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SINTESIS

Con el objetivo de evaluar la respuesta de Canavalia ensiformis (L.) D.C. a la
coinoculacién de cuatro aislados de Rhizobium sp. provenientes de nddulos de Canavalia y
dos cepas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en un suelo Pardo Sialitico Mullido
Carbonatado, se desarrollé la presente investigacion en areas del Poligono Docente de la
Facultad Agroforestal de Montafia y la UBPC Hermanos Sanchez, ambas ubicadas en el
municipio El Salvador, provincia Guantanamo, durante los meses abril - julio de 2010 y
noviembre de 2010 a febrero de 2011. Los tratamientos se distribuyeron en cuatro réplicas
en un disefio experimental de bloques al azar con arreglo bifactorial, donde los factores de
estudio fueron cinco niveles del factor inoculacién de Rhizobium sp. (aislados Can 2, Can
3, Can 4 y Can 5 mas un tratamiento sin inoculacién) y tres niveles del factor inoculacion
micorrizica (Glomus cubense, Rhizophagus intraradices y un testigo sin inoculacién), para
un total de quince tratamientos. Para la seleccion de los mejores aislados de Rhizobium y
cepas de HMA, se evalu6 masa seca aérea, extraccion de nutrientes, variables de la
nodulacién (ndédulos totales, masa seca y efectividad de los nédulos) y variables fungicas
(colonizacién micorrizica, densidad visual y nimero de esporas). Los resultados mostraron
que Canavalia tuvo respuesta a la coinoculacion Rhizobium - HMA en las diferentes
variables evaluadas, con mayor significacion en el periodo lluvioso, destacandose la
combinacién del aislado Can 5 y la cepa de HMA Rhizophagus intraradices, la cual
incrementd los indicadores estudiados, manifestandose como las mejores cepas de estos

microorganismos para la Canavalia en este tipo de suelo.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

La fijacién bioldgica del nitrdgeno (FBN) es uno de los fendmenos de mayor importancia
en la naturaleza, pues representa la utilizacion de un gas inerte como fuente de vida para un
grupo de microorganismos. Este elemento fijado en el suelo puede ser utilizado directa o
indirectamente por plantas de interés agricola y forestal, a través de sus relaciones
simbidticas con los microorganismos diazotroficos, constituyendo el mecanismo de
compensacion de las pérdidas del elemento en forma gaseosa por las acciones que ejercen
las poblaciones microbianas (Jiménez y Pefia, 2000).

Por otra parte, es una realidad el bajo contenido organico en los suelos agricolas, que se
hace necesario compensar de alguna manera, aparejado a esto, la aplicacion indiscriminada
de fertilizantes nitrogenados, ocasionan en gran medida la contaminacion del suelo, agua,
atmosfera, los productos agricolas y desequilibrio en los agroecosistemas, indicando que el
uso de estos fertilizantes no es una solucion sostenible para mejorar las condiciones
nutricionales de las plantas, pues estos son caros y la mayoria de las veces son importados y
su aplicacion esta restringida para los productores de bajos y medianos ingresos (Beltran et
al., 2004; Bautista et al., 2008).

Una forma sostenible de incorporar N a los sistemas agricolas es la insercion dentro de las
rotaciones de cultivos de plantas que establezcan simbiosis con bacterias fijadoras de
nitrégeno presentes en el suelo, capaces de realizar la fijacion bioldgica de nitrdgeno. Entre
estos tipos de plantas se encuentran las leguminosas, que se emplean como abonos verdes,
capaces de mantener o mejorar las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, lo
cual es importante desde el punto de vista de ahorro de fertilizantes nitrogenados y de la
reduccion de los costos de producciones (Martinez et al., 2007).

En las condiciones de Cuba, Canavalia ensiformis, es capaz de aportar mas de 150 kg.ha™
de N y hasta 5 t.ha™ de masa seca, ademas de elevar sosteniblemente los rendimientos de
cultivos tan diversos como maiz, papa, calabaza, malanga, entre otros (Garcia et al., 2002).
Al mismo tiempo, los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos que
permiten mejorar el desarrollo de los cultivos, cuando interactian con las plantas, creando

simbiosis entre si. También estan presentes en cerca del 95% de los cultivos agricolas y



Introduccion

pueden aumentar los procesos de absorcion y traslocacion de nutrientes en las plantas
(Rivera y Fernandez, 2003).
En las cercanias de la raiz, los filamentos hifales son capaces de explorar volimenes de
suelo mucho mayores que las raices no micorrizadas, estimulando de esta forma el
crecimiento, reflejado en un aumento de la produccion de masa aérea y radical. También
pueden mejorar el aprovechamiento de los fertilizantes minerales y los nutrientes del suelo
(Sanchez, 2001).
En la coinoculacion Rhizobium - HMA - leguminosas se ha informado que las relaciones
simbiéticas proporcionan un mayor intercambio entre los simbiontes y efectos superiores a
las plantas. En este caso la simbiosis Rhizobium - leguminosas aporta N y las micorrizas
incrementan la absorcion de otros elementos, entre ellos el P, muy importante para
garantizar una adecuada fijacion bioldgica de N, aumentan el nimero, peso seco en los
nodulos y el crecimiento de las plantas (Rivera y Fernandez, 2003).
Desde el punto de vista productivo en la provincia de Guantanamo ha sido poco estudiado
el uso de especies de abonos verdes como fuente alternativa de reciclajes de nutrientes, que
permitan mejorar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, en conjunto con
la coinoculacion de bacterias del género Rhizobium y hongos micorrizicos arbusculares.
A partir de estos criterios se propone el siguiente problema cientifico:
¢Como responde Canavalia a la coinoculacion con Rhizobium sp. y hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado?
A partir de este problema, se establecio la siguiente hipotesis:
La coinoculacién de Canavalia con aislados de Rhizobium sp. y cepas de hongos
micorrizicos arbusculares incrementa el valor agronémico de esta especie.
Objetivo general
Evaluar la respuesta de Canavalia a la coinoculacion de aislados de Rhizobium sp. y cepas
de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en un suelo Pardo Sialitico Mullido
Carbonatado.
Objetivos especificos

e Valorar la respuesta de Canavalia a la coinoculacion de cuatro aislados de

Rhizobium sp. y dos cepas de HMA.
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e Evaluar las variables de funcionamiento flingico y las relacionadas con la
nodulacion de Rhizobium sp. en Canavalia.
e Determinar los aislados de Rhizobium sp. y cepas de HMA mas eficientes para
Canavalia crecida en un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado.
Novedad cientifica
Se determina en las condiciones de un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado de la
provincia Guantanamo, el uso de Canavalia ensiformis coinoculada con aislados de
Rhizobium sp. y cepas de HMA como fuente alternativa de incorporacion y reciclaje de

nutrientes al suelo, evaluando su valor agronémico.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Abonos verdes. Definicion y funciones
La préactica de los abonos verdes en la agricultura, es el cultivo de especies vegetales nativas o

introducidas, perennes o anuales, asociadas y en rotacion, consistiendo en la incorporacion de
la masa vegetal no descompuesta, con la finalidad de proteger, recuperar y mejorar las
condiciones bioldgicas, fisicas y nutricionales de los suelos (Ambrosano, 2001; Martin, 2009).
Al descomponerse, los abonos verdes dan lugar a una serie de reacciones bioquimicas que
incrementan la actividad microbiana de las rizosferas de las plantas, fomentando una mayor
cantidad y diversidad de microorganismos, que se encargan de la mineralizacion de los
elementos nutritivos. También, cuando son incorporados, favorecen la actividad de los
microorganismos como hongos y bacterias que descomponen la celulosa, las que a su vez
refuerzan con sus secreciones la consistencia de los agregados, que son necesarios para el
correcto equilibrio del agua y del aire en el suelo (Peoples, 2004).
En los ultimos afios se ha ampliado la definicion de abonos verdes/cultivos de cobertura
(AVICC), que se cultivan no sélo para ser incorporados, sino que ademas se siembran para
promover la cobertura del suelo, protegiéndolo de la erosion, el impacto de la lluvia y para
controlar el crecimiento de arvenses (Barrera, 2010).
Las plantas utilizadas como abonos verdes generalmente pertenecen a la familia de las
leguminosas, por la posibilidad que tienen éstas de fijar nitrdgeno atmosférico en
asociacion con bacterias del género Rhizobium (Keng, 1996; Lloyd, 1997), aunque en los
altimos tiempos se cultivan otras especies de crecimiento rapido y de buena produccién de
masa verde, como es el caso de algunas gramineas, cruciferas o compuestas (Fancelli,
1990; Piamonte, 1993; Alvarez et al., 1995; Sociedad de Agricultores de Chile, 2013).
Se han registrados maltiples beneficios de los abonos verdes/cultivos de cobertura los
cuales estan asociados a los siguientes puntos basicos:

e Estimulan de forma inmediata la actividad biol6gica y mejoran la estructura del

suelo, mediante la accién mecanica de las raices, por los exudados radicales, la

formacién de sustancias prehumicas al descomponerse y la accién directa de las
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células microbianas y micelios de hongos, asegurando altas producciones en las
cosechas (Prager et al., 2002).

Reducen los costos de riego, debido a la accion de retencion de la humedad del
suelo mediante la cobertura que establecen, al mismo tiempo lo protegen de la
erosion, factores que favorecen la reserva de agua (Madero et al., 2003; Shoko,
2009).

Aseguran la renovacion del humus estable, acelerando su mineralizacion mediante
el aporte de un humus mas "joven" y mas activo, estimulando la actividad bioldgica
del suelo, al suministrar un sustrato para el desarrollo de los organismos (Sanchez
de P, 2003; Dhima et al., 2009).

Evitan en gran medida el desarrollo y competencia de las arvenses, por el
crecimiento vigoroso de la planta que impide el paso de luz, limitando su desarrollo
(Prager et al., 2002; Vazquez y Alvarez, 2011).

En su descomposicion, se liberan o sintetizan sustancias organicas fisiologicamente
activas, que tienen una accién favorable sobre el crecimiento de las plantas y su

resistencia al parasitismo (Gallego et al., 2010).

En sintesis, los abonos verdes son alternativas de manejo para el mejoramiento de la

fertilidad de la superficie cultivadas. Su uso se fundamenta en el aprovechamiento de la

energia solar para producir masa vegetal de alta calidad nutricional, la cual, posteriormente

se adiciona o incorpora con miras a incrementar el contenido de materia organica, con

incidencia positiva sobre algunas propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas de los suelos y

rendimientos de los cultivos siguientes (Prager et al., 2012).

2.1.1. Algunas caracteristicas que deben reunir los abonos verdes
Estudios realizados por Alvarez (1993) y Sanchez de P et al. (2007) han referido que los

abonos verdes deben poseer las siguientes caracteristicas basicas.

Excelente vitalidad y germinacidén de las semillas.
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e Produccién de abundante masa aérea y radical en periodos de corto tiempo, que
sean de facil incorporacion, lo que contribuye a un efecto rizosférico que aumenta la
disponibilidad de nutrientes y mejora la estructura del suelo.

e Su metabolismo fisioldgico debe permitir que alcancen rapidamente la floracion,
etapa ideal para su incorporacion.

e Las especies que se emplean como abonos verdes deben ser competitivas con la

flora acompafiante y de facil adaptacion a las condiciones del medio.

2.1.2. Caracteristicas generales de la especie Canavalia ensiformis

Segun el Caodigo Internacional de Nomenclatura Botanica (2012) la Canavalia pertenece a

la siguiente taxonomia:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Familia: Fabaceae

Sub - familia: Faboideae

Tribu: Phaseolae

Subtribu: Diocleinae

Género: Canavalia

Nombre cientifico: Canavalia ensiformis (L.) D. C.

Nombre comun: Frijol de puerco, frijol de machete, haba de caballo, poroto sable y poroto

gigante.

Es una planta nativa de América, encontrada en estado silvestre en Las Antillas y zonas

tropicales africanas y asiaticas. Es muy rustica, anual o bienal, de crecimiento determinado

cuando se desarrolla en condiciones de abundante luminosidad e indeterminado bajo

sombra, en ambas condiciones puede alcanzar una altura de 0.6 a 1 m (Da Costa, 1991;

Embrapa, 2007).

Sus raices son pivotantes; tallos poco ramificados, glabros, de color purpura, hasta 10 m de

largo, volviéndose duros en la madurez; hojas trifoliadas, foliolos grandes, ovados a
6
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eliptico-ovados, muy acuminados en el apice, hasta 20 x 10 cm, glabros, verdes oscuros,
brillantes, venas bien marcadas; inflorescencia colgante, hasta 30 cm de largo con 10-20
flores en abultamientos; flores grandes, 2,5 cm de largo, de color violaceo, rosado o blanco
con base roja, caliz tubuloso con los dientes muy desiguales, estandarte hasta 2.8 cm de
largo, quilla recurvada hacia arriba; fruto hasta 30 x 3,5 cm, ensiforme, aplastado, algo
recurvado, rostrado, con 2 o 3 costillas longitudinales cerca de la sutura superior,
indehiscente; semillas 12-20, oblongas a redondas, algo aplastadas, 21 x 15 x 10 mm, lisas,
blancas con un hilo largo de color café rodeado de una zona color castafio (Ulrike, 1997;
Beyra et al., 2004).

Se utiliza desde el punto de vista ecoldgico y econdmico debido a su elevada adaptabilidad
a diversos ecosistemas y a su amplia utilizacion como suplemento nutritivo en la
alimentacion animal y humana, en la recuperacion de los suelos, como abono verde, como
cobertura por la gran cantidad de follaje que produce (neutralizando el surgimiento y
desarrollo de los procesos de erosién) y como control de plagas y arvenses en la proteccion
de cultivos (Bernal y Jiménez, 1990; Torres et al., 1995).

La utilizacion de la Canavalia ensiformis, como recurso alimenticio esta limitada por la
baja digestibilidad de sus proteinas y por la presencia de factores antinutricionales tales
como la concanavalina, la canavanina y los taninos; sin embargo existen evidencias del
efecto positivo de algunos tratamientos como el remojo, la coccién y el tostado en la
reduccion de estos factores y en el aumento de la digestibilidad proteica (Oomah y Bushuk,
1983; Angulo et al., 1986).

Segun CIDICCO (2008); Espindola et al. (1997) y Embrapa (2007) la Canavalia presenta
un ciclo vegetativo que oscila entre 240 a 270 dias, su germinacion comienza a partir de los
2 a 3 dias después de la siembra, se desarrolla con temperaturas de 15 - 30°C,
precipitaciones de 640 — 4200 mm.afio™, altura geografica de 0 — 1800 msnm, excelente
tolerancia a la sequia, moderada a la inundacion y buena a la sombra, alta sensibilidad al
fotoperiodo y su tasa inicial de crecimiento es rapida. La masa en floracién pueda alcanzar
de 13,6 — 60 t.ha™ de masa fresca y de 2,5 — 8,4 t.ha™ de masa seca, como minimo, es capaz
de fijar 49 kg N.ha™ derivado de la FBN y acumular en sus tejidos vegetales 57 kg N.ha™.
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Para abono verde/cultivo de cobertura se siembra en surcos de 50 cm de distancia y 20 cm
dentro del surco utilizando 150 - 180 kg.ha™ de semilla, asociado con cultivos, 4 plantas
por m? (65 - 70 kg.ha™ de semilla), para produccion de semillas se siembra en surcos de 1
m de distancia y 20 cm entre plantas (65 - 100 kg.ha™ de semilla), con profundidad de
siembraentre 2 - 5 cm.

Se caracteriza por ser poco exigente en condiciones de productividad del suelo para lograr
un éptimo desarrollo vegetativo. Tolera un amplio rango de textura y fertilidad, crece bien
en suelos bajos, tropicales, altamente lixiviados, pobres en nutrientes y pedregosos, asi
como en suelos acidos y salinos con un rango de pH entre 4,3 a 7,5.

En experiencias obtenidas en Cuba se ha demostrado que para las condiciones del pais, la
época de siembra éptima coincide en general con la mas lluviosa y de dias largos (mayo -
octubre), en la cual se ha observado una abundante produccién de cobertura y masa foliar.
Canavalia produce en esta época como promedio 3,4 t.ha™ de masa seca y 153 kg.ha™ de N,
lo que hace resaltar su empleo como abono verde (Garcia, 1997; Garcia et al., 2002).

Sin embargo, en la época de invierno, que predominan temperaturas bajas, pocas
precipitaciones y dias cortos, el crecimiento y desarrollo de las leguminosas para abono
verde es mucho mas lento y la masa total obtenida es baja. Canavalia produce 0,84 t.ha™ de
masa seca y 54,9 kg.ha™ de N (Garcia, 1997; Alvarez et al., 1995).

Segun Bolafios (1995) y Borges (2009), las leguminosas pueden emplearse asociadas,
intercaladas y en rotacién con diferentes cultivos de interés agricola.

En Cuba, con relacion a las especies de leguminosas asociadas y en rotacion con otros
cultivos, los resultados experimentales han demostrado que los géneros Mucuna, Dolichos,
Canavalia ensiformis y Crotalaria son las mas promisorias para su utilizacién, cuando se
realiza un manejo apropiado y se observan sus peculiaridades. No obstante, diferentes
autores (Zea,1992; Zea et al., 1993) coinciden en que Canavalia posee caracteristicas
sobresalientes para la siembra intercalada con maiz, debido a sus habitos de crecimiento y a

sus caracteristicas morfoldgicas.
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2.2. Efectos de los abonos verdes sobre las caracteristicas fisicas, quimicas y
bioldgicas del suelo

Efectos fisicos:

Se ha demostrado que las caracteristicas fisicas mas influenciadas por los abonos verdes
son: agregacion, capacidad de retencidon del agua, densidad, velocidad de infiltracion y
aereacion (Breland, 1995; Keng, 1996). Por otra parte influyen ademas en la temperatura,
mejoran la estructura, la textura y facilitan la penetracién de capas endurecidas con raices
profundas (Astier et al., 2006; Correa, 2010).

Diferentes estudios han corroborado que los abonos verdes protegen la capa superficial del
suelo contra el impacto de las gotas de lluvia y el viento, disminuyen la evaporacion del
suelo, favorecen la aireacion y estructuracion del suelo por efecto del sistema radical, del
proceso de transformacion de la materia organica y de los microorganismos asociados a las
raices de los abonos verdes, entre ellos los HMA (Costa et al., 1992; USDA, 1996; FAO,
2000; Mosavi et al., 2009).

En estudios realizados por Fernandez y Ortega (2000) sobre el efecto de la incorporacion de
dos abonos verdes sobre las caracteristicas fisicas del suelo, se informa que los abonos
verdes reducen sensiblemente los valores de densidad aparente, porosidad total y
macroporosidad, si se comparan con las condiciones iniciales del suelo, encontrandose
diferencias significativas entre las edades de incorporacion, lo que indica que el abono
verde debe ser afiadido al suelo iniciando el proceso de floracién, incrementando la masa
incorporada.

Blanchart et al. (2006), en estudios donde se usd una cobertura de Mucuna pruriens
intercalada con una plantacion de maiz (Zea mays); informaron perdidas en el suelo con
cobertura de 2,9 tha™.afio™; reduciendo las pérdidas en 91% (31,1 t.ha™.afio™) y 69 % (6,4
t.hat.afio™), con respecto a los suelos con labranza tradicional sin fertilizacion y labranza
tradicional con fertilizacion mineral respectivamente. Estas diferencias indican los
beneficios del uso de la especie sobre la conservacion del recurso suelo.

Las gramineas se han destacado por la eficiencia en la formacién de agregados, a través de
las acciones directas e indirectas de las raices. Es por ello que uno de los métodos mas

adecuados para mejorar la estructura del suelo, es mediante la mezcla de una graminea con
9
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vigoroso sistema radical en constante renovacion y una leguminosa que acelere la
descomposicion de los residuos vegetales (Alvarez et al., 1995).

Efectos bioldgicos:

Se ha comprobado que los abonos verdes, al elevar los contenidos de materiales organicos
en el suelo, estimulan la actividad bioldgica de las poblaciones microbianas, a través del
reciclaje de nutrientes, determinante en la actividad de los microorganismos, constituyendo
una fuente de energia para el desarrollo de poblaciones de bacterias fijadoras de N, tanto
de vida libre como simbidticas.

Segun Prager et al. (2002), los abonos verdes incorporados en el campo en estado de
prefloracién se convierten en masa rapidamente ciclada por los organismos del suelo, lo
cual asegura disponibilidad temprana de nutrientes al cultivo establecido en asocio o
rotacion. Se aprovechan las fuentes de N provenientes de la mineralizacion y de la fijacion
bioldgica de N, (Gémez, 2000; Sanchez de P et al., 2007; CIDICCO, 2008).

Tejada et al. (2007), investigaron el efecto de diferentes abonos verdes sobre las
propiedades bioldgicas del suelo y el rendimiento de maiz (Zea mays), en un suelo Typic
Xerofluvent de Espafia. Se obtuvo un incremento general en la tasa de respiracion del suelo,
en las parcelas donde se establecieron los abonos verdes, debido a su composicion quimica
y su relacion C:N, en comparacién con el tratamiento testigo, que redujo su tasa de emisién
de CO;en el tiempo; posiblemente por disminucién de la materia organica por la accion de
la mineralizacion.

Por tanto, con la utilizacion de leguminosas como abonos verdes se incrementa la masa
microbiana capaz de fijar nitrégeno atmosférico, siendo este Ultimo mayor o menor, en
dependencia de factores como la cualidad de la bacteria, tipo de leguminosa y las
condiciones generales de suelo, contribuyendo al desarrollo y actividad de la micro y
macrovida del mismo, manteniendo de esta forma un equilibrio bioldgico.

Efectos quimicos:

Los abonos verdes son importantes porque incrementan la calidad del suelo, mejoran la
capacidad de intercambio cationico (CIC), aumentan los contenidos de materia organica,
mejoran el retorno de N a través de la fijacion bioldgica de N,, disminuyen el lavado de
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nutrientes, pueden incrementar el pH, la acumulacion del C organico y la mineralizacién
del N y P organico, pudiendo complementar o sustituir fertilizantes de sintesis industrial
(Prager et al., 2002; Randhawa et al., 2005; Lavelle, 2012).

Sanclemente et al. (2011), sostienen que los abonos verdes brindan ventajas como:
incremento de los procesos de mineralizacion de la materia organica y liberacion oportuna
de nutrientes para el siguiente cultivo, adicion de carbono organico que entra a formar parte
del humus estable del suelo, lo que genera interacciones con el resto de las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas.

Por su parte, Lozano et al. (2011), informaron en sus analisis sobre el efecto de los abonos
verdes en algunas propiedades quimicas del suelo, incrementos tanto para la materia
organica, N total, K y Ca, al incorporar los abonos verdes en comparacién con las
condiciones iniciales, concluyendo que el reciclaje realizado por los abonos verdes, en
general, permite mejorar las condiciones del suelo en superficie, zona de importancia ya
que es alli donde se encontrard la mayor densidad del sistema radical de los cultivos

productivos.

2.2.1. Produccién de masa seca y contenido de nutrientes

La seleccion de una especie de planta para ser utilizada como abono verde depende en gran
medida de su tasa de crecimiento (Alvarez, 2000). Los abonos verdes deben ser rdsticos, de
crecimiento rapido y alta produccion de masa, esto Ultimo depende de las condiciones
edafoclimaticas y fitosanitarias (Filho et al., 2004).

Para las condiciones de trdpico se ha demostrado que la época de siembra éptima para esta
especie coincide con la mas lluviosa y de dias largos (mayo - octubre), factores que
favorecen un incremento vegetativo exuberante en periodos mas cortos de tiempo y en la
cual se ha observado un abundante crecimiento de las plantas, con promedios que oscilaron
entre 3 - 11 t.ha™ de masa seca y aportes entre 150 - 250 kg N.ha, en dependencia de las
especies empleadas (Garcia et al., 2000a). En el periodo poco lluvioso, con dias cortos y
temperaturas bajas, el crecimiento y desarrollo de las plantas es mucho mas lento y la masa
total obtenida es baja, con promedios entre 0,8 — 1,8 t.ha™ de masa seca y aportes entre 25 -
50 kg.ha* de N (Garcia, 1997; Espindola et al., 1997).
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Los abonos verdes en el verano crecen mas rapido y acumulan mas N, debido a la
intensidad de la luz solar (Cherr et al., 2006). Al aumentar las precipitaciones, se intensifica
el crecimiento de las plantas empleadas como abono verde (Filho et al., 2004) y a mayor
produccién de fitomasa, se incrementa el contenido de nutrientes (Perin et al., 2004). Las
especies promisorias utilizadas como abono verde deben aportar cantidades de fitomasa
secay N iguales o superiores a 5 t.ha® y 100 kg.ha™ de N respectivamente, lo que favorece
la actividad microbiana, contribuyendo a la aceleracion de la descomposicion de la materia
organica, teniendo un impacto positivo sobre los cultivos y algunas propiedades del suelo
(Garcia, 1997).

2.2.2. Fijacion bioldgica de nitrdgeno por las leguminosas
La fijacion bioldgica del Nitrdgeno (FBN), constituye uno de los componentes primordiales

de la sustentabilidad agricola. La misma es realizada por un nimero limitado de especies
procariotas, generalmente bacterias y algas verdes - azules (Cyanophyceae) y se manifiesta en
diversos procesos, tanto simbidticos como no simbidticos. Dentro del grupo de
microorganismos procariotas que establecen simbiosis con plantas pertenecientes a la familia
Fabaceae, se encuentran las bacterias de la familia Rhizobiaceae, principalmente los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium, las cuales infectan y nodulan las
raices de las plantas y dentro de los microorganismos de vida libre que establecen fijacion no
simbidtica del N se encuentran las bacterias de los géneros Azotobacter, Beijerinckia,
Pseudomonas, Azospirillum, Clostridium y otras (Mayea et al., 1991; Bauer, 2001).

Las bacterias del género Rhizobium son habitantes naturales del suelo, aunque su poblacién
depende de diversos factores como el pH, temperatura, humedad y las fuentes de energia
(Jiménez y Pefia, 2000). La rizosfera de las leguminosas estimula la proliferacion de
géneros de Rhizobium, debido a que estos encuentran alli el ambiente mas favorable que en
el resto del suelo (Espindola et al., 1997; Biederbeck et al., 2005).

Se debe considerar la especificidad bioldgica que se manifiesta cuando el hospedero y el
macrosimbionte interactdan con algin grado de selectividad para dar lugar a la infeccién
nodular y a la FBN, por lo que es necesario que en la rizosfera de la planta se encuentre la

cepa de Rhizobium efectiva para la leguminosa (Garcia et al., 2000b).
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Un requerimiento importante para la fijacion de N2 de forma asociativa en las leguminosas
es la presencia de P asimilable, debido a que tiene un efecto fundamental en el intercambio
del carbono, en la multiplicacién de las bacterias y en el mismo proceso de fijacion. ElI K
también es necesario, pero en cantidades relativamente mas pequefias que el P, e incluso es
suficientemente conocido que altas dosis del elemento impiden el desarrollo de las bacterias
fijadoras. La falta de molibdeno (Mo), hierro (Fe), manganeso (Mn), boro (B), cobalto (Co)
y calcio (Ca) es critica y puede inhibir la capacidad de fijacion. La presencia de amonio
puede inhibir la fijaciéon debido a que los microorganismos utilizan preferiblemente el N
mineral en lugar del N, de la atmésfera (Martinez et al., 2007).

2.2.3. La simbiosis Rhizobium-leguminosa
Entre los distintos sistemas bioldgicos que son capaces de fijar nitrégeno atmosférico (N,),

se destaca la simbiosis Rhizobium-leguminosas, que es el resultado de una interaccion muy
especifica entre la bacteria y la planta, contribuyendo con el mayor aporte del elemento al
ecosistema y a la produccion de alimentos y se calcula que alcanza 20 % de la cantidad
total del N fijada anualmente sobre el planeta (Martinez - Viera y Dibut, 2012).

Para que se establezca la simbiosis efectiva debe estar presente la especificidad entre las
bacterias y las plantas hospederas, la cual ocurre en tres niveles: la habilidad para formar
nodulos, la eficiencia para fijar nitrdgeno y el grado en que la fijacién simbidtica provee a
la planta de sus requerimientos del elemento (Dazzo y Yanni, 2006).

Si bien la nodulacion es una caracteristica de las leguminosas en general, hay que decir que
existen géneros que no forman tales estructuras.

Comunmente, la simbiosis Rhizobium - leguminosa provoca la formacion del nodulo, en el
cual se lleva a cabo la fijacion de nitrdgeno atmosférico, mediante el proceso de infeccidn,
cuando las bacterias son estimuladas por los exudados radicales ricos en vitaminas,
azucares, enzimas y compuestos flavonoides, activandose varios procesos bioquimicos, que
culminan con la formacién del nédulo. Esta asociacion es capaz de fijar de 24 a 584 kg.ha™
de N al afio, siendo la més elaborada y eficiente entre las plantas y las bacterias (Martinez -
Viera y Dibut, 2012).
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En consecuencia, con estudios que sean realizado en el mundo, se conoce que la
contribucion de la fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) al suministro de N a las plantas
cultivadas depende de la eficiencia de la asociacién y de la disponibilidad del elemento en
el suelo cuando los factores ambientales son adecuados, elementos que disminuyen en gran

medida la capacidad de fijacién (Olivares, 2006).

2.2.4. Formacion de nddulos en las leguminosas
La formacion de los nddulos en las raices de las leguminosas, es una de las etapas de

fundamental importancia en el proceso de fijacion biolégica de nitrégeno debido a la
perfecta relacion de simbiosis que puede existir entre la planta (leguminosa) y las bacterias
de los diferentes géneros (Rhizobium, Bradyrhizobium y Azorhizobium entre otros), que
consiste en que el microorganismo entrega a la planta nitrégeno en forma asimilable para la
misma, y a su vez, la planta suministra las sustancias nutritivas que necesita las especies de
Rhizobium para cumplir sus funciones vitales (Martinez et al., 2007).

Por otro lado, los ndédulos radicales de las leguminosas son estructuras complejas, como
ponen de manifiesto los estudios histologicos y fisiologicos, cuyo desarrollo y
funcionamiento estan regulados principalmente por la planta, la cual controla el nimero de
nodulos mediante un mecanismo enddgeno de retroinhibicién o inhibicion feedback y que
se ha llamado de autorregulacion, este mecanismo consiste en que, iniciado un nimero
critico de primordios nodulares, se bloquea la division celular en el cértex radical
inhibiéndose el desarrollo de nuevos nddulos (Caba et al., 2001; Fernandez, 2008).

En dependencia del sistema simbiotico se pueden encontrar dos tipos de nddulos:
determinados o indeterminados, dado por el lugar en donde se induzcan las divisiones
mitéticas en la raiz. Si se originan en el cortex interno dan inicio a los nodulos
indeterminados y si lo hacen en el cortex externo son nddulos determinados.

En los nddulos determinados la actividad meristematica cesa temprano en su formacion y
su aspecto final resulta del alargamiento de las células, este tipo de desarrollo origina
nodulos esféricos o globosos en algunas especies de leguminosas (Vigna unguiculata,

Desmodium canum y Centrosema brasilianum), otros pueden organizarse alrededor de la
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raiz para formar los denominados nddulos en collar, peculiar de la Canavalia (Hirsch, 1992;
Mayz, 1997; Mayz, 2004).

Los nddulos indeterminados presentan un meristema persistente, que puede producir
nodulos ramificados o coraloides, puesto que constantemente se afiaden nuevas células a la
parte distal del nodulo; de tal manera que todos los estados de desarrollo estan asi
representados, debido a que ocurre un gradiente de formacion desde la parte distal, a la
proximal en el punto de unién a la raiz. Este tipo de desarrollo da lugar a nodulos
elongados o cilindricos (Indigofera hirsuta, Cajanus cajan, Crotalaria retusa) y
ramificados o coraloides (Crotalaria retusa, Gliricidia sepium) (Hirsch, 1992; Mayz,
1997; Mayz, 2004).

El color interno de los ndédulos varia desde rojo hasta blanco y constituye una caracteristica
utilizada para medir la efectividad de la fijacion. Cuando la simbiosis funciona con
efectividad, tienen una coloracion de rosada a roja debido a la presencia del pigmento
leghemoglobina, cuya funcion consiste en regular los niveles de O, y aportar este elemento
a las bacterias. Los nddulos de color claro indican en general poca o ninguna eficiencia en
la fijacion de N, (Martinez et al., 2007).

En sentido general, la seleccion de rizobios nativos adaptados a las condiciones
edafoclimaticas de Cuba, garantizarian el establecimiento exitoso de la simbiosis
Rhizobium-leguminosas, generando un incremento en los rendimientos agricolas, asi como

una reduccion del empleo de fertilizantes nitrogenados (Hernandez et al., 2012b).

2.3. Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
El vocablo micorriza, proviene del griego mykos=hongo y rhiza=raiz, que literalmente

significa hongo de la raiz, este término lo utiliz6 por vez primera el botanico de origen
aleman Albert Bernard Frank, en 1885, para describir la uniéon de dos organismos que
forman un solo d6rgano morfoldgico, en el cual existe una retroalimentacion de los
simbiontes (Agarwal y Sah, 2009).

Han sido uno de los microorganismos mas estudiados debido a las asociaciones
micorrizicas, a partir de la union de estos con las raices de las plantas. Las mismas estan
consideradas, segun Barea et al. (1991); Madigan et al. (2004); Escobar et al. (2007) y
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Fernandez (2012) simbiontes universales, debido a que estan presentes de manera natural,
aproximadamente en el 85 % de las especies vegetales con interés agrondmico.

Estos poseen dos sistemas de hifas, uno interno y el otro externo. El interno caracterizado
por la penetracién del hongo inter e intracelularmente en las células corticales de la raiz, el
cual, en la corteza interna, da origen a arbusculos que se forman poco tiempo después de
iniciada la colonizacién. EI micelio externo, emerge de la raiz y se extiende por el suelo
varios metros, dando lugar a hifas exteriores que constituyen el sistema de absorcion de
nutrientes y también muy importantes en el mantenimiento de la estructura del suelo, ya
que constituyen redes que mantienen a los agregados o particulas del suelo unidos
(Sieverding, 1991; Sanchez et al., 2007).

Se ha demostrado con diversas investigaciones, que los HMA presentan amplia diversidad
de asociaciones en la mayoria de las plantas superiores, atribuyéndoles beneficios a estas,
como la estimulacion del crecimiento debido al incremento en la absorcion de P y otros
nutrimentos esenciales para su desarrollo, tolerancia al estrés bidtico y condiciones

adversas al suelo entre otras (Brundrett, 2008; Aguilera-Gémez et al., 2008).

2.3.1. Diferentes asociaciones micorrizicas
Se han definido tres tipos de asociaciones micorrizicas, al tomar en consideracion sus

caracteristicas morfoanatdmicas y ultraestructurales: ectomicorrizas, que se caracterizan
por desarrollar una espesa capa de micelio sobre la zona cortical de las raices absorbentes
de las plantas, ectendomicorrizas, que presentan manto externo, como las ectomicorrizas y
penetran en el interior de las células, como las endomicorrizas , pero no existen vesiculas ni
arbusculos y endomicorrizas, caracterizadas por la colonizacion intracelular del hongo en el
cortex radical (Read, 1998).

Las endomicorrizas no son detectadas visiblemente, forman una red externa de hifas y
penetran el interior de las células corticales sin llegar a colonizar el endodermo. Es el grupo
mas difundido en el planeta y se divide en varios subtipos, de los cuales el mas
representativo es el arbuscular, caracterizado por formar arbdsculos intracelulares y es sin
duda el de mayor difusion e importancia econdmica y ecoldgica (Duchicela, 2001; Martin,
2009).
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Los HMA durante su ciclo de vida, producen esporas que al germinar forman un micelio
vegetativo y al hacer contacto con la superficie de la raiz se modifica en una protuberancia
similar a un ventosa (apresorio), de donde surge la hifa que inicia la colonizacion de los
tejidos radicales (Reyes-Jaramillo, 2002). Posteriormente, se forman hifas inter e
intracelulares en las células corticales, que se van ramificando probamente para introducir
los carbohidratos procedentes de la planta y dan el aspecto de diminutos arboles llamados
arbusculos (Aguilera-Gomez et al., 2008).

Dentro de los HMA, los géneros Rhizophagus y Glomus se incluyen en la familia
Glomeraceae que pertenecen al orden Glomerales pertenecientes al Phylum
Glomeromycota que se caracterizan por formar filamentos Ilamados hifas (Schif3ler y
Walter, 2011; Rodriguez et al., 2011).

2.3.2. Principales beneficios de los HMA en la nutricién de las plantas
El efecto mas conocido que ejercen los HMA sobre las plantas a las que colonizan, es

incrementar la absorcion y traslocacién de elementos esenciales (especialmente fosforo) por
las hifas extrarradicales del hongo hacia la parte aérea de las plantas, fundamentalmente las
que no se encuentran cercanas a la raiz; ademas sobre la tolerancia a estreses bioticos y
abioticos, teniendo un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de la plantas
(Jeffries et al., 2003; Smith y Read, 2008).

Se ha confirmado que el micelio externo de los HMA puede absorber fosfatos (PO,),
nitritos (NO3) y nitratos (NH;") (Hodge et al., 2001; Villegas y Fortin, 2002) y también
micronutrientes como el zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu), Molibdeno (Mo) y otros
(Cardoso y Kuyper, 2006); sin embargo, el incremento en la toma de fosfato, es el
beneficio mas importante para la planta (Helgason y Fitter, 2009).

Por su parte Howeler (1985) y Netto (2008), informaron que el efecto mas evidente de los
HMA esta en su papel sobre la nutricién de las plantas, provocado por un marcado
incremento en los procesos de absorcién y traslocacion de nutrientes, ya sea por
interceptacion, flujo de masa o difusion, representado en los efectos sobre el crecimiento y
la produccién de las plantas.
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Este beneficio puede ser resultado ademas del aumento de la superficie de exploracion del
suelo, elevacion de la capacidad absortiva de las raices, toma de nutrientes no accesibles a
las raices no micorrizadas, beneficio de otros microorganismos en la rizosfera,
amortizacion de los efectos adversos del pH del suelo, salinidad, estrés hidrico y ataque de
patdgenos (Siqueira'y Franco, 1988; Bonilla, 1999; Entry et al., 2002; Bucher, 2007).
Hay que destacar que la mayoria de las plantas tienen dos vias de absorcién de P, una
Ilamada directa, que hace referencia a la interface raiz-suelo, y la otra llamada micorrizica o
simbidtica que corresponde al fosforo que se intercambia en los arbusculos intracelulares
formados por los HMA (Requena, 2005; Smith y Read, 2008).
En este caso, el micelio fingico presenta una mayor eficiencia en la absorcién de P por la
amplia exploracion fisica del suelo, llegando a zonas donde el fésforo no estd accesible
para ser captado por las raices de las plantas. En la simbiosis, la toma del P por la hifa
extraradical es el primer paso en la translocacion de fosfato a la planta (Ohtomo y Saito,
2005; Olsson et al., 2002; Takanishi et al., 2009).
Los hongos micorrizicos arbusculares aumentan la capacidad de adquisicion y de
asimilacién de recursos por parte de la planta hospedera, ya que en comparaciéon con las
raices, las hifas externas de estos hongos poseen una mayor habilidad para explorar el
suelo. La toma de nutrimentos del suelo, principalmente fésforo, es favorecida por el
diametro y longitud de las hifas. Estos hongos pueden explorar una mayor extension de
suelo, lo que da como resultado una ventaja competitiva al hospedero debido a que
resuelven las limitantes para la adquisicion de nutrimentos minerales que se difunden del
ambiente radical y que se mueven lentamente en la solucion del suelo (Bian et al., 2001;
Feng et al., 2005).
En términos generales se puede resumir que los beneficios de los HMA en la nutricion de
las plantas son:

e Incrementan el abastecimiento de nutrientes por el aumento en el volumen de suelo

explorado y la adquisicion de fuentes de nutrientes que normalmente no son

disponibles para las plantas (Augé, 2001).
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e Fuente de in6culo que favorece la colonizacion de raices por los HMA, mejorando
la proteccidn frente a hongos o nematodos paréasitos (Correa, 2010).

e Los beneficios pueden incluir conservacion del suelo pues los agregados de mayores
dimensiones formados por las hifas micorrizicas, mejoran la capacidad de retencién
de agua (Sanchez de P y Gémez, 2003).

e Cambios favorables en el crecimiento, en la arquitectura de la planta, el tejido
vascular y otros (Miller et al., 1995; Sanchez de P et al., 2007).

2.3.3. Factores que afectan la colonizacién micorrizica
Los recientes progresos en los métodos para identificacion y cuantificacion de hongos
micorrizicos arbusculares en suelo y dentro de raices han permitido aclarar los factores que
influencian su distribucion. El desarrollo de las micorrizas arbusculares varia con el pH,
tipo y profundidad del suelo, vegetacion (especie, edad), grado de perturbacién del sistema
(Abbot y Robson, 1991; An et al., 1993; Wang et al., 1993), contenido de humedad y
materia organica del suelo, practicas agricolas como el uso de agroguimicos y rotacion de
cultivos (Jonson y Pfleger, 1992; Hepper y Warner, 1993; Entry et al., 2002).
El nivel de fdsforo, el uso y tipo de fertilizantes afectan grandemente la colonizacién
micorrizica. Se ha establecido que a baja o moderada fertilidad del suelo, se mejora la
respuesta de la planta. Asimismo, las aplicaciones excesivas de fertilizantes, sean de
nitrogeno o fésforo, a menudo perjudican la colonizacion micorrizica, aunque en campo la
respuesta es impredecible (Azcon y Barea, 1985). La colonizacidon radical se reduce a muy
altos o muy bajos niveles de fésforo disponible (Trimble y Knowles, 1995; Thomson et al.,
1991; Marschner y Dell, 1994), los efectos parecen estar mediados por la planta a niveles
bajos y medios de Ny P (Thomson et al., 1991).
El grado de disminucién o aumento en los niveles de colonizacién micorrizica arbuscular
no solo depende del nivel de fésforo, sino también del nivel de nitrégeno suministrado,
probablemente relacionado con la cantidad de carbohidratos presentes en la raiz. Asimismo
se ha encontrado que las plantas de lechuga micorrizadas, obtenian un maximo nivel de
colonizacion cuando el N se suministraba como nitrato, independientemente de la nutricion
del fosforo (Marschner y Dell, 1994).
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En los sistemas agricolas existen efectos positivos sobre la colonizaciéon y produccion de
esporas cuando se maneja una adecuada rotacién de cultivos, contrario a manejar una sola
especie (Benthlenfalvay, 1991). En una rotacion con soya (Glycine max), seguida de dos
afios de maiz (Zea mays), mijo (Panicum miliaceum) y nuevamente soya se obtuvo una alta
densidad de poblacion micorrizica de Glomus sp., contrario al monocultivo de soya por tres
afos (An et al., 1993). En los ecosistemas naturales también hay una correlacion positiva
entre planta de cobertura y el nimero de esporas (Miller y Jastrow, 1994). Por otro lado, en
la conversién de sistemas naturales a artificiales o viceversa, existen cambios en las
especies de plantas y en el manejo de las especies, lo que afecta la microbiota del suelo y

por consiguiente a las micorrizas (Kurle y Pfleger, 1994).

2.3.4. Simbiosis Rhizobium - HMA- leguminosas
La simbiosis Rhizobium - HMA-leguminosa es de gran interés agronémico debido a que

ambos simbiontes cubren gran parte de los requerimientos de N y P que necesita la planta,
mejoran el desarrollo de los nddulos y la fijacion de nitrogeno, e incrementan el
rendimiento de los cultivos y la eficiencia en el uso de los fertilizantes. También al
incrementarse la absorcion de fosforo por la micorriza, se mejora el desarrollo radical y el
crecimiento de la planta y se acelera la maduracion de las cosechas. Estas simbiosis son
atiles para las leguminosas, cuyo requerimiento de fosforo es importante, ya que la
micorriza le suministra el fosforo necesario para el desarrollo de las plantas y la fijacion
bioldgica (Rivera y Fernandez, 2003; Fernandez, 2012).

Las leguminosas coinoculadas con Rhizobium y micorrizas contienen un mayor porcentaje
de carbono, nitrogeno , fésforo y materia seca superiores a las leguminosas inoculadas
solamente con Rhizobium (Fernandez, 2012).

Diversos estudios realizados con la coinoculacion Rhizobium- HMA- leguminosas han
confirmado que se incrementa la nodulacién y el crecimiento de las plantas y que la masa
seca y los contenidos de N y P son mayores en las plantas micorrizadas (Filho, 2004).

Por su parte Federico et al. (2013), informaron que las asociaciones de Rhizobium-
micorrizas arbusculares actdan sinérgicamente en los niveles de colonizacion, nutricion

mineral y crecimiento de las plantas.
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Los mismos autores, al experimentar con una cepa de G. intraradices que recientemente se
reclasificaron taxondmicamente por SchiRler y Walker (2011) como Rhizophagus
intraradices y una cepa de Sinorhizobium meliloti sobre la leguminosa alfalfa (Medicago
sativa), sefialaron que la técnica de tincion de raices con azul de Tripan reveld un elevado
porcentaje de colonizacion fangica y una presencia muy importante de vesiculas, resultando
evidente la presencia de apresorios, puntos de entrada de la hifa fangica en la raiz, ademas
en el interior de los nddulos se observd un nimero importante de esporas y los puntos de
entrada del micelio externo en el nédulo.

Por su parte, Ruiz et al. (2009), en suelos Pardos con Carbonatos, informaron que la
coinoculacién de cepas especificas de rizobios aisladas en la rizosfera de la Canavalia con
una especie de HMA eficiente para este tipo de suelo, provoco los mayores incrementos de
la masa seca de esta especie, lo que constituyd un resultado promisorio para obtener un
mayor crecimiento, reciclaje, aporte de nutrientes y multiplicacion de los microorganismos
benéficos en el suelo a través del empleo de los abonos verdes coinoculados.

En relacién a esto, Bustamante et al. (2010) informaron en un suelo Pardo sin Carbonatos,
mediante la coinoculacion de aislados de Rhizobium propios de Canavalia y hongos
micorrizicos arbusculares, incrementos significativos en los indicadores de crecimiento
evaluados en esta especie de planta. Resultados que acreditan que las relaciones simbidticas
proporcionan un mayor intercambio entre los simbiontes.

En general, se ha evidenciado que los HMA al producir una amplia red de micelios en el
suelo, crean un nicho o sitio especializado para el desarrollo de bacterias y esta simbiosis
interacta estrechamente con diferentes grupos bacterianos. Al mismo tiempo, las
rizobacterias también tienen una marcada influencia sobre el desarrollo de los hongos
micorrizicos, los que pueden estimular la formacion y el funcionamiento de los hongos, a
través de la produccion de compuestos flavonoides emitidos por las células radicales de las
plantas, que facilita la penetracion del hongo e incrementan los exudados de las raices,
estimulando a su vez el rapido crecimiento de las hifas, de manera que los dos
microsimbiontes y el macrosimbionte se benefician mutuamente (Gryndler, 2000; Riera y
Medina, 2005).
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Condiciones experimentales

Para alcanzar los objetivos propuestos se llevaron a cabo dos experimentos de campo en
periodos diferentes (periodo lluvioso y periodo poco lluvioso) desde el 2010 a 2011, sobre
un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado (MINAG, 1999), en dos areas productivas
pertenecientes al municipio El Salvador, provincia Guantanamo.

El primer experimento se desarrollé en el poligono docente de la Facultad Agroforestal
de Montafia situado, en el km 6 %%, carretera Guantanamo - El Salvador, perteneciente a
la Universidad de Guantanamo, en el periodo lluvioso (abril a julio de 2010). Las
caracteristicas quimicas principales del suelo se observan en la tabla. 1.

Tabla 1. Algunas caracteristicas quimicas de la capa arable del suelo al inicio del
experimento (0 - 20 cm de profundidad).

pH H.0 MO (%) P (mg.kg™) Na"* K* Cca* Mg"
6.9 3,04 216 (cmol. kg™
’ ’ 0,56 061 | 400 125

Determinaciones quimicas:
pH H,0O potenciometro: relacion suelo/solucion de 1:2,5; MO (materia organica) Walkley Black, P:

solucion 0.1 N de H,SO, con relacion suelo-solucién 1: 25, Cationes NH4Ac a pH 7 seguin Paneque
et al. (2010).

El segundo experimento se desarrolld en la UBPC “Hermanos Sanchez”, que se
encuentra ubicada en la porcion este, Km 4 Y% carretera Guantanamo - El Salvador,
perteneciente a la Granja Agropecuaria Honduras en el periodo poco lluvioso
(noviembre de 2010 hasta febrero de 2011). Las caracteristicas quimicas principales del
suelo se observan en la tabla 2.
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Tabla 2. Algunas caracteristicas quimicas de la capa arable del suelo al inicio del

experimento (0 - 20 cm de profundidad).

pH H;0 MO (%) P (mg.kg™) Na* K* Ca* Mg"
. kg™
6.8 2,83 177 (emol. k™)
0,50 051 | 350 19,0

Determinaciones quimicas:

pH H,0 potenciometro: relacion suelo/solucion de 1:2,5; MO (materia organica) Walkley Black, P:
solucion 0.1 N de H,SO,4 con relacion suelo-solucién 1: 2,5, Cationes NH,Ac a pH 7 segiin Paneque
et al. (2010).

Las caracteristicas del suelo para los dos experimentos (Tablas 1 y 2) fueron similares,
con el pH fue ligeramente acido. Presenté contenido medio y bajo de materia organica
(MO). El fosforo (P) fue alto y probablemente se debié al método analitico que se
utilizé para su determinacion, que contiene una solucion extraente de acido sulfarico
que al reaccionar con el carbonato y el calcio del suelo, se libera el fésforo hacia la
solucion del suelo y por eso se sobreestima la cantidad de este elemento. Los
contenidos de potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg) y sodio (Na) tuvieron valores
altos para este suelo, sin embargo, el Na solo ocup6 el 1% del complejo de intercambio,
por lo que no manifiesta efectos adversos sobre los cultivos. Todas las evaluaciones se
hicieron segln las tablas de interpretacion de anélisis de suelo (Paneque y Calafia,
2001).

3.1.2. Condiciones climaticas de los periodos evaluados

La Tabla 3 describe los datos climaticos tomados en las Estaciones Meteorologicas mas
cercanas a las areas donde se realizaron ambos experimentos. Se observa que el periodo
lluvioso las variables climatoldgicas fueron favorables para el desarrollo del cultivo,
destacandose en este sentido las precipitaciones, que pudieron influir de forma positiva
en los resultados obtenidos, valores que estan en correspondencia con la media historica
de la zona. Por otra parte, los datos climaticos en el segundo periodo disminuyeron en

gran medida con respecto al periodo Iluvioso, condiciones que pudieron estar determinados
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por la época del afio, donde predominan pocas precipitaciones y bajas temperaturas,
coincidiendo con la media historica de la zona.

Tabla 3. Comportamiento de las variables meteoroldgicas en el periodo evaluado

Periodo lluvioso

T. Media. H. Relativa. Precipitaciones
Meses
Q) (%) (mm)
Abril 26,2 69 164,4
Mayo 2715 73 190,8
Junio 279 78 106,9
Julio 279 77 111,6
Periodo poco lluvioso
Meses T. Media. H. Relativa. Precipitaciones
(°C) (%) (mm)
Noviembre 245 73 96
Diciembre 21,6 74 65,9
Enero 23,7 75 65,1
Febrero 242 68 2

Temperatura media (T. Media); Humedad relativa (H. Relativa). Periodo lluvioso: Datos
procedentes de la Estacién Meteoroldgica Jamaiquita, ubicada en el Km 6 % carretera Guantanamo
- El Salvador y a Km 1 % del area experimental (INSMET, 2010). Periodo poco lluvioso: Datos
procedentes de la estacion meteoroldgica Jobito, ubicada en el Km 6 % carretera Guantanamo —
Sempré y a Km 2 del area experimental (INSMET, 2011).

3.2. Disefio experimental

En ambos periodos se emple6 un disefio de bloques al azar con arreglo bifactorial y cuatro
réplicas. Se estudiaron cinco niveles del factor inoculacion de Rhizobium (cuatro aislados
de Rhizobium mas un tratamiento sin inoculacién) y tres niveles del factor inoculacion
micorrizica (dos cepas y un testigo sin inoculacién), para un total de quince tratamientos.
Se utiliz6 un area de 0,11 ha, distribuidas en 60 parcelas para ambas campafas, cada
parcela experimental contd con cuatro surcos a una distancia de 0.70 m de camellén por 4
m de largo para un area de 11.2 m? La Canavalia se sembré de forma manual, a dos

semillas por nido, a una distancia de narigbn de 0.30 m. Las atenciones culturales se
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hicieron segin recomendaciones de Martin (2009). Para la toma de las muestras se
seleccionaron, en el area de calculo (dos surcos centrales), tres plantas completas por metro
lineal, incluyendo el suelo de la rizosfera y las raicillas de las plantas, por cada tratamiento
y réplica, dejando los dos surcos externos como area de borde, a los 70 dias después de la
germinacion, durante la etapa de floracion.

3.3. Métodos de inoculacién de los biofertilizantes empleados

Como inoculantes micorrizicos se utilizaron las cepas Glomus cubense (Y. Rodr. y Dalpé),
INCAM- 4 (Rodriguez et al., 2011), (referida anteriormente como Glomus hoi-like) y
Glomus intraradices (Smith y Schenck), INCAM- 11, que recientemente se reclasificd
taxondmicamente por SchiBler y Walker (2011) como Rhizophagus intraradices,
procedentes de la coleccion de hongos micorrizicos arbusculares (HMA) del Departamento
de Biofertilizantes y Nutricién de las Plantas, del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Las cepas se encontraban conservadas en un sustrato desarrollado para estos fines
por el laboratorio de micorrizas del INCA (Registro de patente No0.2264) a 4°C. Los
inéculos de HMA utilizados en los experimentos poseian un titulo promedio de 50

esporas.g™ de suelo fresco, certificado en el Laboratorio de Micorrizas del INCA.

Como inoculante bacteriano se utilizaron cuatro aislados de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can
4 y Can 5), aislados por Hernandez et al. 2012a. Los aislados provienen de nédulos de
Canavalia y pertenecen a la coleccion de cepas de rizobios del Departamento de Fisiologia
del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), se utilizaron a una concentracion de
10" a 102 UFC.g™.

La coinoculacion de estos biofertilizantes se realizd en el momento de la siembra, por el
método de recubrimiento de las semillas (Metodologias descritas por Fernandez et al.,
2000) utilizando una dosis de 5.95 kg.ha™ de EcoMic®, equivalente al 10 % del peso de las
semillas y 100 g de cada inoculante bacteriano. Primeramente se hizo una pasta
homogénea, en una proporcién de 1 kg de EcoMic® por cada 10 kg de semilla con las cepas
de HMA separadas y posteriormente se les afiadié cada aislado de Rhizobium. La

inoculacion simple del in6culo bacteriano se realizd mediante una solucién azucarada,
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luego se recubrid la semilla hasta quedar cubierta completamente, se pusieron a secar en la

sombra durante 5 a 10 minutos y posteriormente se procedio a la siembra.

3.4. Evaluaciones realizadas y metodologias empleadas

v Analisis quimico de suelo
Para determinar las propiedades quimicas del suelo: pH, MO, P, Ca, K, Na y Mg, se
utilizaron muestras compuestas tomadas entre 0 y 20 cm de profundidad, al inicio de ambas
campafias en forma de zigzag a lo largo y ancho del area experimental. El analisis se realizd
en el Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas del Departamento de Biofertilizantes y
Nutricion de las Plantas del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA).
Se utilizaron los métodos establecidos por Paneque y Calafia (2010), consistentes en: pH
H.O por el método potenciométrico, con relacion suelo: solucion de 1:2,5. Materia organica
del suelo por el método colorimétrico de Walkley y Black. P asimilable (mg.kg™) por
extraccion con H,SO4 0.1N con relacion suelo: solucién 1:2,5. Cationes intercambiables
(cmol.kg™), por extraccion con NH,Ac 1 Mol.L™ a pH 7 y determinacién por
complejometria (Ca y Mg) y fotometria de llama (Na y K).

v' Masa seca aérea
Para determinar la masa seca aérea (t.ha™), se tomaron los 6rganos de la parte aérea de las
plantas (hojas y tallos) muestreadas. Se pes6 cada érgano (g por planta) en conjunto y luego
por separado en una balanza Sartorius digital METTLER, de ahi, se tomé una fraccion de
100 gramos y se puso a secar en la estufa a 70 °C hasta alcanzar masa constante,
determinandose la masa seca de cada 6rgano y se expresé en t.ha™.
v Contenido de N,P,K

La concentracién de N,P,K se determind como porcentaje de la masa seca de la parte aérea
por los siguientes métodos analiticos (Paneque et al., 2010):

e Nitrogeno (N): digestion humeda con H,SO4 + Se y determinacion colorimétrica

con el reactivo de Nessler.
e Fosforo (P): digestién himeda con H,SO,4 + Se y determinacion colorimétrica por el

método de Osmond.
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e Potasio (K): digestién hiumeda con H,SO4 + Se y determinacion por fotometria de
llama.

La extraccion de N, P y K, se calculd a partir de los datos de la masa seca de la parte aérea
y su correspondiente concentracion de cada elemento (% N, P, K), por la siguiente formula:
Extraccion de N, P, K (kg.ha) = [MS parte aérea (t.ha™) x concentracién (%) del elemento
en la MS de la parte aérea] x 10.

v’ Evaluacién de la nodulacién por Rhizobium

e NUmero de nddulos totales (u): se procedi6 al conteo visual de la cantidad de
nodulos presentes en la raiz de las plantas muestreadas.

e Efectividad de los nddulos (%): Mediante un corte transversal, se determiné los
nodulos efectivos, seleccionando los de color rojo - rosado presentes en las raices
de las plantas.

e Masa seca de los nédulos totales (g. planta™): se determiné a través de una
balanza digital.

v Colonizacién radical
Las raicillas muestreadas se lavaron con agua corriente, para eliminar todo el suelo y se
secaron al aire. Se tomaron las raicillas mas finas y se desmenuzaron. Para las
determinaciones se pesaron aproximadamente 200 mg de raicillas que fueron secadas a
70°C, para ser tefiidas segin la metodologia descrita por Phillips y Hayman, (1970). La
evaluacion se realizo por el método de los interceptos, desarrollado por Giovanetti y Mosse,
(1980), mediante el cual se determind el porcentaje de colonizacion micorrizica o
frecuencia de colonizacion.

v" Densidad Visual
La determinacion del porcentaje de Densidad Visual (% DV) se realizé por la metodologia de
Trouvelot et al. (1986), mediante la cual se evalu6 la ocupacion fungica de cada intercepto y
se le asignd un nivel (Tabla 6). Posteriormente se realizé el calculo segln la formula:
%DV=XA/XZ
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Donde: Z es el namero de interceptos contados en cada nivel y A es el resultado de la
multiplicacién del nimero de interceptos contados en cada nivel (Z), por el porcentaje de

ocupacion observada.

Tabla 6. Transformacién de los porcentajes de ocupacién fungica intrarradical en niveles,

segun Trouvelot et al. (1986).

Nivel de evaluacion % de ocupacion observada
0 0
1 1
2 2,5
3 155
4 355
5 475

v' Conteo de esporas de hongos micorrizicos arbusculares
El conteo de esporas se realizdé en muestras de 50 g de suelo de la rizosfera de las plantas
colectadas, segiin el método de extraccién descrito por Gerdeman y Nicolson (1963),
modificado por Herrera et al., (1995), basado en el tamizado y decantado por via himeda
de los propéagulos del hongo. Las esporas se colectaron sobre una malla de 40 um de
apertura, se separaron por centrifugacion con sacarosa y Tween 80 y se observaron
posteriormente en un estereomicroscopio optico (20 - 40x).
3.5. Analisis estadistico
Para el procesamiento estadistico se comprobd 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 procedid a realizar el
analisis de varianza a los datos originales segun Vasquez (2011).
En funcion del disefio experimental empleado, se comprob6 el efecto de los factores y su
interaccion. Para la determinacion de las diferencias entre los tratamientos se utilizé la
ddcima de comparacion de Rangos Multiples de Duncan para p < 0,05, mediante el paquete
estadistico STATGRAPHICS PLUS version 5,1.

29






Resultados y Discusion

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Masa seca aérea de Canavalia en los periodos estudiados
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. . Figura 1: Produccion de masa seca area. RO: sin Rhizobium, R2, R3,
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positivo en relacion a los demas tratamientos, en los dos momentos estudiados.
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Sin embargo con la aplicacién simple y combinada de Rhizobium y G. cubense, disminuyd
la produccién de masa seca aérea a 4,57 y 4,27 t.ha™ respectivamente, lo que indica que
esta cepa de HMA manifestd menor efecto simbidtico que R. intraradices.

De esta manera, la mayor produccion de masa seca aérea se obtuvo en el periodo lluvioso,
resultados que estan en correspondencia con dias largos y con altas precipitaciones, en este
caso oscilé entre 164 y 190 mm en la region, lo que favorecié el incremento vegetativo de
esta especie en un periodo menos prolongado. Sin embargo en el periodo poco lluvioso que
oscilé entre 65,9 a 96 mm, con dias cortos y bajas temperaturas, pudo provocar la
disminucién de masa seca a€rea.

Se ha demostrado que las leguminosas en el verano crecen mas rapido y acumulan mas N,
debido a la intensidad de la luz solar (Cherr et al. 2006). Al aumentar las precipitaciones, se
intensifica el crecimiento de las plantas empleadas como abono verde (Filho et al. 2004) y
a mayor produccion de fitomasa, se incrementa el contenido de nutrientes (Perin et al.,
2004).

Por otra parte, se ha informado que la adecuada inoculacién de una leguminosa con cepas
efectivas, provoca un aumento de la masa aérea de las plantas (Jiménez y Pefia, 2000),
aungue numerosos reportes indican que Canavalia es un género promiscuo que puede
establecer simbiosis efectiva con varias cepas de Rhizobium (Beyra et al., 2004; Hernandez
et al., 2012a).

Estudios realizados por Aguilar (2005), sobre el efecto de Canavalia como abono verde en
sistemas agricolas, demostr6 que la produccion de masa aérea se incremento
favorablemente con el inicio de las lluvias, lograndose 5,33 t.ha™ de masa seca, ademés del
incremento de 106 kg.ha™ de N'y 12,5 kg.ha™ de P en la absorcién de nutrientes.
Resultados obtenidos por Alvarez et al. (1995) y Garcia (1997), informaron que en las
condiciones de Cuba para suelos Ferraliticos Rojos, Canavalia crece y se desarrolla muy
rapido en la época de primavera, coincidiendo con los meses mas lluviosos (mayo — octubre),
lograndose abundante produccion de cobertura y masa foliar, con portes de 0,6 a 1,0 m de

altura, un promedio de 3,4 tha™ de masa seca y una adecuada extraccion de nutrientes de 153
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kg.ha™de N para este especie. Sin embargo, para la época de invierno (periodo poco lluvioso),
Canavalia produce 0,84 tha® de masa seca y 54,9 kg.ha™ de N, debido a que en esta época
predominan temperaturas bajas y dias cortos, condiciones que hacen que las plantas
florezcan en periodos relativamente mas tempranos, sin haber alcanzado el crecimiento
vegetativo necesario, por lo que los aportes en materia seca y nutrientes son bajos
comparados con los obtenidos en las condiciones de primavera.

También Martin et al. (2012), informaron resultados positivos de la inoculacién G. cubense
(cepa INCAM-4) sobre el funcionamiento micorrizico de Canavalia en su efecto de
permanencia del cultivo del maiz para dos campafias diferentes (primavera y frio), el
crecimiento de las plantas de este especie fue superior (primavera ) con relacion al invierno,
alcanzando entre 2,24 - 458 tha' y 2,82 - 5,38 t.ha’ de masa seca sin y con inoculacién
micorrizica respectivamente, con bajo nimero inicial de esporas nativas en el suelo y sin
aplicaciones previas del inoculante micorrizico. En relacion a la campafia de frio, la
produccion de masa seca disminuyd entre 1,34 a 1,35 tha® y 1,60 a 1,70 tha®
respectivamente.

De forma general, los resultados informados por estos autores, son inferiores a los encontrados
en esta investigacion, debido a que las condiciones edafoclimaticas fueron diferentes y
pudieron favorecer, tanto el desarrollo de las plantas, como las actividades simbidticas de los
microorganismos.

Por su lado, Garcia et al. (2000), al evaluar el aporte de fitomasa de diferentes abonos
verdes incorporados en el cultivo de la papa, informaron que Canavalia obtuvo los mejores
resultados de aportes de nutrientes y fitomasa con incrementos de 5,60 y 6,1 tha™ de masa
seca con relacion a los demas abonos verdes, variantes de fertilizacién mineral y testigo,
respectivamente.

Investigaciones realizadas por Jiménez et al. (2005), en la produccion de masa seca y
contenido de nutrientes de plantas empleadas como abonos verdes, informaron que para

obtener altas producciones de masa, deben ser favorables los factores como las propiedades
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fisico- quimicas del suelo, la fisiologia de las plantas, la época de siembra y el manejo del
cultivo entre otros, lo que estimulan el crecimiento y desarrollo de las plantas.

Martin et al. (2007), al evaluar el efecto de la Canavalia micorrizada con G. hoi-like,
reclasificada por Rodriguez et al. (2011) como G. cubense (INCAM-4), en el cultivo del
maiz, encontraron con respecto al barbecho, que Canavalia incorpord mayor cantidad de
masa seca (9,76 tha'), nimero de esporas de HMA vy se obtuvieron rendimientos
significativamente mayores en las rotaciones donde se afiadio esta especie.

En este contexto, Corbera y Napoles (2013), informaron que la masa seca de la parte aérea
de las plantas de soya fueron superiores cuando se usé la coinoculacion Bradyrhizobium
elkanii - HMA, incrementos que oscilaron entre 8,68 y 15,48 g por planta™.

Por otro lado, Puertas et al. (2008), en el establecimiento de cultivos de cobertura en suelo
de trépico himedo en la amazonia peruana, informaron que el porcentaje de cobertura
alcanzado por Canavalia, fue superior a los demas cultivos, lograndose el cubrimiento total
del suelo a los 90 dias después de la siembra con un incremento de masa aérea de 4,59
t.ha'.

Con respecto al incremento de masa seca por diferentes leguminosas empleadas como
abonos verdes, Ruiz (2001); Sanchez et al. (2003) y Bustamante et al. (2010) informaron,
que los abonos verdes son especies que se adaptan bien a las condiciones tropicales, a
diferentes tipos de suelos y que, en condiciones favorables en diferentes regiones de Cuba,
seleccionando la mejor época de siembra, alcanzan un exuberante crecimiento y desarrollo,
atribuida en una mayor masa aérea en las plantas.

En cuanto a las respuestas de los tratamientos inoculados por las diferentes cepas de HMA,
se ha informado anteriormente por Simé et al. (2009), efectos de la inoculacion micorrizica
de Canavalia con la cepa de HMA G. intraradices actualmente R. intraradices (SchiRler y
Walker, 2011) en un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado, atribuidos a incrementos
de la masa verde y seca y del contenido de nutrientes de las plantas inoculadas respecto a
los tratamientos no inoculados, lo que demuestra el efecto positivo de la inoculacién

micorrizica sobre las especies de abonos verdes, al aumentar su valor agronémico.
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Por su parte, Bustamante et al. (2010), informaron que en suelos Pardos sin carbonatos, la
coinoculacién con variadas combinaciones de cepas de Rhizobium - HMA en Canavalia, se
refleja en su crecimiento y desarrollo, independientemente del indicador evaluado. En este
orden, el efecto de la coinoculacion del aislado Can 5 y G. hoi-like incrementd la altura de
la planta, no siendo asi la combinacion de la cepa Can 2003a con G. hoi-like que alcanz6 el
menor valor, en el caso de la masa fresca el mayor incremento se alcanzé con la
combinacién Can 2003b con R. intraradices, mientras que este indicador se deprimid
significativamente con G. hoi-like y el aislado Can 5.

Ramirez et al. (2013) en estudios realizados sobre la coinoculacion de bacterias fijadoras de
nitrogeno y HMA G. fasciculatum en plantas de Caupi, informaron incrementos
significativos de la masa seca aérea en los tratamientos coinoculados, en comparacion con
aquellos no inoculados, atribuyendo estos resultados a la simbiosis efectiva entre el
microsimbionte y el macrosimbionte.

Reyes (2013), en estudios realizados sobre la coinoculacion de aislados de Rhizobium y
cepas de HMA en diferentes tipos de suelo, informé que en presencia de la coinoculacion,
se incrementd la masa seca aérea de Canavalia en suelo Ferralitico Rojo, destacandose la
combinacién del aislado Can 2 y G. cubense. Sin embargo, en el caso del suelo Gley
Nodular Ferruginoso, el mejor comportamiento se obtuvo con la coinoculacion de los
aislados Can 3, Can 4 y Can 5 y Glomus mosseae.

El mismo autor plantea, que los resultados obtenidos de masa seca que oscil6 entre valores
de 2,5 a 10 t.ha™en Canavalia, es debido a que fue sembrada en época 6ptima, en este caso,
en condiciones de altas temperaturas y humedad (verano), lo que la hace tener un
crecimiento exuberante.

4.2. Extraccion de nutrientes

Segun se observa en la Tabla 7, en las dos campafias, nuevamente R. intraradices en
combinacién con el aislado Can 5, mostrd los mejores resultados sobre la extraccion de

nutrientes de Canavalia, existiendo interaccion entre los factores de estudio, con valores de

136 kg.ha™ de N, 13,71 kg.ha™ de P y 49, 77 kg.ha™ de K para el periodo lluvioso, mientras
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que el periodo poco lluvioso la extraccion de N presentd valores de 93,44 kg.ha™ de Ny de
10,35 kg.ha™ de P, en correspondencia con los resultados obtenidos en el crecimiento de la
masa seca aérea (Figura 1).

Por otra parte, se debe destacar el incremento de este indicador en presencia de R.
intraradices sin inoculacion de rizobios, con respecto a los aislados Can 2, Can 3 y Can 4
para ambos periodos, debido a la aparente existencia de cepas residentes de Rhizobium, que
probablemente fueron mas efectivas en establecer la simbiosis en presencia de R.
intraradices, que los aislados inoculados, exceptuando a Can 5. Asi mismo se refleja este
incremento en los tratamientos sin inoculacion bacteriana y sin HMA, posiblemente debido
a la compatibilidad de cepas residentes, tanto de Rhizobium como de HMA, capaces de
establecer simbiosis con el macrosimbionte, tan efectivas como las coinoculadas.

Otras de las causas de estos resultados, se deben a los efectos de la simbiosis HMA —
leguminosa, especialmente la cepa R. intraradices, que ha sido la mas recomendada para
este tipo de suelo, de manera que pudo mejorar los procesos de absorcion de nutrientes,
provocando en este sentido, mayor crecimiento de las plantas y por tanto, mayor
posibilidad de absorber nutrientes del suelo.

En este sentido, Trannin et al. (2000) han observado que las hifas interceptan las raices de
las leguminosas y se asocian para un incremento de la transferencia de nutrientes entre el
simbionte y su hospedero, dando contraste a un mejor comportamiento de la simbiosis
micorrizica, estimulando el desarrollo vegetativo de esta especie.

Los efectos encontrados por la inoculacion micorrizica sobre los nutrientes indicaron la
importancia y beneficios de la simbiosis efectiva sobre la nutricién de las plantas mas que
sobre un elemento en particular, como ya fue sefialado por Sanchez (2001) y Rivera y
Fernandez (2003).
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Tabla 7. Efecto de la inoculacion simple y combinada de Rhizobium y HMA sobre la
extraccion de nutrientes (masa seca aérea) de N,P,K de Canavalia a los 70 dias ddg.

Tratamientos

Periodo lluvioso

Periodo poco lluvioso

N | P K N | P
kg.ha™ kg.ha™
RO |71,76fghi |5, 63ef 25,59i 49 49ij 4,70fg
R2 | 6343i 5,75ef 26,03i 45,95j 4,469
Sin HMA R3 | 71,47ghi | 5,23ef 32,72fghi 52,58ghij 5,07efgy
R4 | 66,03hi 4,97f 34,81efgh 59,11efgh 6,27cdef
R5 | 78,24defg | 5,07f 36,80defgh | 71,04cd 6,52bcd
RO | 77,06efgh | 6,26def 37,92defg 66,97cde 6,57bcd
- R2 | 79,14defg | 7,11cde 31,44fghi 58,66efgh 5,26defg
omus
R3 | 87,69de 8,85hc 42,08cd 71,60c 6,06cdefg
cubense
R4 | 81,26defg | 6,75def 38,32def 62,54def 5,54defg
R5 |90,08d 5,24ef 41,11cde 70,32cd 6,27cdef
RO |121,13b 8,16bcd | 44,96bc 84,99b 6,98bc
R2 | 84,66de 6,88def 26,82hi 51,11hij 5,68defg
Rhizophagus g -
R3 | 83,98def | 7,89cd 26,47hi 54,99fghi 7,04bc
intraradices .
R4 | 104,09c 9,81b 31,23ghi 61,46efg 7,61b
R5 | 136,26a 13,71a 49,77a 93,44a 10,35a
Esx 3,77* 0,60* 2,06* 2,81* 0,53*

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si, segin prueba de Rangos
maultiples de Duncan (p<0.05). RO: sin Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de Rhizobium
(Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5 respectivamente). ddg: dias después de la germinacion.

Por otra parte, la fotoperiodicidad es una de las caracteristicas propias de este cultivo, pues

crece mas en condiciones de dias largos, elevadas temperaturas y precipitaciones, propia de

la campafia de primavera o épocas de lluvias del clima de Cuba. Esto pudo ser otra causa

que influyo en estos valores.
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Sanchez et al. (2009), informaron en sus estudios realizados en campafias diferentes, sobre
el contenido de nutrientes de varias especies de abonos verdes en suelos Cambisoles, que
Canavalia alcanzé alrededor de los 150 kg.ha™ de N, 12 kg.ha' de P y 50 kg.ha™ de K,
comparada con las demas especies de abonos verdes estudiadas.

Por su parte, Martin et al. (2010) informaron resultados donde Canavalia tuvo respuesta a
la inoculacién con diferentes cepas de HMA en suelo Ferralitico Rojo, dado a los efectos
superiores de extraccion de nutrientes e incrementos de masa seca cuando se inocul6 con G.
hoi-like respecto al testigo sin inoculacién, dado a los efectos que tienen los HMA en la
mejora de la absorcion y el contenido de nutrientes por parte de la planta hospedera.

Con respecto a la extraccion de nutrientes Puertas et al. (2008), informaron que Canavalia
presenté (173,68 kg.ha™ de N, 15,86 kg.ha™ de P y 68,46 kg.ha™ de K) superiores a las
otras especies vegetales usadas como cobertura en suelo de trépico himedo en la amazonia
peruana, atribuido a que Canavalia desarrolla con mayor eficiencia la capacidad fijadora de
nitrégeno por ser un cultivo que esta bien adaptado a la zona de trépico y por tener mayor
especificidad con las bacterias que fijan nitrdgeno, ademas de la mayor produccion de masa
foliar y a la concentracion de este elemento en sus tejidos.

Similar a esto, Treto et al. (2001), notificaron que en las condiciones de Cuba, de manera
general, los abonos verdes se destacan por hacer un aporte de N al sistema superior a los
100 kg.ha™ de N.

Por otra parte, Cordova et al. (2011), en resultados obtenidos al evaluar la fijacion
bioldgica de nitrogeno por tres leguminosas en condiciones de campo, informaron que las
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del suelo sean mejores, éstas favorecen una mejor
exploracion de las raices y asimilacion de nutrientes, en compafiia de las relaciones
simbioéticas de las cepas residentes de Rhizobium presentes en el suelo, incidiendo en la
mayor formacion de nddulos efectivos, los que al realizar mas captacion de N atmosférico
contribuyen al aumento de este en la parte aérea de las plantas.

Por su parte, Martin et al. (2012), en resultados obtenidos sobre el funcionamiento

micorrizico con G. cubense en Canavalia, informaron diferencias significativas con la
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inoculacion micorrizica en relacion al crecimiento y extraccion de nutrientes entre las dos
campanfias evaluadas (primavera y frio), reflejado en el mayor contenido nutricional con 176
kg.ha™ de nitrégeno, 9,80kg. ha™ de fosforo y 108 kg.ha™ de potasio en el periodo luvioso.
Castillo et al. (2010), al evaluar tres leguminosas como coberturas asociadas con maiz (Zea
mays) en el tropico subhtimedo, informaron que la cantidad de masa seca y los contenidos
de nutrientes de los tratamientos con incorporacion de Canavalia fue superior a la
vegetacion natural en los dos afios estudiados.

Por otra parte, Urquiaga y Zapata (2000), informaron que algunas especies de leguminosas
tropicales utilizadas como abonos verdes, pueden hacer wuna acumulacion
aproximadamente de 1 kg.ha™.dia® de N hasta los 60 — 70 dias de crecimiento. En el caso
de Canavalia, hasta el 96 % de este N proviene de la FBN, cuantificado por el método de la
abundancia natural de °N.

En estudios realizados en Colombia sobre la contribucion de la fijacion biol6gica de N en el
cultivo de Haba (Vicia faba) y su efecto residual en el cultivo de la papa (Solanum
tuberosum), Kantar et al. (2010) informaron que la Haba produjo alrededor de 8,5 t.ha™ de
materia seca, acumulando 191 kg.ha™ de N, de los cuales el 90 % (172,4 kg.ha™)
correspondi6 a la contribucion de la fijacion bioldgica.

Es de sefialar, que aunque no se cuantifico FBN en este trabajo, se puede decir que el 1 %
de la materia organica de un suelo equivale al 20 kg.ha® N para cultivo de ciclo corto
(Yagodin, 1986), entonces los resultados permiten presuponer que las condiciones
experimentales favorecieron el proceso de FBN, debido que el aporte ofrecido por el suelo
fue muy bajo, con valores que oscilaron entre 56,6 a 60,8 kg.ha™ de N y las cantidades del
elemento encontrado en la Canavalia fueron mucho mas elevadas.

4.3. Nodulacién de Canavalia en los periodos evaluados

La Tabla 8 muestra la interaccion entre los factores en estudio (Rhizobium - HMA) en la
nodulacion de Canavalia. Se observaron respuestas significativas de las variables a la
coinoculacion de ambos microorganismos, con efecto superior la cepa R. intraradices con

respecto a la cepa G. cubense y el testigo sin inocular, donde nuevamente la combinacion de
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R. intraradices con el aislado Can 5 incremento significativamente estos indicadores para los
dos periodos. En este tratamiento se observé una relacion de 735,5 y 983,66 de nddulos totales
asi como 99,88 y 97,76 % de nddulos efectivos y 53,86 y 29,0 de masa de los nédulos, en el
periodo lluvioso y poco lluvioso respectivamente.

Estos resultados coinciden con el mejor tratamiento para la produccion de masa seca aérea
(Figura 1) y la extraccion de nutrientes (Tabla 7) antes analizadas, lo que indica que la alta
nodulacion y efectividad obtenida con el aislado Can 5, se tradujo en contenido de N foliar.

La nodulacién de Canavalia con inoculacion simple de Rhizobium fue alta para los dos
periodos de estudio, sin embargo fue inferior con respecto a los tratamientos coinoculados,
debido al efecto beneficioso ejercido por la asociacion tripartita.

Los compuestos exudados por las raices de la Canavalia (flavonoides, compuestos fendlicos,
aminoacidos, entre otros) propician la proliferacion de los rizobios en la rizosfera, lograndose
la adherencia y la colonizacion de las raicillas, la formacion de los nddulos y su posterior
efecto positivo, lo que pudo influir en estos resultados.

Se observo ademas, que en el periodo lluvioso la nodulacion de Canavalia fue superior en
relacién al poco lluvioso. Respecto a este resultado se plantea, que es posible que en las
condiciones de invierno, que coinciden con el periodo poco lluvioso, se produce una
limitacion de carbono en los nodulos de las leguminosas que podria ser la causa del
descenso de la fijacidn de nitrgeno en los mismos (Martinez - Viera y Dibut, 2012).
También, se plantea que la relacion simbidtica entre Rhizobium - HMA - leguminosas,
pudo facilitar un intenso intercambio de sefiales entre los simbiontes, donde se destaca la
liberacion de compuestos isoflavonoides por la raiz, que inducen la sintesis de los factores
de la nodulacion en la bacteria (Freixas et al., 2010; Martinez - Viera y Dibut 2012).

En este caso el género Rhizobium puede cederle a la planta N en forma asimilable para la
misma, y a su vez, la planta suministra las sustancias nutritivas que necesita las especies de
Rhizobium para cumplir sus funciones vitales y por otra lado se conoce que las micorrizas
incrementan la absorcion de otros elementos, entre ellos el P, muy importante para garantizar

una adecuada FBN y crecimiento de las plantas, dando lugar a un mayor crecimiento, nimero
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de nodulos, masa de los nodulos y mayores contenidos de N y P en las plantas (Rivera y
Fernandez, 2003).

Por otra parte, Parra (2012) en estudios realizados sobre el efecto de la coinoculacién
Rhizobium - HMA en el desarrollo de Cajanus cajan en presencia de abonos verdes,
informd incrementos de nimero y peso de los nddulos de Cajanus cajan en los tratamientos
coinoculados en comparaciéon con aquellos que no fueron inoculados con aplicacion de

microorganismos.

40



Resultados y Discusion

Tabla 8. Efecto de la inoculacion simple y combinada de Rhizobium y HMA en la nodulacién de Canavalia a los 70 ddg.

Periodo lluvioso Periodo poco lluvioso
Tratamientos Noédulos totales ~ Masa seca nddulos  Efectividad  Nddulos totales  Masa seca nédulos  Efectividad
(u) (g por planta) (%) (u) (g por planta) (%)
RO 433,66k 19,93j 95,16 416,5k 14,92i 86,80
R2 528,66i 26,8gh 96,54 463 5ij 24,45¢cde 88,71
Sin HMA R3 555,0h 27,83g 97,32 507,25gh 22,72¢fg 90,03
R4 506,33j 23,3i 97,84 439,0jk 20,92gh 87,05
R5 585,33g 29,331y 98,43 485,75hi 21,87fgh 91,83
RO 510,66ij 23,763hi 96,37 436,5jk 17,01i 92,19
R2 621,33f 31,53f 97,12 575,25de 27,75ab 94,83
Glomus cubense R3 587,669 28,431y 98,43 539,01y 24,17def 93,52
R4 650,33de 37,8de 98,50 606,0cd 26,75abc 94,35
R5 670,0cd 39,9cd 98,90 631,75bc 27,72ab 95,74
RO 642,33ef 36,13e 98,12 488,75hi 19,64h 95,98
R2 664,66¢d 39,16de 98,90 516,0gh 24,81cde 95,88
Rhizophagus intraradices ~ R3 684,66¢ 42,96¢ 98,87 563,25fg 26,02bcd 96,00
R4 787,33b 47,23b 98,49 662,75b 28,50ab 96,30
R5 983,66a 53,86a 99,98 737,5a 29,0a 97,76
Esy 7,31* 1,07* 11,15* 0,81*

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si, segin prueba de Rangos multiples de Duncan (p<0.05). RO: sin
Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5 respectivamente). ddg: dias después de la germinacion.
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Lopez et al. (2000) y Sousa et al. (2007), al caracterizar la nodulacion en leguminosas,
informaron que el ndmero de nodulos y la masa de los nddulos de las especies expresaron
correlacion significativa, producto a la eficiencia del proceso de nodulacion y la fijacion de N,
con poblaciones inoculadas de Rhizobium.

Asimismo, Claudia et al. (2008) informaron interaccién entre diferentes cepas de Rhizobium y
hongos micorrizicos arbusculares en especies de leguminosas en un Andisol, donde todas las
cepas nodularon, pero s6lo se observaron noédulos efectivos de color rojo a rosado en las raices
principales, los que probablemente se encontraban fijando N, por la presencia de la
leghemoglobina.

Pérez et al. (2008), informaron que la inoculacién de Canavalia con los aislados Can 2, Can 3
y Can 5 provocan un marcado incremento en la nodulacion y el crecimiento de Canavalia
crecida en suelo Ferralitico Rojo.

Resultados obtenidos por Bustamante et al. (2009; 2010), en suelos Pardos sin Carbonatos,
informaron que el aislado Can 3 propici6é incrementos de 1 106 en el namero de nddulos
totales de Canavalia con respecto al testigo sin inoculacion, y en el caso de la coinoculacion
con cepas de Rhizobium y HMA en Canavalia, la inoculacién con la cepa 2003a y G. moseae
aumento el nimero de nddulos efectivos en Canavalia.

Gbémez et al. (2009), al estudiar el efecto de la coinoculacién Rhizobium - Glomus
fasciculatum en frijol Caupi en un suelo Fluvisol, informaron que ejercié un efecto
estimulante, tanto sobre la produccién de nddulos en las plantas, como también la cantidad de
nddulos efectivos.

Duodu et al. (2009), informaron que las plantas leguminosas inoculadas con Rhizobium y
hongos micorrizicos arbusculares, contienen un mayor porcentaje de carbono, nitrégeno,
fosforo y materia seca que las leguminosas inoculadas solamente con Rhizobium. Esta
interaccién simbidtica con los hongos micorrizicos resulta beneficiosa para las leguminosas,
cuyo requerimiento de fosforo es importante para el desarrollo de la nodulacion y el

crecimiento en estas plantas (Claudia et al., 2008).
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Ramirez (2011), estudiando el comportamiento de tres especies de abonos verdes en un suelo
franco de la serie Maracay en Venezuela, informé que habia nddulos abundantes en Canavalia
previo a la floracién en la época de primavera con respecto a Crotalaria (Crotalaria juncea) y
Frijol Terciopelo (Mucuna pruriens), que disminuyeron la produccion de nédulos. Los autores
atribuyeron estos efectos a la efectividad de las especies de Rhizobium inoculadas en
Canavalia que se adaptaron a las condiciones existentes en el suelo.

Puerta et al. (2008), informaron que la masa de nddulos fue superior en Canavalia seguida de
Crotalaria en comparacion al resto de las leguminosas, basado a que éstas dispusieron de
mayor cantidad de asimilados para la formacién de los nédulos.

En estudios recientes Cordova - Sanchez et al. (2013), al evaluar la FBN en cuatro
leguminosas crecidas en suelos de Tabasco, México, informaron que Cajanus cajan presento
mayor nimero y masa seca de los nddulos, comparado con Mucuna deerengiana, Phaseolus
lunatus y Canavalia ensiformis, llegando a alcanzar 88,11 nddulos por planta, que al ser
comparado con los valores reportados por Mayz-Figueroa (2007) fueron inferiores,
atribuyéndolo probablemente a la competencia por nutrimentos y bajo contenido de P
asimilable.

En este mismo afio, Corbera y Napoles (2013), informaron respuestas significativas en las
variables nimero, masa seca y efectividad de los nddulos en los tratamientos evaluados en el
cultivo de la soya, destacandose aquellos donde se aplico la coinoculacién Bradyrhizobium
elkanii - HMA, enfatizando que la aplicacién de las micorrizas arbusculares propicié un mayor
efecto de las bacterias de rizobios, dado por un incremento en el nimero de nédulos y la masa

seca de los mismos en comparacion con el testigo absoluto.
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4.4. Variables del funcionamiento fangico.
4.4.1. Colonizacion micorrizica y densidad visual de Canavalia en los periodos
evaluados
En la Tabla 9, se observa el efecto de la interaccidn entre los factores en estudio sobre el
porcentaje de colonizacion micorrizica y densidad visual de Canavalia en los dos periodos
evaluados. Se encontré una marcada tendencia a valores superiores de colonizacién y densidad
visual en tratamientos inoculados con cepas de HMA, con respecto a aquellos sin inoculacién
micorrizica. En todos los casos, los porcentajes de colonizacién presentan valores por encima
del 30 % y en los tratamientos mas destacados, alcanzan valores superiores al 60 %.
Igualmente la densidad visual, indicador que describe el grado de intensidad con la que el
hongo coloniza la raiz, oscil6 entre 9,26 y 9,47 % en los tratamientos inoculados.
En este caso, R. intraradices en combinacion con el aislado Can 5, mostrd los mejores
resultados de colonizacién micorrizica y densidad visual con valores de 81,73 y 9,47 % en el
periodo lluvioso y 77,67 y 9,26 % en el periodo poco lluvioso. Estos resultados estan en
correspondencia con los obtenidos en la produccién de masa seca aérea y extraccion de
nutrientes presentados en la Figura 1 y Tabla 7. Este comportamiento pudo estar determinado
por la especificidad que se establecid entre el tipo de suelo y el HMA, lo que produjo un
mayor grado de compatibilidad entre los simbiontes, lo cual parece indicar que R. intradices
de conjunto con el aislado Can 5 sean las mas eficientes en estas condiciones.
Por otro lado, se demuestra la eficiencia y la efectividad de la inoculacion de la cepa R.
intraradices en relacion con el porcentaje de colonizacion micorrizica y la densidad visual en
Canavalia para este suelo, resultados que estan en similitud con lo planteado por Ruiz (2001);
Riveray Fernandez (2003) y Rivera et al. (2007), los cuales informaron que G. intraradices es
la cepa mas efectiva y eficiente para la inoculacion micorrizica de los cultivos en suelos

Pardos con Carbonatos.
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Tabla 9. Efecto de la interaccién de Rhizobium y HMA sobre la colonizacion micorrizica

y la densidad visual para Canavalia en los periodos evaluados.

Tratamientos

Periodo lluvioso

Periodo poco lluvioso

Colonizacién Densidad Colonizacién Densidad
(%0) visual (%) (%) visual (%)

Sin HMA RO 56,53f 2,34j 41,709 1,06h
R2 49,209 3,5hij 43,879 1,99h

R3 59,43ef 4,11ghi 47,33fg 2,63gh

R4 44,049 2,77hi 41,849 1,8h

R5 64,77cde 4,81fgh 58,98cde 3/41fg

Glomus RO 61,78def 5,14efg 59,23cde 4,63cde
cubense R2 62,25def 5,87def 54,15ef 5,18cd
R3 56,08f 5,93def 64,31bc 5,01cde

R4 56,46f 4,73fgh 56,23de 4,57de

R5 67,66cd 5,87def 53,50ef 4,39def

Rhizophagus | RO 70,62bc 7,76b 67,21b 6,30b
intraradices R2 67,00cd 6,97bc 64,34bc 5,67bc
R3 74,58b 6,89bc 66,29bc 4.,62cde

R4 64,73cde 6,58bcd 62,50bcd 5,45bcd

R5 81,73a 9,47a 77,67a 9,26a

Es y 2,26* 0,50* 2,46* 0,33*

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si, segiin prueba de Rangos multiples
de Duncan (p<0.05). RO: sin Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4

y Can 5 respectivamente). ddg: dias después de la germinacion.
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Por otro lado, se evidenciaron incrementos significativos para estos indicadores en los
tratamientos de inoculacion simple y aquellos que no fueron inoculados, lo que indica la
presencia de cepas residentes de ambos microorganismos, que son compatibles con el cultivo
y que tienen respuesta similar o superior a la coinoculacion de los aislados de Rhizobium y
cepas de HMA en Canavalia para los dos periodos.

Estos resultados estan indicando ademaés el efecto positivo de las asociaciones simbidticas
de Canavalia con los aislados de Rhizobium y cepas de HMA, reflejado en una mejor
colonizacion micorrizica y densidad visual bajos estas condiciones, estando en
correspondencia con Siqueira 'y Franco (1988) quienes informaron que las especies tropicales,
en especial las leguminosas, responden positivamente a la coinoculacion con microorganismos
benéficos, existiendo un marcado sinergismo en la interaccion tripartita Rhizobium - HMA -
leguminosas.

Velez (2012), informé que el aumento del porcentaje de colonizacion micorrizica pudo
estar ocasionado por las acciones que ejercen los HMA en el incremento y la absorcion de
nutrientes disponibles para las plantas.

En estudios realizados por Martin (2009), sobre indicadores del funcionamiento de la
simbiosis micorrizica de Canavalia en suelos Ferraliticos Rojos Lixiviados, observé un
efecto diferenciado de la inoculacién con cepas de HMA sobre los porcentajes de
colonizacion micorrizica y de la densidad visual en las raices de Canavalia. Los mayores
valores se obtuvieron con la cepa Glomus hoi — like, con diferencias respecto a las otras
dos cepas inoculadas y al testigo sin inoculacién en los dos afios estudiados, resultados que
estan en correspondencia con los obtenidos en la produccion de masa seca y absorcion de
nutrientes. EI mismo autor refiere que al existir un mejor comportamiento de la simbiosis
micorrizica, se estimula el desarrollo vegetativo de la Canavalia.

Los resultados encontrados en esta investigacion estan en similitud con los obtenidos por

Marrero (2010), cuando evalud la colonizacion micorrizica de G. intraradices en suelos
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Pardos Mullidos Carbonatados y encontrd porcentajes de colonizacion micorrizica entre
66 y 70 %, valores que indicaron una micorrizacién efectiva.

Mufioz et al. (2009), en estudios de identificacion y colonizacion micorrizica en cultivos
de cobertura, informaron que la micorrizacion fue efectiva en condiciones edafoclimaticas
favorables, lo que promovio un incremento en la diversidad, desarrollo y actividad de los
microorganismos benéficos, en especial de hongos micorrizicos arbusculares.

Martin et al. (2010), al analizar los indicadores del comportamiento de la simbiosis
micorrizica de Canavalia en suelos Ferraliticos Rojos con las cepas G. hoi-like, G.
mosseae actualmente Funneliformis mosseae y G. claroideum reclasificada como
Claroideoglomus claroideum, informaron un efecto de la inoculacion con cepas de HMA
sobre el porcentaje de colonizacion y densidad visual de las raices de Canavalia; logrando
mayores valores con la cepa G. hoi-like, con diferencias respecto a las otras dos inoculadas
y el testigo sin inoculacion en los dos afios estudiados, resultados que estan en
correspondencia con los contenidos de masa seca y nutrientes encontrados en el abono
verde, debido al comportamiento de la simbiosis micorrizica, que estimulé el desarrollo
vegetativo de la Canavalia.

Por otra parte, Cedefio (2010), en estudios realizados sobre la evaluacién de la efectividad de
la micorrizacion sobre el desarrollo y estado nutritivo de Bactris gasipaes, informd que el
porcentaje de colonizacion micorrizica se comportd de forma similar o superior en los
tratamientos no micorrizados con respecto aquellos que fueron inoculados, atribuyendo estos
resultados a que la poblacion de cepas residentes en el suelo fueron compactibles con el
macrosimbionte y que se comportaron tan eficientes como las introducidas que al parecer,
estas Ultimas disminuyeron el efecto de la micorrizacion.

Gonzélez et al. (2012), en la coinoculacion de cepas de Rhizobium y una cepa de hongo
micorrizico arbuscular (Glomus cubense) en suelo Ferralitico Rojo Lixiviado, informaron

que los tratamientos inoculados con G. cubense mostraron incrementos de la colonizacion
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micorrizica, la densidad visual y la densidad de esporas en la rizosfera de las plantas,
significativamente mayores que los no inoculados, al mismo tiempo, estas variables
fungicas alcanzaron valores més altos cuando la inoculacion de G. cubense se combino
con una u otra cepa de Rhizobium.

Pérez-Luna et al. (2012), informaron incrementos de porcentajes de colonizacion y
densidad visual sobre Mucuna deeringiana evaluada como cultivo de cobertura, al ser
inoculada con cepas de hongos micorrizicos arbusculares (Glomus geosporum, G.
claroideum y Rhizophagus intraradices), encontrdndose los mejores resultados con R.
intraradices. El nivel de porcentaje de colonizacion fue mas alto con inoculacion de
micorrizas en relacion al testigo, concluyendo que la inoculacion micorrizica tuvo un
efecto positivo en la colonizacion de la raiz.

Por otra parte, Parra (2012) en estudios realizados sobre el efecto de Rhizobium y micorrizas
arbusculares en el desarrollo de Cajanus cajan empleado como abonos verdes, en suelos
naturales de la localidad de Espino, estado Guarico, informd que los valores sobre los
porcentajes colonizacion micorrizica y densidad visual mas altos, fueron encontrados en los
tratamientos con la doble coinoculacion, en comparacion con los demas tratamientos donde
solo se hizo una aplicacién por separado.

Este mismo autor refiere que estos valores de micorrizacion contribuyeron a mejorar los
valores de masa seca aérea y la extraccion de nutrientes de Cajanus cajan en todos los

momentos estudiados.
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4.4.2. Numero de esporas de HMA en la rizosfera de Canavalia en los diferentes

periodos evaluados.
En la Figura 2, se aprecian los
valores obtenidos de namero de
esporas en 50 g de suelo
presente en la rizosfera de
Canavalia, en el periodo
lluvioso y poco lluvioso, a los
70 dias después de germinada,
en la cual se puede observar la
interaccion entre los factores en
estudio. De manera general
del

niamero de esporas en los

existi6 un incremento
tratamientos coinoculados con
respecto al testigo sin inocular,
destacandose las combinaciones
de R.

aislado Can 5 para los dos

intraradices con el

periodos, alcanzando un valor
de 1 237 esporas por 50 g de
suelo en el primer momento,
siendo superior al segundo

momento (698,64 esporas).
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Figura 2: Numero de esporas de HMA en la rizosfera de
Canavalia. RO: sin Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: aislados de
(Can 2, Can 3, Can 4, Can 5
respectivamente).*Medias con letras distintas difieren entre si,

Rhizobium

segln prueba de Rangos multiples de Duncan (p<0.05).

Este indicador logré reflejar los efectos de la coinoculacién de estos dos microorganismos, no

solo expresado en los porcentajes de colonizacién, densidad visual y masa seca aérea (Figura

1y Tabla 9), sino también en un mayor nimero de esporas en la rizosfera de las plantas.
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Estos resultados se reafirman en los analisis de correlaciones en los dos periodos evaluados
Tablas 10 y 11, al encontrarse correlaciones significativas (P < 0,05) o altamente significativas
(P < 0,01) entre las diferentes variables evaluadas, indicando que la masa seca aérea, la
extraccion de nutrientes y el funcionamiento micorrizico estuvieron correlacionados entre si,
existiendo una respuesta positiva de la Canavalia a la coinoculacion de aislados de Rhizobium
y cepas de HMA a los 70 dias después de la germinacion.

Por otra parte, se evidencid que existieron cepas residentes de HMA en el suelo, que
interactuar con la Canavalia inoculada con los aislados de Rhizobium, incrementaron su
actividad simbidtica, lograndose aumentar el nUmero de esporas en la rizosfera,
probablemente debido a la interacciobn de la simbiosis tripartita Rhizobium- HMA-
leguminosas, de manera que la simbiosis Rhizobium — leguminosas aporta el N de forma
asimilable para las plantas y los HMA incrementan la absorcion de otros elementos, entre ellos
el P, muy importante para el proceso la FBN.

Ademas se observd que en el periodo lluvioso se incrementd el nimero de esporas en relacién
al poco lluvioso, sin embargo en el primer momento no se aprecian diferencias significativas
entre los tratamientos, exceptuando la coinoculacion de R. intraradices con el aislado Can 5,
probablemente debido a las condiciones edafoclimaticas, que fueron favorables en el periodo
[luvioso, permitiendo un mejor funcionamiento simbidtico entre los organismos involucrados,
de manera que tuvo un efecto similar entre los tratamientos. Sin embargo en el periodo poco
lluvioso las condiciones edafoclimaticas son adversas, que pudieron influir en la disminucion
del efecto simbiotico, en tal sentido los tratamientos coinoculados puedan tener efectos

diferentes en la micorrizacion.
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Tabla 10. Matriz de correlaciones entre la masa seca aérea, las variables de funcionamiento micorrizico y las extracciones

de macronutrientes en la masa seca aérea de Canavalia sobre el suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado en el periodo

lluvioso.
Variables MS Extraccion (kg.ha™) Colonizacion Densidad
visual
(tha™) N P K (%) (%)
Extrac. N (kg.ha™) 0.986(**)
Extrac. P (kg.ha™) 0.883(**)  0.845(**)
Extrac. K (kg.ha™) 0.636(*) 0.687(**) 0.457
Colonizacion (%) 0.812(**) 0.778(**) 0.627(*) 0.375
Densidad visual (%) 0.909(**) 0.876(**) 0.824(**) 0.523(*) 0.872(*%)
Esporas (No. 50 g suelo™) 0.620(*) 0.518(*) 0.685(**) 0.246 0.491 0.707(**)

* Significativa P < 0,05. ** Significativa P <0,01.
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Tabla 11. Matriz de correlaciones entre la masa seca aérea, las variables de funcionamiento micorrizico y las extracciones

de macronutrientes en la masa seca aérea de Canavalia sobre el suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado en el periodo

poco lluvioso.
Variables MS Extraccion (kg.ha™) Colonizacion Densidad visual

tha™ N P %
(tha™) o) (%)

Extrac. N (kg.ha™) 0.893(**)

Extrac. P (kg.ha™) 0.947(**) 0.789(**)

Colonizacion (%) 0.784(**) 0.701(**) 0.786(**)

Densidad visual (%) 0.792(**) 0.741(**) 0.789(**) 0.797(**)

Esporas (No. 50 g suelo™) 0.539(%) 0.457 0.642(**) 0.843(**) 0.928(**)

* Significativa P <0,05. ** Significativa P <0,01
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La mayor cantidad de esporas encontradas en los tratamientos coinoculados con Rhizobium -
HMA, especificamente la combinacion del aislado Can 5 - R. intraradices, coincide con los
resultados obtenidos por este mismo tratamiento en las variables de funcionamiento fingico y
produccidn de masa seca aérea analizadas anteriormente.

Estos valores indican, que a medida que el funcionamiento micorrizico resulté mas efectivo,
conllevd a mayores porcentajes de colonizacion micorrizica y a mayor reproduccion de
propagulos micorrizicos en el suelo, demostrando la efectividad de la coinoculacion
Rhizobium - HMA, al encontrarse los mayores valores de las variables evaluadas en presencia
de la coinoculacion, al ser comparadas con aquellos tratamientos que solo se inocularon con
un microorganismo.

Este resultado es un indicador de las ventajas de la simbiosis Rhizobium - HMA- leguminosa,
en la cual todas las partes se potencian y de esta manera se incrementa su valor agronémico,
lo que puede repercutir en un mayor impacto de su introduccidn en los agroecosistemas.

Al respecto, Barrios et al. (2006) y Deguchi et al. (2007), informaron aumentos entre dos y
tres veces de las poblaciones de HMA por el uso de abonos verdes micorrizados,
incrementando ademas la colonizacién micorrizica de los cultivos posteriores.

Resultados similares fueron obtenidos por Bustamante et al. (2009) y Bustamante et al. (2010),
quienes al inocular los aislados de Rhizobium Can 3 y Can 5 con R. intraradices y G. cubense
en suelos Pardos sin Carbonatos, encontraron interaccion entre las cepas de Rhizobium y de
los hongos micorrizicos arbusculares con incrementos significativos en los indicadores de
crecimiento de Canavalia.

Rivera et al. (2010), en el cultivo del cafeto con el empleo de los abonos verdes en suelo
Fersialitico Rojo Lixiviado, plantearon que el nimero de esporas de los hongos micorrizicos
arbusculares se incrementa significativamente en el suelo, producto del crecimiento de los
abonos verdes, encontrandose una positiva relacion lineal entre la masa seca de los abonos
verdes a los 70 dias después de germinados y las cantidades de esporas de HMA en el suelo al

momento de incorporarlo.
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Por otra parte Martin et al. (2010), informaron que la cepa G. hoi-like presentd mayor nimero
de esporas que las demas cepas de HMA en estudio para Canavalia cultivada en suelo
Ferralitico Rojo, siendo esta efectiva no solo en el crecimiento y la nutricion, sino también en
la reproduccidn de los propagulos micorrizicos, lo cual constituyé otro beneficio obtenido con
empleo de los abonos verdes.

Sanchez et al. (2011), en sus estudios de abonos verdes e inoculacion micorrizica en suelo
Ferralitico Rojo Lixiviado, informaron que el incremento de esporas de HMA en el suelo fue
debido al crecimiento de los abonos verdes, encontrandose una relacion entre la masa seca
producida y las esporas encontradas en la rizosfera de las plantas de Canavalia, destacando
ademas que la intensidad de reproduccién de los propagulos estuvo directamente relacionada
con las diferencias en crecimiento de los abonos verdes y explicables en que la multiplicacion
de las esporas fue consecuencia, no solo de la dependencia micorrizica de estos cultivos, sino
también del crecimiento de las plantas.

Martin et al. (2012), informaron que Canavalia es una especie vegetal que entre otras ventajas,
al ser empleada como abono verde, tiene la peculiaridad de multiplicar los propagulos de
HMA en el suelo, sean residentes o no inoculados y propiciar de esta manera la colonizacién
micorrizica del cultivo posterior, otorgandole a esta especie un valor agregado como abono

verde en los sistemas agricolas.
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4.5. Consideraciones generales

El uso de leguminosas como fuente alternativa de incorporacién de nutrientes, de conjunto con
el empleo de biofertilizantes a base bacterias fijadores de nitrégeno y de hongos micorrizicos
arbusculares, constituye un resultado promisorio para mejorar la eficiencia en la absorcién de
agua y nutrientes por los cultivos y multiplicacion de estos microorganismos en el suelo, son
opciones que permiten incrementar la produccion agricola de forma ecoldgica y que sustituyen
en gran medida la utilizacion de los fertilizantes minerales.

Es importante sefialar que la aplicacion de inoculantes micorrizicos, mas que una alternativa,
es un modelo para hacer agricultura, su justo valor esta en lograr que se alcance una simbiosis
efectiva a través del papel de los HMA en la potenciacion de la nutriciéon de las plantas, de
manera que la funcidn principal de la simbiosis es aumentar las posibilidades de absorcién del
sistema radical (Marrero, 2010).

Por otra parte, la coinoculacion de Canavalia con dos tipos de microorganismos benéficos del
suelo, en este caso una bacteria y un hongo, potencio el crecimiento y desarrollo de la planta 'y
al mismo tiempo, los microorganismos no fueron antagoénicos entre si, ratificAndose su efecto
mutualista, lo que puede ser empleado de manera efectiva dentro de los sistemas de
produccion.

Los resultados demuestran como la especie Canavalia ensiformis (L) D.C fue capaz de
responder a la coinoculacion de Rhizobium sp. y hongos micorrizicos arbusculares en un suelo
Pardo Sialitico Mullido Carbonatado, obteniéndose resultados superiores con estas
combinaciones con respecto a los que se obtienen en algunos tratamientos con inoculacion
simple y en presencia de cepas residentes de Rhizobium sp. y HMA en el suelo, que en
algunos casos fueron tan eficientes como las introducidas. De manera que para este tipo de
suelo, el aislado de Rhizobium sp. Can 5 proveniente de nddulos de Canavalia y la cepa de
HMA Rhizophagus intraradices resultaron ser las mas efectivas, lo que ratifica el efecto de la
alta especificidad cepa de HMA - tipo de suelo.

Estos resultados se corroboran con los obtenidos por Sanchez (2001); Ruiz (2001); Rivera 'y
Fernandez (2003) y Rivera et al. (2006), quienes informaron que la cepa G. intraradices

actualmente R. intraradices ha funcionado adecuadamente en los suelos Pardos con
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Carbonatos, para diversos cultivos, bajo el concepto de que el tipo de suelo, es el criterio
fundamental para definir cual o cuales son las especies y cepas eficientes para una condicion
edafoclimatica dada, con independencia del tipo de cultivo existente, lo que indica una baja
especificidad cepa eficiente de HMA — cultivo. La explicacion de este proceso significa que la
cepa eficiente para una condicion edafica dada, establece una simbiosis efectiva con cualquier
cultivo dependiente de la micorrizacion que se establezca en ese suelo.

En este sentido se evidencid la accidon beneficiosa de la simbiosis tripartita entre los
microorganismos y el macrosimbionte, de manera que se refleja en el crecimiento y el
aumento de la masa seca aérea y de los demas indicadores evaluados en Canavalia lo que
constituye una alternativa Gtil para una agricultura organica y sostenible, debido a su alto
beneficio nutricional y ecoldgico, para elevar los rendimientos agricolas de diferentes cultivos.
De manera general el uso de los biofertilizantes con las leguminosas y en especial Canavalia,
es una alternativa que permite trabajar en un enfoque de una agricultura organica — sostenible,
basado en el uso de los abonos verdes y microorganismos benéficos, que pueden garantizar
altas producciones de los cultivos agricolas con menores costos, una mayor calidad bioldgica
de las cosechas, aumento de la actividad bioldgica del suelo, ademas de minimizar el uso de
los fertilizantes quimicos, en funcion del cuidado del medio ambiente y que puede ponerse en
practica en diversas condiciones y modelos de produccion agricola, ya sea por diferentes
empresas estatales o a niveles de productores, lograndose impactos positivos en la produccion

agricola.
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V. CONCLUSIONES

El crecimiento y desarrollo de la Canavalia se incrementd en presencia de la
coinoculacién de aislados de Rhizobium sp. y hongos micorrizicos arbusculares,
expresados en la produccion de masa seca de la parte aérea que oscilé entre 6,2 t.ha™ para
el periodo poco lluvioso y 7,12 t.ha™ para el periodo luvioso.

La coinoculacion de la Canavalia con Rhizobium sp. y hongos micorrizicos arbusculares,
incrementd las variables de funcionamiento fangico, que oscilaron entre el 77,67 y el
81,73 % de colonizacion radical y 9,26 a 9,47 % de la densidad visual, asi como las
relacionadas con la nodulacion de Rhizobium sp., lograndose de 737,5 a 983,66 de
nodulos totales; con 97,76 a 99,88 % de efectividad de los nddulos y de 29,0 a 53,86 de

masa de los nédulos.

El aislado Can 5 combinado con la cepa de HMA Rhizophagus intraradices, se
comportaron como los microorganismos mas eficientes para la inoculacion de Canavalia
ensiformis cultivada en suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado, al garantizar los
mayores acumulados de masa seca de la parte aérea, extraccion de nutrientes, nddulos
efectivos, porcentajes de colonizacion micorrizica, densidad visual y nimero de esporas,

siendo mayor su efecto en el periodo lluvioso.

En las condiciones de estudio, Canavalia ensiformis tuvo una mejor respuesta a la
coinoculacién de Rhizobium sp. y hongos micorrizicos arbusculares en el periodo Iluvioso

con relacion al periodo poco lluvioso para los indicadores evaluados.

57



(R acomendacionds




Recomendaciones

VI.RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos en la investigacion, se recomienda lo siguiente:

o Emplear el aislado de Rhizobium sp. Can 5 y la cepa de HMA Rhizophagus intraradices
para la coinoculacion eficiente de Canavalia en suelos Pardo Sialitico Mullido
Carbonatado.

e Extender a diferentes formas de produccion y a niveles de productores, el uso de la
Canavalia coinoculada con los aislados de Rhizobium sp. y las cepas de hongos
micorrizicos arbusculares seleccionadas respectivamente.

e Realizar estudios de aislamiento y caracterizacion de las cepas residentes de ambos
microorganismos en los sitios donde se realizaron los experimentos.

e Que los resultados de este trabajo, sean utilizados como material de consulta para

estudiantes de pre y postgrado, productores e investigadores de la rama agricola.
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