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RESUMEN

Se agreg6 un indculo consistente de suelo rizosférico de Cratyfia argentea, a un suelo
estéril de la misma procedencia. Se investigé su efecto sobre el desarrollo y absorcion de
nutrimentos de dos plantas forrajeras en un experimento con macetas, en invernadero. Para
tal fin se usaron la graminea Brachiaria decumbens y |a leguminosa Cratylia argentea (cv.
Veraniega) con y sin indculo de Rhizobium. Los tratamientos en Brachiaria fueron: suelo
estéril {Testigo); con microflora nativa (Mic); con Mic + nitrégeno (Mic+N} y con Mic + N +
fosforo (Mic+N+P). Para Cratylia (Leg) se consideraron: Suelo estéril + Rhizobium (LegRh);
con inéeulo de microflora nativa (Mic + LegRh); con adicion de fosforo (Mic + LegRh + P);
con fertilizante quimico (Mic + N + P). Las plantas de B. decumbens con inoculo presentaron
un incremento de méas de 300% en la biomasa de raices y mas de 400% en biomasa aérea
con respecto a las plantas no inoculadas. Los mayores incrementos en biomasa aérea se
presentaron cuando, ademas del indculo se agregd N y P; sin embargo el incremento fue
poco, comparado con aquéllas que sélo recibieron inoculo. En el caso de C. argentea,
cuando se usé suelo con inéculo, se obtuvo un incremento de 100% en biomasa de raices
y mas de 250% en biomasa aérea, al compararlo con el testigo con suelo estéril. Hubo,
para ambas especies, una mayor absorcion de P y N en las plantas inoculadas con
microflora nativa y fertilizadas. El mayor porcentaje de colonizacién de raices por hongos
micorrizégenos, se obtuvo con la leguminosa Cratylia argentea inoculada con Rhizobiur.
Para la graminea Brachiaria decumbens el mayor porcentaje de colonizacion se dio cuando,
ademas de agregar rizosfera se fertilizé con N. :

INTRODUCCION

Las micorrizas son asociaciones simbioti-
cas mutualistas entre ciertos hongos del sue-
lo y las raices de las plantas superiores. Los
hongos obtienen fotosintatos de la planta
huésped y ésta se beneficia de la presencia
del hongo de muchas maneras (Blanco y Sa-
las 1997). La mas conocida de estas asocia-
ciones es la llamada micorriza vesiculo-ar-
buscular (MVA) o micorriza arbuscular (MA).

La simbiosis de MA es reconocida por sus
multiples efectos positivos sobre el desarrollo

de las plantas y por su importante contribu-
cién para mantener la calidad del suelo. Esta
documentado que produce un incremento de
la rizosfera (Camel et al. 1991) y de esta ma-
nera se facilita la absorcién de nutrimentos,
fundamentalmente los menos moéviles como
P, Zn, Cu (Barea 1991, Bolan 1991). Hay evi-
dencias que las plantas con MA se recuperan
mas rapido de un corto periodo de estrés hi-
drico, son mas resistentes a la toxicidad de
elementos y acidez del suelo (Sieverding
1991) y son menos propensas a la incidencia
de enfermedades de las raices (Dehne
1982).
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Otros beneficios seﬁaladog son el incre-
mento en la tasa fotosintética, el aumento de
la fijacién de N, por las bacterias simbioticas,

y la mayor diversidad de microorganismos en
el suelo. Barea et al. (1992) y Bethlenfaivay
(1992) hacen referencia a la asociacion tri-
partita de Leguminosa— thzobaum——Hongos
micorricicos arbusculares (HMA) y coinciden
en el papel regulador que tiene la toma de P
por las micorrizas, en la fotosintesis y en la
actividad nodular.

Hamel (1996) sefiala que aun cuando los
beneficios de la asociacion de MA se conocen,

los resultados estan restringidos practicamen--

te a ensayos con macetas en cohdlmones con-
troladas; en ensayos de campo 'Ios resultades
son controversiales, por eso se recomienda
para maximizar el beneficio potencial, realizar
e! aisltamiento y seleccion de estos hongos a
partir de comunidades nativas de HMA, consi-
derando el manejo propio de la zona.

Los sistemas de produccion de bajos in-
sumos en la agricultura sostenible, tienden a
establecer agro-ecosistemas mas naturales y
en los cuales las MA son fundémentaIeS' es
por ello que se necesitan mas trabajos de in-
vestigacién para 1Iegar a obtener un manejo
eficiente de estas asociaciones!

De acuerdo con lo sefalado anteriormen-
te, se planted esta investigacion con e! objeti-
vo de determinar los beneficios obtenidos por
Brachiaria decumbens y Cratylia argentea
(cv. Veraniega) de la simbiosis con HMA na-
tivos, bajo condiciones de invernadero. '

Figura 1: Hifas y esporas de micorrizas nativas

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo una muestra compuesta de rai-
ces y suelo superficial establecido con Craty-
lia argentea (cv. Veraniega) en ia zona de
Atenas, Costa Rica. Las raices se cortaron en
trozos de aproximadamente un cm de largo y
se mezclaron con €l suelo. De esta mane-
ra se obtuvo el inéculo de microflora nativa. A
las macetas se les agregd aproximadamente
800 ml de suelo pasteurizado obtenido del
horizonte A de la misma zona y una porcién
de 250 ml de microflora nativa. A los trata-
mientos con P se les adiciono 46 mg de P/ kg,
como Triple superfosfato y en aquellos que
llevaban N se ies adiciond urea a razén de
73,6 mg de N / kg para la graminea y 90 mg
de N/ kg para la leguminosa no inoculada con
Rhizobium (Cepa CIAT 3564).

Las poblaciones nativas de HMA se incre-
mentaron en macetas, empleando como hos-
pedantes Brachiaria decumbensy Cralylia ar-
gentea (CIAT 18516). Los tratamientos fueron
los siguientes:

_En Brachiaria decumbens:

Testigo: Suelo estéril
Microfiora nativa (Mic)
Mic + Nitrégeno (N)
Mic + N + Fésforo (P)

En Cratylia argentea (Leg):

Testigo: Suelo estéril + Rhizobium {LegRh)
Mic + LegRh ‘

Mic + LegRh + P

Mic+ N+ P

e & & @

Se utilizé un disefio completamente al
azar con cuatro repeticiones por tratamiento.
La unidad experimental fue una maceta de un
litro de capacidad.

Con el fin de separar el efecto de la micro-
flora y micorrizas nativas, se realizé un ensa-
yo adicional con el mismo suelo y las mismas
plantas y semillas, en el que se consideraron

- tres tratamientos y cuatro repeticiones:
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¢ Suelo estéril (Testigo)

s Suelo + Extracto filtrado de Suelo (sin mi-
corrizas)

* Suelo + Mic

Se determinaron las caracteristicas fisi-

cas y quimicas del suelo de la zona antes y

después de pasteurizado a 80 °C (Cuadros 1

y 2); el proceso de pasteurizacién se realizo

durante tres dias, por periodos de ocho horas

cada dia.

El suelo tiene un horizente superficial de
textura franca, ligeramente &cido y con bajo
contenido de P, asi como alto porcentaje de
fijaciéon de este elemento (mayor de 70%]).

Variables evaluadas:

Biomasa aérea secada a 60 °C.

Biomasa radicular secada a'60 °C.
Contenido foliar de nutrimentos (Schweizer
et. al. 1980).

Colonizacién de raices por tincién segun
Brundrett et al. (1996).

Con el propdsito de determinar cual fue el
mejor tratamiento para la asociacion, se rea-

Figura 2: Raiz de Cratylia’ argentea colonizada por HMA

nativos. VLT .

, oo .
lizaron lastcomparaciones dadas a continua-
cién, mediante una prueba de separacion de
medias.

.

En graminea: '
T ' |
1.- Efecto de la microflora nativa ' .
Testigo vrs. Mic .

2.- Efecto de la adicién de Nitrégeno:
Mic vrs. Mic + N 3

3.- Efecto de la adicion de Py N:
Mic vis. Mic+ N+ P

Cuadro 1. Caracteristicas fisicas del horizonte superficial det suelo experimental en la Escue-
la Centroamericana de Ganaderia, Atenas, Costa Rica.

Identificacion % Arena % Limo % Arcilla  Textura % M. orgdnica
Suelo sin'pasteurizar 46,0 34,0 20,0 Franco 4,81
Suelo pasteurizado 44,0 340 22,0 Franco 4,10

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas del horizonte superficial del suelo experimental en la Escuela Centroameri-

cana de Ganaderia, Atenas, Costa Rica.

Identificacion : cm/| mg /|
pH Al Ca Mg K P Zn Mn Cu Fe
Sueio sin pasteurizar 47 0,40 34 1,3 0,15 4 1,1 08 . 7 ' 68
Suelo pasteurizado 5,2 0,35 2.8 1,2 0,18 4 0,5 40 4 48
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En leguminosa: X

1.- Efecto de la microflora natl\;/a
LegRh vrs. LegRh + Mic.

2.- Efecto del inéculo con Rhizobium:
LegRh + Mic. + P vrs. Mic. + N+ P

RESULTADOS

La pasteurizacién del suelo no -afectd las
caracteristicas fisicas y quimicas del suelo
{Cuadros 1 y 2); sin embargo, si tuvo influen-
cia en el crecimiento de las plantas de Bra-
chiaria decumbens como se puede aprecnar

-

enlas Figuras 3y 4. -

La adicion de microflora nativa fue sufi-
ciente para estimular de forma significativa
(P< 0,05%) el crecimiento de las plantas de
B. decumbens, con un incremento de 4,85

veces la biomasa aérea obtenrda por el trata- /

miento testigo. :
i

La mayor biomasa de raices se obtuvo en
el tratamiento sin fertilizante y micorrizado.
Sin embargo, si se compara la relacién raiz;

|

’ | -
Figura 3: Biomasa aérea de B. decumbens con y sin ind-
culo de microflora nativa .
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Figura 4: Efecto de la microflora nativa (Mic) de rizosfera
de Cratylia argentea (cv. Veraniega) sobre la biomasa aé-
rea y biomasa de raices de B. decumbens

parte aérea, la mayor relacion se presenta en
el testigo no micorrizado. Clark et al. (1999)
encontraron resultados similares en un expe-
rimento con Panicum virgatum en un suelo
acido. Se aprecia ademas que un fertili-
zante base es importante para que la simbio-
sis sea mas efectiva. -

La adicion de N, junto con la microflora, no
afecto la biomasa aérea de las plantas respec-
to al tratamiento de sélo microflora; sin embar-
go, la adicién de P y N, siempre en presencia
de microflora nativa, mejoré significativamente
(P< 0,05%) la biomasa aérea con respecio a
los otros tratamientos. Se ha observado que
las plantas deficientes en P muestran retardos
en el crecimiento y su funcion de fotosintesis
disminuye (Bougher et al. 1990, Qiu e Israel
1992). El suelo que se utilizd en el experimen-
to es deficitario en este elemento.

Estos resultados no permitieron diferen-
ciar entre el efecto causado por la micorriza
nativa y el causado por otros microorganis-
mos;-para despejar esta duda, se realizé un
segundo experimento comparando suelo
pasteurizadc e inoculade con microflora libre
de HMA vy microflora con HMA. Este Gltimo
tratamiento incrementd la biomasa aérea res-
pecto al primero (P< 0,05), comprobandose
que el efecto positivo se debid principalmente
a la micorriza. Salas y Soto (datos no publica-
dos) encontraron resultados similares en un
experimento. de invernadero usando como
planta hospedera el fnjoi comun (Phaseolus

" vulgaris).

o
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La colonizacion de raices por los hongos
nativos se puede observar en la Figura 5.
Debe considerarse que en los tres tratamien-
tos se obtuvo un muy buen grado de coloni-
zacién de las raices por parte de los HMA. El
N favorecié la colonizacién, mientras que la
aplicacion de P la afectd negativamente, aun-
que de forma leve. Esta medida no correla-
ciona con la respuesta en desarrollo de la
planta. Clark y otros (1999) encontraron que
la colonizacién de las raices varia amplia-
mente con el tipo de hongo y concluyeron que
sélo ocurrié un buen incremento de materia
seca de la planta cuando los porcentajes de
colonizacion de raices estaban por encima de
20% y lo relacionaron con la efectividad del
aislamiento.

Testigo:h c

Tratamientos
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Figura 5: Efecto de ia fertilizacion sobre el porcentaje de
colonizacion de raices de Brachiaria decumbens con hon-
gos micorrizégenos autoctonos.

En el Cuadro 3 se observa que las plan-
tas micorrizadas y ademas fertilizadas con N
o con Ny P, son las que presentaron la ma-
yor absorcion de estos elementos, compara-
das con las que sdlo fueron micorrizadas y
con el testigo, que fue el tratamiento que
mostré menor absorcion. Nielsen y otros
(1998) encontraron en su estudio un incre-
mento en la tasa especifica de absorcion de
P inducida por la micorriza.

Estos resultados estan estrechamente re-
lacionados con la biomasa aérea obtenida.
También puede apreciarse que cuando hay
menor toma de P, el rendimiento de las plan-
tas es menor.
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Cuadro 3. Absorcién neta de N y P en plantas de Bra-
chiaria decumbens con indculo de microtlo-
ra nativa y tratamientos de fertilizacion.

Tratamientos Elementos extraidos (mg/ planta)

N P
Testigo 69c 0,204 ¢
Mic ’ 16,0b 0,975 b
Mic+N 24,0a 1,033 b
Mic+N+P 22,0a 1,346 a

* Letras iguales indican que no hay diferencia significa-
tiva (P=0,05) entre tratamientos.

En Cratylia argentea, los tratamientos que
dieron mayor biomasa aérea fueron: la aso-
ciacion tripartita Legummosa Rhizobium-
hongos micorrizogenos con_una pequena
dosis de Py el tratamiento con N y P + micro-
flora nativa. Estos tratamientos fueron signifi-
cativamente diferentes (P20,05) al que sélo
consudero la asociacion tripartita, que se en-
cuentra en una posicién intermedia y al testi-
go que fue el que dio significativamente me-
nor biomasa aérea (Figuras 8 y 7).

El efecto positivo de las micorrizas sobre la
fijacion de N, ha sido relacionado con la nutri-

cién de P. Linderman (1992) afirma que las le-
guminosas que estan en simbiosis con ambos
(Rhizobium y HMA), tienen mejor desarrollo.

Bethenfalvay (1992) sostiene que la toma
de P por HMA es de particular interés para la

Figura 6: Biomasa aérea de Crét}h‘a argentea.
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Figura 7: Efecto de la microflora nativa {Mic.) de rizosfera
de Cratylia argentea (CIAT 18516) sobre la biomasa aérea
y biomasa de raices de Cratylia argenfea.

leguminosa simbionte, ya que el P juega un
pape! regulador de la fotosintesis y en la ac-
tividad de los nédulos.

Segln Barea y Azcon- Agunlar (1983) el P
y otros elementos menores que pueden limi-
tar ia fijacion simbidtica de N, por Rhizobium,
pueden ser suministrados por las micorrizas.
Los mismos autores comentan que la doble
simbiosis no sélo reduce el gasto de fertili-
zantes sintéticos sino que parece que se re-
duce e! costo del sistema leguminosa- Rhizo-
bium en términos de gastos de fotosintatos.

El testigo fue el que dio menor biomasa de
raices por menor desarrollo de la planta, pe-
ro sin embargo es el tratamiento que presenta
la mayor proporcion raiz: biomasa aerea.

La diferencia en biomasa de raices es sig-
nificativa con respecto a los otros tres trata-
mientos, que no se diferencian entre si. Va-
rios investigadores sostienen que las plantas
micorrizadas y noduladas, usualmente tienen
una menor razon raiz: biomasa aérea que las
inoculadas con uno solo de los simbiontes
(Asimi et al. 1980, Redente y Reeves 1981,
citados por Barea y Azcon-Aguilar 1983).

Los porcentajes de colonizacién de raices
obtenidos se presentan en la Figura 8 y fue-
ron en genera! superiores a la graminea. El
mayor porcentaje se obtuvo cuando se agre-
g6 microflora nativa y la leguminosa fue ino-
culada con Rhizobium. 1
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Figura 8: Efeclo de la fertilizacion e indculo de Rhizobitm
sobre el porcentaje de infeccion de raices de Cratylia ar-
gentea con hongos micorrizégenos autéctonos.

La adicién de fertilizante, asi como la au-
sencia de Rhizobium disminuyeron la coloni-
zacion. Esta medida no esta relacionada con
el rendimiento en materia seca de la planta,
resultados que concuerdan con los obtenidos
por Saif (1987).

Smith et al. (1992) llegan a las mismas
conclusiones y agregan que la infeccion en el
sistema radical esta influenciada por condi-
ciones ambientales, tales como la edad de
las plantas, el nivel de fosfatos en el suelo y
la capacidad de la poblacion de hongos para
formar micorrizas.

Salinas et al. (1985) encontraron una ma-
yor colonizacién por micorrizas en leguminosa
inoculada con Rhizobium {cerca de 100 % en
Pueraria phaseoloides) que en graminea (alre-
dedor de 65% en Andropogon gayanus).

Barea y Azcon-Aguilar (1983) dicen que
las leguminosas son mas micotréficas que las
gramineas y que probablemente puedan be-
neficiarse mas de esta asociacion.

El Cuadro 4 muestra que al agregar mi-
croflora nativa, se incremento la absorcion de
N y P respecto al testigo. En los dos trata-
mientos que llevan P y microflora, se encon-
trd mayor absorcion de este elemento respec-
to a los que no se fertilizaron. La absorcion de
N fue mayor (P<0,05) en las plantas en que
se aplicé una fuente de N inorganico, lo que

e pm———— e
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Cuadro 4. Contenido foliar de N y P en plantas de
Cratylia argentea con inéeulo de microflora
nativa y tratamientos de fertilizacién

. Tratamientos Elementos extraidos (rﬁgl planta)

N P
- Testigo Leg Rh 35.87¢ 0,67 c
Mic + Leg Rh 95,0 b 3,65 b
Mic+Leg Rh+P 950 b 503 a
Mic+N+P 111,25 a 478 a

* Letras iguales indican que no hay diterencia significa-
tiva (P=0,05) entre tratamierntos. ’

sugiere que la inoculacién con Rhizobium no
fue tan eficiente, augue estas diferencias no
se manifestaron en la biomasa aérea.

Saif (1987) encontrd que la inoculacion
con micorrizas incrementd significativamente
el contenido de todos los elementos minera-
les en leguminosas y gramineas forrajeras.

Azcon-Aguilar y Barea (1981) obtuvieron
el doble de.rendimiento en Medicago sativa
con la inoculacién dual comparado con el
control no inoculado. Dodd ef al. (1990) ob-
‘servaron el mayor incremento en el rendi-

"miento en yuca (Manihot esculenta) y kudzu
(Pueraria phaseoloides). Estos resultados es-
tan asociados con mayores contenidos folia-
res de Py Mg. Salinas et al. (1985) encontra-
ron una mayor y mas continua absorcion de P
en las plantas micorrizadas y de dos a cuatro
veces mayor utilizacidn del P agregado tanto
en la graminea como en la leguminosa consi-
deradas. Ademas se ha comprobado compa-
rando fuentes externas de P, que el incremen-
to en rendimiento debido a micorrizas es
mayor con P de baja solubilidad, pudiendo
concluir que las plantas micorrizadas solubili-
zan este elemento (Bolan 1991).

Barea y otros (1987) usando técnicas de
15N mostraron que tanto el N ameniacal co-
mo el N nitrico pueden ser rapidamente ab-
sorbidos por medio de las hifas extrarradica-
les de micorrizas, asi el mayor crecimiento de
las leguminosas micorrizadas puede deberse
al aumento de fijacion de N, como a la mayor
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absorcion de N del suelo, especialmente la
forma amoniacal.

CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

" La inoculacién ‘con micorrizosfera prove-
niente de un suelo establecido con Cratyiia
argentea de la zona de Atenas, aumentd el
rendimiento de Brachiaria. decumbens y
Cratylia argentea y ademds la absorcién de P
y N-por las plantas. .. .

En Brachiaria decumbens la fertilizacion
base de P y N produjo Ios mammos rendi-
mientos en blomasa aérea.

Los méaximos rendimientos se encontra-
ron en Cratylia argentéa micorrizada, inocula-
da con Rhizobium y fer’nllzada con P, asi co-
mo cuando se aplico N y P inorganicos en
suelo con rizosfera.

- Los altos porcentajes de colonizacion: ra-
dical obtenidos en Brachiaria. decumbens y
Cratylia argentea, indican el alto potencial de
inéculo de micorriza nativa obtenido de la ri-
zosfera de Cratylia argentea crecida en’la zo-
na de Atenas, _bajgcondiciones de cam'po.r

.Como la produccnon de forrajes, especial-
mente cuando se mcluyen las Iegummosas
estd muchas veces limitada por el bajo nivel
de P.asimilable en los suelos, la inoculacién
con hongos micorrizégenos es una-buena al-
ternativa para aumentar la productividad. Por
eso se recomienda seguir con las investiga-
ciones y tratar.de lograr aislamientos zonales
realmente efectlvos B
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