilizada

puede representar un ahorro de fertilizantes, lo cual fue reflejado en la mayor

presencia de estas plantas en el pastizal y en los mayores rendimientos de MS

obtenidos de la asociación aún sin la aplicación de fertilizantes.

No obstante, se sabe la necesidad de reponer los nutrientes extraídos del suelo

por los cultivos, por lo que en futuros estudios se recomienda evaluar el efecto de

aplicaciones de dosis moderadas de portadores de nutrientes conjuntamente con

la inoculación de cepas previamente seleccionada de estos microorganismos.

Elementos como el P son fijados fácilmente en suelos con características

similares al utilizado en estos experimentos, por lo que su eficiencia de absorción

por las plantas disminuiría rápidamente a medida que ocurre este fenómeno. La

importancia de la utilización de cepas de HMA eficientes para promover el

incremento de la productividad de los pastos en este tipo de suelo, radica, en

garantizar el aprovechamiento más eficiente de esos nutrientes por las plantas.

El programa para la Recuperación de la Masa Ganadera que lidera el Ministerio

de la Agricultura (MINAG. 2005) se trazó como meta transformar y mejorar 417.8

miles de ha. de pastos y forrajes en los próximos años. A 10 años de este plan,

aunque se han incrementado estas áreas, queda mucho por hacer en cuanto a la

mejora nutricional de los pastizales.

Mediante este trabajo se avizora que la utilización de biofertilizantes a base de

HMA y rizobios, puede ser un camino con buenas perspectivas para implementar
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la introducción de leguminosas en sistemas de pastizales, teniendo en cuenta el

ahorro de fertilizantes que podría representar, garantizando su establecimiento y

su asociación con gramíneas con un menor costo.

Se hace necesario conducir futuras investigaciones sobre mejores métodos de

manejo del pastizal que permitan el mantenimiento de un porcentaje adecuado de

leguminosas en el sistema.



CONCLUCIONESCONCLUCIONESCONCLUCIONES
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V. Conclusiones

 Los aislados de rizobios Sty-2 y Sty-3 mejoran la nodulación, el estado

nutricional y el rendimiento de Stylosanthes guianensis. Ambos aislados

resultan más efectivos cuando se combinan con la especie de HMA

Funneliformis mosseae.

 La coinoculación de Sty-2 o Sty-3 con F. mosseae contribuye al

establecimiento de S. guianensis en un pastizal de Brachiaria decumbens.

 El rendimiento  de MS y el valor nutritivo del pastizal se incrementan con la

introducción de S. guianensis coinoculado con uno u otro aislado efectivo

de rizobio y F. mosseae.

 Se comprueba el efecto sinérgico de bacterias nitrofijadoras y hongos

micorrízicos arbusculares, así como la utilidad de la coinoculación de

ambos microorganismos para mejorar el establecimiento de leguminosas

forrajeras en pastos cultivados de gramíneas y consecuentemente, las

ventajas de su presencia en los pastizales.



RECOMENDACIONESRECOMENDACIONESRECOMENDACIONES
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VI. Recomendaciones

 Validar a escala de producción los resultados obtenidos en este trabajo.

 Continuar estos estudios más allá del establecimiento de la asociación,

para evaluar la persistencia de la leguminosa y del efecto de su

coinoculación con rizobios y HMA en el pastizal.

 Extender el estudio a otros tipos de suelos y especies de leguminosas en

monocultivo o asociadas con gramíneas.

 Utilizar los resultados obtenidos en la docencia de pre y postgrado de las

ciencias agrícolas.
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Anexo 1. Descripción y foto del perfil del suelo

No. Perfil: 1
Fecha: mayo de 2014
Autores: A. Hernández, P.J. González, G. Crespo, J. Ramírez y R. Rivera
Localidad: Cascajal, Manacas (aproximadamente a 3 km al norte de la
Carretera Central)
Coordenadas: 31

o
grado a 21' de latitud este y 20

o
grados y 21' de longitud

oeste.
Municipio: Santo Domingo
Provincia: Villa Clara
Relieve: Llano (llanura pliocénica eosivo-denudativa)
Altura: 70-80 msnm
Pendiente donde se tomó el perfil: <2%
Material de origen: Sedimentos diferenciados texturalmente
Vegetación: Pasto Brachiaria decumbens, cv. Basilisk
Drenaje: Interno: Deficiente; Externo: Bueno
Clima: Tropical subhúmedo
Precipitaciones anuales: 1400 mm
Temperatura Media anual: 24,5oC
Diagnósticos
Procesos de formación: Gleyzación, Formación de horizonte petroférrico
Horizontes de diagnóstico
Normales: Álbico, petroférrico
Características de diagnóstico: Propiedaes gléyicas a 46 cm de profundidad.
Perfil diagnóstico:
Clasificación de suelos de Cuba (1999): Gley Nodular Feruginoso, arénico,
álbico, petroférrico, dístrico
Clasificación World Reference Base (2008): Gleysol
Clasificación Soil Taxonomy (2010): Typic Plinthaquult o Typic Plinthaqualf

Descripción del perfil
Horizonte Prof. en

cm.
Descripción

A11nf 0 – 9 Color 10YR4/4, pardo amarillento oscuro, franco
arenoso, estructura débil del tipo nuciforme
terronosa, friable, seco, los agregados poco
porosos, con muchos cristales muy pequeños,
brillantes,  posiblemente de cuarzo, con 10-20% de
gravas silícicas recubiertas por una capa ferruginosa
de color 10YR5/4 pardo y por dentro 2,5YR8/2
blanco rosado recubierta por otra 2,5YR8/4
rosada,con raíces,  sin reacción al HCl, transición
algo notable

A12nf 9 – 21 Color 10YR5/3, pardo, franco arenoso, poco
estructurado con agregados del tipo nuciforme
terronosa, friable, seco, los agregados son poco
porosos, 20-30% de gravas igual al horizonte
anterior, con menos cristales pequeños, con menos
raíces, sin reacción al HCl, transición notable



E11albnf 21 – 28 Color 10YR8/1, gris claro, franco arenoso, sin
estructura, con 30% de nódulos y gravas
ferruginosas, de color    friable, seco, casi sin raíces,
sin reacción al HCl, transición gradual

E12albnfptf 28 – 46 Color 7,5YR7/4, rosado,  franco arenoso, con 40%
de nódulos y gravas ferruginosas de color 7,5YR7/3,
rosado, con bloques petroférricos, sin estructura,
friable, seco, sin raíces, sin reacción al HCl,
transición notable

Bg 46 – 90 Horizonte petroférrico con fragmentos ferruginosos
de color 5YR5/8, rojo amarillento, 5YR4/4, pardo
rojizo y 5YR2,5/1, negro, sin estructura, compacto,
sin raíces, sin reacción al HCl.



Anexo 2. Cálculo de la depreciación del pastizal de Brachiaria decumbens
en un año

Labores Salarios Combustibles Maquinaria Otros Gastos
CUP CUP CUC CUP CUC CUP CUC

I- Siembra
Aradura 12.62 27.74 27.74 8.48 5.08 - -
Aradura media 2.82 11.35 11.35 2.15 1.29 - -
Cruce 7.71 18.58 18.58 5.72 3.43 - -
Grada fina 1.83 4.42 4.42 2.14 1.28 - -
Surcado 5.92 13.66 13.66 4.45 2.67 - -
Sub total 30.90 75.75 75.75 22.94 13.75 - -
II- Labores de
Siembra
Siembra mecánica 2.24 6.34 6.34 2.16 1.30 - -
Aradura fina 1.83 4.42 4.42 2.14 1.28 - -
Semilla (8 kg ha-1) - - - - - 298.68 -
Fertilización (50 g ha-1) 7.20 5.28 3.49 2.09 - 108.32 -
Sub total 11.27 16.04 16.04 6.39 2.58 407.00 -
III- Labores de cultivo
Limpieza manual 61.72 - - - - - -
Total 103.89 91.79 91.79 29.33 16.33 407.00 -

Nota: Con la suma de los gastos totales en salarios, combustibles, maquinarias
y otros gastos (632.01 CUP) entre la vida productiva del pastizal estimada (5
años) se obtuvo el valor de la depreciación del pastizal, que es igual a 126.40
CUP por año.
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