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ABSTRACT. Mycorrizal depencencies of six topical woody legumes: Leucaena leucocephala (Lam.)
De Wit., Delonix regia (Bojer) Raf., 4ibizzia lebbeck (L) Benth, Caesalpinea violacea (Mill) Standl..
Albizzia procera Benth y Andira inermis (Sw) HBK was study. Plants were inoculated with native VAM
from two different soils collected from a primary evergreen forest plot (FO) or its neighbor road slope (RS)
showing a pseudoclimax early successional vegetation. Experiments lasted 18 weeks in greenhouse
conditions. At the end of the trial seven variables were quantified: shoot dry mass (SDM); root dry mass
(RDM); VA mycorrhizal dependency {DM); number of nodules per plant (No. Nod.), nodule dry mass per
plants (NDM), mycorrhizal root colonization percentage (% CM) and vesicular arbuscular external myce-
lium mycomasses {AEM). Additionally some seeds characteristics from the plants tested were calculated:
seed size, seed dry mass, dry mass of seminal reserves, and dry mass of seed coats. The results showed that
in general for five plant species tested all the variables recorded were higher and significantly different when
the plants were inoculated with RS soil. That means a better Glomalean fungal fitness present in RS inocula
in comparison with FO soil inoula. In the case of Andira inermis (Sr.) HBK with a big seed, data showed that
this species was more dependent from cotyledon reserves so that negative values of DEP indicate no benefit
effects of VAM. A natural nodulation level was found in three of the six species tested. It is interesting to
note that the non-inoculated controls (non-mycorrhizae, only leaching added) never presented nodulation. It
is an evidence of synergistic effect between VAM inocula and Rhizobium bacteria. RS produced also a
higher nodule stimulation.
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INTRODUCCION

Las micorrizas vesiculo-arbusculares (MVA) son una asociacion simbiética que se establece entre
un grupo de hongos del suelo pertenecientes al orden Glomales y las raices de la mayoria de las
plantas. La importancia de las MVA para el crecimiento y nutricion de las plantas, fundamental-
mente por el papel que desempefian en los mecanismos de absorcién del fosforo, y posiblemente
de otros nutrientes, ha sido ampliamente reportado en la literatura especializada {B. Mosse, 1982;
Harley y Smith, 1983; Bethlenfalvay,1992).

Se sabe que cerca del 95% de las especies arbdreas trdpicales fortnan micorrizas MVA (Le
Tacon et al., 1989; Zarazate et al., 1993) y dentro de este grupo las leguminosas arboreas
presentan un grado de dependencia micorrizica bastante elevado (Sylvia,1990; Osonubi et al.,
1991). Ademés este grupo de plantas resultan particularmente importantes por su habilidad para
desarrollar asociaciones simbiéticas tanto con los bongos de las micorrizas como con las bacterias

*Manuscrito aprobado el 15 de octubre de 1998.
**1nstituto de Ecologia y Sistematica. Apartado 8029, C.P. 10800. La Habana, Cuba. 1



fijadoras de nitrégeno de los géneros Rhizobium y Bradyrizobium (Herrera et al., 1993). Por
consiguiente el éxito de practicas agricolas y silvicolas sostenibles requiere entre otros factores de
una mejor comprension de la ecologfa de ambos microorganismos en los bosque tropicales.

En la actualidad el manejo de leguminosas arbéreas tropicales en-actividades de silvicultura y
agroforesterfa resulta de gran interés por la contribucién de estas especies al mantenimiento de la
fertilidad de los suelos, la recuperacién de areas erosionadas o en proceso de desertificacién, asi
como con fines energéticos (Danso ef al., 1992).

En lo que a estudios con MVA y leguminosas arbéreas se refiere, la mayoria de los ensayos se
orientan a analizar el comportamiento de una planta en asociacién con cepas de MV A previamente
seleccionadas pertenecientes a colecciones de cultivos puros. Sin embargo un nuevo enfoque de la
temasica ha sido propuesto al estudiar las estrategias del funcionamiento de las MV A en bosques
tropicales (Herrera ef ai., 1994). La idea se sustenta en los elevados valores encontrados al
cuantificar los propagulos de MVA en el suelo colectado del talud del bosque, comparables con
los hallados en el suelo del bosque primario. En este marco se ha pensado en la utilizacién de las
MVA mediante el trasplante de la biodiversidad nativa de estos hongos (Herrera ef al., 1997).

El objetivo de este trabajo fie estudiar el significado y la efectividad de la inoculacién de seis
leguminosas arbéreas tropicales con dos suelos de diferentes potenciales de colonizacién vesiculo-
arbuscular.

MATERIALES Y METODOS

Suelo. Kl suelo utilizado en este ensayo (pH 6.0, P asimilable 16 ppm Bray I1) ha sido
clasificado genéticamente como sialitico pardo carbonatado con textura arcillo-limosa a loam-
arcillosa (Hernandez e af., 1988), el mismo fue colectado en el drea nombrada “Vallecito™
ubicada dentro de la Reserva de la Biosfera de “Sierra del Rosario”, localizada en las provincias
de Pinar del Rio y La Habana en la zona occidental del pais. En este lugar se desarrollan estudios
ecolégicos desde 1974.

El suelo fue tamizado por 2mm, mezclado con arena de cuarzo (1:1 v/v) y la mezcla
esterilizada a vapor fluente por lh. durante tres dias consecutivos. Se emplearon las bolsas de
polyetileno negro de 850 cm’ que se utilizan normalmente en los viveros forestales cubanos.

Tratamientos. Seis leguminosas arbdreas tropicales, Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit.,
Delonix regia (Bojer) Raf., Albizzia lebbeck (L.) Benth, Caesalpinia violacea (Mill) Standl.,
Atbizzia procera Benth. y Andire inermis (Sw.) HBK. fiteron empleadas en este estudio. Las
especies fueron seleccionadas por ser plantas de interés torestal y por los tamarios de sus semillas
se * laclasificacion de Herrera er al. (1997). Las semillas de las diferentes especies (excepto A.
inermis) fueron sumergidas en agua en ebullicién por 30 segundos para i1smin r a impennea 1 1-
dad alagua que oftecen las cubtertas seminales (Anénimo; 1983)y posteriormente se colocaron en
semilleros con arena estéril. Las semillas de 4. inermis germinaron naturalmente.

En el momento del trasplante las plantulas uniformemente seleccionadas, fueron inoculadas,
empleando como inéculo dos suelos diferentes colectados de un bosque primario (SBO) y del
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faiud del camino adyacente al mismo (STA) donde crecen plantas helidfilas de estrategias
sucesionales tempranas (ambos sitios ubicados en el area de **Vallecito™).

Previo a la utilizacién de ambos suelos como indculo se les detenniné el nimero de
propégulos infectivos de cada suelo por el Método del Niimero Mas Propable (Sieverding, 1991).
El nimero de propaigulos/dm3 fue de 86 y 509 para SBO y STA respectivamente (Herrera et al.,
1995).

El in6culo consisti6 en 10 g de suelo colocado directamente en los huecos de siembra
practicados en el centro de las bolsas donde fueron sembradas las plantulas. En el caso 4. inermis
se tuvieron en cuenta dos variantes adicionales: presencia y ausencia inducida de los cotiledones.
Todos los tratamientos incluyendo los controles sin micorrizas fueron inoculados (10ml por bolsa)
con el filtrado del suelo para reintroducir las poblaciones microbianas excepto los propagulos de
micorrizas. El filtrado se obtivo a partir de una mezcla suelo - agua en proporcién 1:5 v/v filtrada
a través de papel de filtro Whatman no.l. Se utilizaron dos controles estériles sin micorriza:
control estéril SBO y control estéril STA, que recibieron los filtrados del suelo de bosque y talud
respectivamente. En el ensayo con A. inermis, el control estéril sin micorrizas recibi6 el filtrado
proveniente de la mezcla de volimenes iguales de ambos suelos (control estéril SBO + STA).

Se emplearon 4 réplicas por tratamiento.

Condiciones de crecimiento. Las plantas crecieron por 18 semanas en condiciones de casa de
vegetacion. La casa de vegetacion Wene paredes de malla plastica (0.5mm). La temperatura interna
varia entre 23 y 28°C durante la noche . y entre 25 y 38°C durante el dia. La humedad relativa
varia entre 85 y 95%. Las bolsas fueron colocadas con 10 cm de separacion, ademas se colocaron
barreras plasticas de 15 cm de altura para evitar la contaminacién entre tratamientos. En este
periodo fueron regadas periédicamente y fertilizadas cada 15 dias (1 5ml por planta), con solucién
estandar Long Ashton diluida 1/10 y con ajuste del contenido de P a Sppm.

Mediciones. Al final del ensayo fueron registradas siete variables: masa seca de las pastes
aérea (MSPA); masa seca de las raices (MSR); dependencia micorrizica VA (DM); nimero de
nédulos por planta (No. N); masa seca de los nédulos por planta. (MSN); porcentajes de
colonizacién micorrizica VA (%CM) y micomasas de micelio externo VA (MEVA). Adicional-
mente, fueron determinadas las siguientes caracteristicas de las semillas de las diferentes especies
de plantas ensayadas: tamafio, masa seca, masa seca de las reservas seminales (embrién, inclu-
yendo endospermo y/o cotiledones) y masa seca de las cubiertas seminales. Para determinar el
peso de las semillas se utilizaron 10 muestras de 100 semillas cada una. Se tomaron 5 grupos de
20 semillas a las que se les separaron manualmente las cubiertas seminales del endospermo mas
embrién.

Los porcentajes de colonizacién micorrizica fueron determinados segiin Giovanetti y Mosse
(1980), previa tinci6n de las raicillas por la técnica de Phyllips y Hayman (1970). Para cuantificar
el micelio externo, cada muestra (100g de suelo seco) se procesé segin Herrera et al. (1985).

La Dependencia Micorrizica fue calculada segin Pérez-Maqueo (1995) como expresa la
siguiente ecuacion:

DEP= Plantas Micorrizadas — Plantas No Micorrizadas X 100
X (Media méxima del ensayo)




Las comparaciones entre tratamientos para cada especic y variables estimadas se realizaron
mediante ANOVA de clasificacién simptle.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas de L. leucocephala, D. regia, A. lebbeck, C. Violacea y A. precera respondieron
favorablemente a la inoculacién con ambos tipos de suelo (Tabla 1). Se aprecia que para las
variables analizadas las plantas inoculadas obtavieron valores mayores significativamente
diferentes (p< 0.05) de los controles estériles ( no micorrizados). La respuesta de L. leucocephala
en cuanto a los valores de masa seca de las partes aéreas y subterranea fue comparable a los
resultados obtenidos por Habte y Soedario {1995) al mocular la misma especie con una cepa de
coleccion de G. aggregarum. Nuestros resultados coinciden con el hecho anteriormente reportado
por otros autores de que la inoculacién con inbculos nativos puede dar resuiltados tan buenos
como la inoculaciér con cepas aisladas y seleccionadas (Ferrer et al., 1985)

Se conoce que las leguminosas arboreas responden favorablemente a la inoculacién con
MVA, y nuestros resultados concuerdan con el comportamiento reportado por otros autores en
especies de plantas diferentes (Young 1990; Vakdés et al., 1993; Cuenca y Azcon 1994; Ahiabor
v Hirata 1994). Adicionalmente para las leguminosas arbéreas ha sido reportada la presencia de
MVA en la mayorfa de las especies estudiadas, Ragupathy y Mahadevan, (1993), reportan para
la familia Fabaceae que de 94 especies estudiadas 62 presentaron colonizacion MVA en sus
raices.

La efectividad del inGculo del STA fue mayor que la del SBO para todas la variables
analizadas (Tabla 1). Lo gue sugiere un mejor acoplamiento fiingico de las especies de Glomales
presentes en este suelo en comparacidn con las cel sueto del bosque. No se obscrvaron diferencias
entre los controles estériles de este modo, ias poblaciones microbianas acompaiantes de los
suelos de  ambos sitios (talud y bosque) no difirieron en sus efectos.

E} estudio de las comunidades de Glomales presentes en €l bosque y ¢l talud vecino
(Furrazola et a/., 1995) ha demostrado que pueden considerarse 5 especies dominantes en el
bosque (G. microaggregatum, G. aggregatum, G. “pardo oscwa M”, G. “parda con papilas” y G.
etunicatum) v tres en el talud (G. microaggregatum, G. aggregatum, G. “pardo oscura M”). Se
consideran como espacies dotvinantes aquelias representadas en una comunidad dada con una
frecuencia mayor al 5% del total. Sin embargo aunque la riqueza (nGmero total de especies
presentes) es similar par ambos sitios, la composicion es diferente. G. microagregatum y G.
agregatum dominan mas en el talud, llegando el primero a representar més de la tercera parte del
niimero de esporas presentes, es decir se cancentra la dominancia, mientras que G. “pardo oscura
M”, G. “parda con papilas” y G. etunicatum dominan n¥isen el bosque.

En el caso de A. inermis en general no se encontraron diferencias entre los tratamientos de
inoculacién, ni al comparar con el control estéril no micorrizado.

Los porcentajes de colonizacién micorrizica fueron en genetal elevados para todas las especies v
muayores en las piantas inoculadas con STA. En el caso de A. lebbeck se encontiaron los tmayores
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valores con 84% de CM. Resultados similares para esta especie con 80% de CM ceportan
Ragupathy y Mabhadevan, (1993) en estudios realizados en la India. En el caso de L. leucocep-
hala, también los valores de % CM siempre son comparables a los encontrados por otros autores
(Habte y Soedarjo, 1995).

En el caso de 4. inermis Jos % CM no se corresponden con un efecto beneficioso de la
simbiosis sobre las varigbles de productividad evaluadas. Puede decirse que esta especie fue
susceptible de infectarse, pero esa infeccion no fue efectiva para las plantas.

En cuanto a la produccién de micomasas de micelio externo puede observarse que la especie
de la planta huésped influy6 en la produccin de hifas externas, obteniéndose los mayores valores
para D. regia (Tabla 1). La inflzencia de la planta huésped sobre la produccién de micelio
externo en las leguminocsas ha sido reportada por otros autores (Zhao et af., 1997). No se
encontrd una relacion directa entre las cantidades de MEVA y los %CM, pero se sabe que no
existe una relaciéon constante entre el desarrollo intraradical del enddfito y la produccién del
micelio externo (Graham ez a/.,1982; Abbott y Robson, 1985; Zhao y Ma, 1994).

En tres de las especies de plantas estudiadas: L. leucocephala, A. lebbeck y A. procera se
observ6 nodulacion espontanea tanto en las plantas inoculadas con el STA como con el SBO. Sin
embargo este comportamiento no se observé en los controles estériles sin micorrizas ( a pesar del
filtrado de microorganismos del suelo afiadido). Este hecho evidencia la presencia de las cepas
de Rhizobium muy especificas capaces de hacer nodular estas plantas. Sin embargo la presencia
de nédulos sélo en los tratamientos inoculades con MVA parece indicar que: o bien se trasmiten
con las MVA, o bien tienen requerimientos de fosforo que s6lo las MVA pueden suplir para su
nodulacién. Ademas este comportamiento apoya el efecto sinergistico reportado entre las
bacterias del género Rhizobium y los hongos MVA por otros autores (Azcon-Aguilar C. et
al.|1988; Osunde 1992; Azcon-Aguilar C. y Barea 1992).

La nodulacién fue ecstimulada en las plantas inoculadas con el STA (Tabla 1). Este
comportamiento podria deberse a la presencia de cepas de MVA mas efectivas para el aporte de
fosforo alos Rhizobium, o acantidades de Rhizobiam mayores en el inéculo de STA que en el de
SBO, pero estas reflexiones requieren de comprobaciones experimentales. Herrera et af. (1997)
también encontraron nodulacién espontanea estimulada por la inoculacion del STA en plantas
de Samanea saman.

Los valores alcanzados para la dependencia micorrizica fueron mayores para las plantas
inoculadas con STA en comparacién con las inoculadas con SBO para todas las especies de
plantas ensayadas, excepto A. inermis (Tabla 2). Las plantas estudiadas pueden separase en tres
grupos fundamentales:

1-A. proceray L. leucocephala con las menores reservas serninales y las mayores DM.

2- C. violacea, A. lebbeck y D. regia con mayores valores de reservas seminales en comparacion
con las plantas del primer grupo, y menores valores de DM.

3- A. inermis con los mayozes valores de reservas seminales y los valores mas bajos de DM.

Las especies de leguninesas arboreas con las semillas de menor tamaiio tienden a mostrar las
mayores DM, y viceversa. Esie comportamiento coincide con el reportado por Herrera et al.
(1995) al estudiar la respuesta de otras 23 especies de leguminosas arbdreas a la inoculacion
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con STA y SFO, donde encontwaron que la DM est§ inversamente asociada con el tarafio de la
semilla, particularmente en especies forestales de etapas sucesionales tardias. Es interesante que
A. procera 'y L. leucocephala (con las menores semillas) tienen las mayores DM (Tabla 2). Por
el contrario las plantulas de 4. inermis son mas dependientes de las reservas cofiledonales, por lo
que los valores negativos de la DM indican que la infecdén MVA, no esti reportando beneficios
‘parala planta,

En €l experimento con 4. inermis, originalmente diseflado para estudiar la respuesta de esta
especie con y sin cotiledanes, sucedié que una vez eliminados los cotiledones muy pocas plantas
sobrevivieron en todos los tratamientos, lo que constituye una evidencia de que al menos en los
primeros estadios del desarrollo de esta cspede es dependiente de las rescrvas ootiledonales
(Herrera et al., 1997).

Las relaciones entre el tamafio de 1a semilla y el ¢stablecimiento de las especies arboreas ha
sido abordado por diferentes autores (Foster y Janson, 1985, Bonfil, 1998; Milberg ef al., 1998).
Sin embargo directamente relacionado con el fumcionarniento de las MVA, no aparecen smichos
datos publicados. Janos, (19754) argumenta que muchas especies caracteristicas de etapas
sucesionales tardias son predominantemente dependientes de las micorrizas, y eslas especies
tienes semillas de gran tamaiio. Faltaria apuntar que este comportamiento pvede ser diferente
durante las etapas tempranas del desarrollo de las platulas (como en el caso de 4. irermis)y este
hecho es de gran importancia para el manejo de las especies de interés forestal ea la fase de
vivero.

No obstante, la respnesta de las plantas leguminosas a la inoculacién con MVA, es el
resultado de complé¢jas interacciones, en que ademas del tamafio de 1a semitla, habria que tener
en cuenta las tasas fotosintéticas y la dindmica de colonizacidn de las plantulas entre otros
factores.

Los resultados presentados subrayan la importancia del estudio de las comunidades de los
hongos del orden Glomales con el objetivo de aicamzar una comprensién integral de las
estrategias de las MV A y su funcionamiento en los bosqees tropicales.

Adicionalmente la inoculacién de las especies forestales con los indculos nativos mds
promisorios podria ser instrurnentada y facilitaria la aplicacién de estos biofertilizantes en los
viveros forestales. El empleo de esta “ecotecnologia” es un paso obligatorio en el empeiio de
lograr un medio ambiente mds conservado, donde se minimice el uso de fertilizantes quimicos.
Estos aspectos ecologicos son parte del reto que eafrenta una sotiedad empefiada en lograr una
mejor calidad de vida.
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