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RESUMEN

Las leguminosas son una alternativa sostenible para incorporar nitrogeno a los sistemas agricolas, dada su
capacidad de actuar en simbiosis con microorganismos para la fijacion biolégica del nitrégeno (FBN). El
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la respuesta de Canavalia ensiformis coinoculada con
micorrizas y Rhizobium. El experimento se establecié en Guantanamo, Cuba; en dos ciclos, marzo-junio de
2015 y noviembre-enero de 2016; en un suelo Pardo Sialitico Calcico Carbonatado. El disefio experimental
fue en bloques al azar con arreglo bifactorial. Se estudid el efecto de la coinoculacién de las cepas de
Rhizobium Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5 con un titulo de 1x 108 UFC g, y su combinacién con hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) Rhizoglomus irregulare y Glomus cubense de calidad minima
garantizada, 20 esporas g de inoculante; para la seleccion de las mejores cepas de Rhizobium y de HMA
en indicadores del crecimiento y desarrollo de C. ensiformis. Las variables evaluadas fueron: niimero de
esporas, colonizacion micorrizica, densidad visual y produccién de noédulos. La mejor combinacién se dio
con la cepa de Rhizobium Can 5y el HMAR. irregulare, con los que se logré incrementar significativamente
los parametros evaluados.

Palabras clave: colonizacion micorrisica, fijacidn de nitrégeno, hongos micorrizicos arbusculares, rizobios.
ABSTRACT

Legumes are a sustainable alternative to incorporate nitrogen into agricultural systems, given their ability
to act in symbiosis with microorganisms for the biological fixation of nitrogen (BNF). The present work
aimed to evaluate the response of Canavalia ensiformis coinoculated with mycorrhizae and Rhizobium. The
experiment was established in Guantanamo, Cuba; in two cycles, march-june 2015 and november-january
2016; on a Brown Sialitic Calcic Carbonated soil. The experimental design was in randomized blocks with
a bifactorial arrangement. The effect of coinoculation of the Rhizobium strains Can 2, Can 3, Can 4 and Can
5 with a titer of 1x 108 CFU g%, and their combination with arbuscular mycorrhizal fungi (AMF)
Rhizoglomus irregulare and Glomus cubense were studied of guaranteed minimum quality, 20 spores g of
inoculant; for the selection of the best strains of Rhizobium and AMF in indicators of growth and
development of C. ensiformis. The variables evaluated were: number of spores, mycorrhizal colonization,
visual density and nodule production. The best combination was with the Rhizobium Can 5 strain and the
HMA R. irregulare, with which it was possible to significantly increase the evaluated parameters.
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INTRODUCCION

La aplicacion continua de fertilizantes quimicos ha propiciado desbalances en el biotopo, por lo que se
considera una actividad agricola poco sostenible para la produccidn; ademas, en Cuba los fertilizantes son
importados, lo que encarece el proceso, son poco accesibles y aplicados de forma inapropiada pueden
contaminar el agua y el medio ambiente. Es una realidad que la mayoria de los suelos agricolas presentan
déficit de materiales organicos. Lo que provoca condiciones desfavorables para la nutricion de los cultivos
y hace necesaria la blsgqueda de nuevas alternativas de fertilizacidn, en especial, en los principales elementos
en la nutricion de los cultivos, nitrégeno y fosforo (Martin, 2009; Tamayo-Aguilar et al., 2020). La fijacion
biolégica del nitrogeno (FBN) es un fenémeno de importancia en la naturaleza, pues representa la utilizacion
de un gas inerte como fuente nutrimental para un grupo de microorganismos. Este elemento fijado en el
suelo puede ser utilizado directa o indirectamente por plantas mediante las relaciones simbi6ticas con los
microorganismos diazotréficos, constituyendo el mecanismo de compensacion de las pérdidas del elemento
en forma gaseosa por las acciones microbianas de nitrificacion, desnitrificacion y volatilizacion del
amoniaco (Ceron y Aristizabal, 2012; Martin et al., 2017).

Una forma sostenible de incorporar N> a los sistemas agricolas es la insercion de plantas que establezcan
simbiosis capaces de realizar la fijacion biol6gica de nitrogeno dentro de las rotaciones de los cultivos. Entre
estos tipos de planta se encuentran las leguminosas que se emplean como abonos verdes, las cuales son
capaces de mantener o mejorar las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo, importante en el
ahorro de fertilizantes nitrogenados y la reduccién de costos de produccion (Martinez et al., 2007; Garcia-
Rubido et al., 2017; Martin et al., 20173, b).

La Canavalia ensiformis, conocida localmente como frijol de machete o frijol de bibijagua es una
leguminosa que prospera bajo condiciones de sequia y generalmente se utiliza como abono verde en distintos
sistemas de cultivo, especialmente maiz y café. Su rapida descomposicidn de su biomasa vegetal y aportes
de reciclajes de nutrimentos influyen en la nutricién nitrogenada de cultivos sucesivos (Garcia-Rubido et
al., 2017). En las condiciones de Cuba, C. ensiformis ha sido capaz de aportar mas de 150 kg N ha' y hasta
5 t hal de masa seca, ademas de elevar sosteniblemente los rendimientos de diversos cultivos como maiz,
papa, calabaza, yuca, malanga, etc. (Garcia et al., 2002; Tamayo et al., 2015; Rivera et al., 2020). Los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), unidos con los rizobios son vias que permiten mejorar el
desarrollo de los cultivos cuando interactan con las plantas creando simbiosis entre si, los cuales estan
presentes en cerca del 80% de los cultivos agricolas y pueden aumentar los procesos de absorcién y
traslocacion de nutrientes en las plantas a través de la micorrizacion efectiva y de la fijacion biolégica de
nitrégeno (FBN) (Hernandez et al., 2002; Tamayo et al., 2015; Martin et al., 2017a).

En la coinoculacion tripartita HMA-Rhizobium-leguminosas, se ha reportado que las relaciones
simbidticas proporcionan un mayor intercambio entre los simbiontes y efectos superiores a las plantas, y en
particular existen reportes de incremento en la produccion de biomasa de C. ensiformis y de su contribucién
al mejoramiento de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo (Garcia- Rubido et al., 2017;
Joao et al., 2017; Sim¢ et al., 2020; Padrén- Rodriguez et al., 2020). 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 nitrégeno y crecimiento de la planta (Martin
et al., 2017; Wilches-Ortiz et al., 2019; Tamayo-Aguilar et al., 2020). La doble inoculacién Rhizobium-
HMA produce mayor crecimiento, nimero, peso seco en los nédulos y mayores contenidos de Py N en la
planta (Martin, 2009; Tamayo et al., 2015; Martin et al., 2017a). A partir de las consideraciones anteriores,
se evaluaron cuatro cepas de Rhizobium en combinacion con dos HMA, Glomus cubense y Rhizoglomus
irregulare, en algunos indicadores del crecimiento y desarrollo de C. ensiformis para la seleccion de las
mejores cepas.
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MATERIALES Y METODOS

Se establecié un experimento de campo sobre un suelo Pardo Sialitico Mullido Carbonatado (Hernandez et
al., 2015), en dos ciclos diferentes (primavera e invierno), marzo-junio de 2015 y noviembre-enero de 2016,
en las instalaciones de la Facultad Agroforestal de Montafia, municipio El Salvador, Guantanamo, Cuba.
Las caracteristicas quimicas de importancia del suelo fueron: pH neutro (6.9), contenido medio de materia
organica (MO) (3.4%), alto contenido de fosforo (P), como consecuencia de las abundantes fertilizaciones
minerales en anteriores experimentos en cafia de azucar, y valores normales de potasio (K) (0.61 cmol kg
1), calcio (Ca) (40.0 cmol kg'), magnesio (Mg) (12.5 cmol kg?) y sodio (Na) (0.56 cmol kg), tipicos para
estos suelos.

Meétodos de inoculacion de los biofertilizantes empleados

Como in6culo micorrizico se utilizoé el producto comercial Ecomic® a base de dos especies: Glomus cubense
(INCAM- 4) y Rhizoglomus irregulare (INCAM-11 DAOM), de calidad minima garantizada de 40 esporas
g* de inoculante, producto no téxico y libre de patégenos, producido por primera vez en 1999 por el Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA) La Habana, Cuba. Recomendada como cepa eficiente para estas
condiciones edaficas y generalista con las especies vegetales dependientes de la micorrizacion (Rivera et al.,
2020), y formulada como polvo fino de acuerdo con Ferndndez et al., (2000). También fueron utilizadas cuatro
cepas de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4 y Can 5) obtenidas por Hernandez et al. (2012) en concentracion
de 1 x 108 UFC-g* como inoculante bacteriano para C. ensiformis, pertenecientes a la coleccion de cepas
de rizobios del Laboratorio de Microbiologia del INCA. La coinoculacion de estos biofertilizantes se aplico
en la siembra mediante el recubrimiento de las semillas (Martin et al., 2010), utilizando una dosis de 5.95
kg ha'* de ambas cepas de HMA'y 100 g/cepa, en el caso del inoculante bacteriano. Las semillas se mojaron
primeramente con agua azucarada y posteriormente se les aplicd cada cepa de Rhizobium, después se
procedio a la inoculacion con los HMA mediante una mezcla homogénea, se secaron a la sombra durante
15 min y posteriormente se sembro.

Disefio experimental y anélisis estadistico

En ambos ciclos se estudiaron cinco niveles del factor inoculacion de Rhizobium (cuatro cepas mas un
tratamiento sin inoculacion) y tres niveles del factor inoculacion micorrizica (dos cepas y un testigo sin
inoculacion), para un total de quince tratamientos. Para su distribucion se utiliz6 un disefio de bloques al
azar con arreglo bifactorial y cuatro repeticiones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Factores y sus niveles en estudio.

Cepa de Rhizobium* Inoculaciéon con HMA Sin inoculacioén con
G. cubense R. irregulare HMA

Can 2 + + -

Can3 + + -

Can4 + + -

Can5 + + -

Testigo sin inoculacién de Rhizobium + + -

* Cepas de Rhizobium procedentes del Departamento de Fisiologia del INCA.

Para cada experimento se utilizd6 un éarea de 0.11 ha distribuidas en 60 parcelas. Cada parcela
experimental contd de cuatro surcos a una distancia de 0.70 m de camell6n por 4 m de largo, para un area
de 11.2 m?. La C. ensiformis se sembré de forma manual, utilizando dos semillas por mata con un arreglo
de plantacién de 0.70 x 0.30 m. El manejo se realizé acorde a lo recomendado por Martin (2009). A los 70
dias después de la siembra (dds) y en el inicio de la floracion se seleccionaron en el area de célculo (surcos
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centrales) tres plantas por metro lineal por cada tratamiento y réplica, dejando los dos primeros surcos como
area de borde. Para el andlisis de las variables del experimento se utiliz6 el modelo matematico
correspondiente al disefio experimental empleado, comprobandose la normalidad de los datos y la
homogeneidad de la varianza. Para la determinacion de las diferencias entre los tratamientos se utilizé la
docima de comparacion de rangos multiples de Duncan para p < 0.05. Con el paquete estadistico
Statgraphics Plus version 5.1 en ambiente Windows.

Evaluaciones realizadas y metodologias empleadas
Presencia de esporas de HMA

La presencia de esporas se realizd6 mediante su conteo en muestras de 50 g de suelo, seglin el método de
extraccion 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 muestras fueron tomadas de las
plantas correspondiente a un metro lineal en cada parcela a los 70 dias después de germinadas. 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).

Frecuencia de colonizacion radical y densidad visual

Para determinar la frecuencia de colonizacion radical, se motearon las raices de las plantas de 1 m lineal a
una profundidad de 30 cm en cada parcela a los 70 dias después de germinadas. Se lavaron con agua
corriente, para eliminar todo el suelo y se secaron al aire. Se tomaron las raicillas més finas y se
desmenuzaron. Para las determinaciones se pesaron aproximadamente 200 mg de raicillas que fueron
secadas a 70 °C, para ser tefiidas segun la metodologia de Phillips y Hayman (1970). La evaluacion se
realizé por el método de los interceptos de Giovanetti y Mosse (1980), mediante el cual se determind el
porcentaje de colonizacion micorrizica o frecuencia de colonizacion. Para la determinacion del Porcentaje
de Densidad Visual (% DV) se utiliz6 la metodologia de Trouvelot (1986), mediante la cual se evalud la
ocupacion fungica de cada intercepto y se le asigné un nivel (Cuadro 2).

Cuadro 2. Transformacién de los porcentajes de ocupacion flngica intrarradical en niveles segin Trouvelot
(1986).

Evaluacién Ocupacion observada
(Niveles) (Porcentaje)
0
1

2.5

15,5

355

475

Or~rwWNEFEO

Posteriormente se realizo el calculo segun la formula:
%DV=XAl>XZ

Donde:

Z =Numero de interceptos contados en cada nivel

A = Resultado de la multiplicacién del nimero de interceptos contados en cada nivel (Z), por el porcentaje de
ocupacion observada.
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Produccion de nédulos

Se evaludé mediante la medicion de las siguientes variables: 1. Nodulos totales: se procedi6 al conteo visual
de la cantidad de nddulos presentes en la raiz de la planta. 2. Nédulos efectivos: a través del conteo visual
se determind la cantidad de n6dulos efectivos seleccionando los de color rojo, rosado y marrdn presentes en
las raices de la planta. 3. Masa de los nodulos: se determiné a través de una balanza Sartorius digital
METTLER.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la coinoculacion HMA-Rhizobium sobre el nimero de esporas de HMA por C. ensiformis
en dos ciclos (primavera e invierno) a los 70 dias después de germinada (ddg)

En la figura 1 se muestra el efecto de la coinoculacion HMA-Rhizobium en el nimero de esporas por la C.
ensiformis en cada ciclo a los 70 dias después de germinada, ademas de la interaccion entre las cepas de
Rhizobium y de los hongos micorricicos arbusculares.
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Figura 1. Efecto de la coinoculacion HMA-Rhizobium en el nimero de esporas presentes en el suelo. RO:
sin cepas de Rhizobium, R2, R3, R4 y R5: cepas de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4, Can 5). G.
cubense: Glomus cubense. R. irregulare: Rhizoglomus irregulare. *Medias con letras distintas
difieren entre si, segin prueba de Duncan (p<0.05).

Para los dos experimentos, la cepa R. irregulare mostré diferencias (p<0.05) con un incremento superior
en numero de esporas combinada con la cepa Can 5 de Rhizobium en relacién a la cepa G. cubense con Can
5. Sin embargo, cuando G. cubense es combinada con Can 2 y Can 3 no existe diferencia significativa en
relacién a Can 5 para el periodo de invierno. En el ciclo de primavera, R. irregulare alcanzé 1,227 esporas,
superior para las dos cepas de HMA en la campafia de invierno; G. cubense no arrojo diferencia significativa
cuando se combind con las cepas de Rhizobium. Situacion que pudo estar dada por la absorcion de répido
crecimiento de raices blancas que se observaron a la hora del muestreo y que estas contienen pocos azucares
disponibles, por lo tanto, estas raices son mucho menos susceptibles a la colonizacion micorrizica. Por otra
parte, cuando las condiciones ambientales de temperatura y humedad no son favorables, no se forma la
simbiosis micorrizica, debido a que las esporas de resistencia en el suelo no germinan y para que ocurra la
asociaciéon mutualista entre el hongo y las raices de las plantas, es necesario que las condiciones
medioambientales sean favorables para ambos (Rabie et al., 2005).

Al respecto, las micorrizas pudieron influir en la captacién de nutrientes poco méviles desde el suelo
(Azcdn et al., 1991) y los Rhizobium en las asociaciones simbidticas con las raices de C. ensiformis, que
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favorecen la formacion de nddulos efectivos en el rizoplano de las plantas (Helyar, 2003; Hernandez et al.,
2012). Al respecto, se han reportado beneficios al inocular C. ensiformis con rizobio y cepas eficientes de
HMA (Garcia et al., 2017; Martin et al., 2017b; Sim6 et al., 2019; 2020). También, se ha encontrado
incrementos significativos de la colonizacion micorrizica de C. ensiformis coinoculadas con cepas Can 2,
Can 3, Can 4, Can 5 de rizobios y de Glomus intraradices en suelos pardos con carbonatos, y para estos
efectos se obtuvo que Can 5 y G. intraradices super6 al resto de las cepas de rizobios y de HMA, lo que
permitié considerarlas como cepas eficientes para C. ensiformis en las condiciones edéficas estudiadas
(Bustamante et al., 2009; Bustamante et al., 2010; Tamayo et al., 2015). En relacion a lo anterior, C.
ensiformis ha demostrado su efectividad simbidtica con inoculaciones de cepas de rizobios y de HMA en
diferentes tipos de suelo en las condiciones de Cuba. Asi mismo, se ha expresado que la efectividad
alcanzada por la inoculacién de las mejores cepas para cada suelo depende del manejo que se le aplique al
cultivo, la cepa de HMA empleada y el suelo (Martin et al., 2010; Martin et al., 2015; Martin et al., 2017b).

Por otra parte, estudios en el cultivo de Café con el empleo de C. ensiformis coinoculada con rizobios y
HMA tanto en asociacién como precedente, han indicado incrementos significativos en el nimero de
esporas de HMA, asi como un dptimo de crecimiento y funcionamiento micorrizico en el cultivo (Rivera,
2010; Sanchez et al., 2011).

Efecto de la coinoculacion HMA-Rhizobium sobre la frecuencia de colonizacién micorrizica y la
densidad visual por C. ensiformis en diferentes ciclos (primavera e invierno) a los 70 dias después de
la germinacion (ddg)

Durante los dos ciclos se observo diferencias (p<0.05), R. irregulare + Can 5, mostraron los mejores
resultados de colonizacién micorrizica con un valor de 81.73 y 9.47% de densidad visual en el periodo de
primavera, de igual manera 77.67 y 9.26% en el periodo de invierno, con respecto a los demas tratamientos
(Cuadro 3). En el caso de G. cubense inoculada con Can 3, el efecto de la colonizacién y la densidad visual
fue superior en relacion a las demas cepas de rizobios para el ciclo de invierno. Sin embargo, en la primavera,
el porcentaje de colonizacion y la densidad visual fue mayor con Can 5, situacidn similar ocurrié con R.
irregulare, pero con valores superiores, demostrando que las condiciones edafoclimaticas del area fueron
propicias para la efectividad de la colonizacion micorrizica. Estos resultados demuestran la eficiencia y la
efectividad de la inoculaciéon de la cepa R. irregulare en relacién con el porcentaje de colonizacién
micorrizica y densidad visual en C. ensiformis para este suelo, lo que corrobora lo planteado por Ruiz
(2001); Rivera y Fernandez (2003); Rivera et al. (2007) Tamayo et al. (2015) y Rivera et al. (2020), los
cuales refieren que R. irregulare es la cepa més efectiva y eficiente para la inoculacion micorrizica de los
cultivos en suelos Pardos con Carbonatos, basado en la baja especificidad cepa eficiente HMA—cultivo; lo
que significa que establece una simbiosis efectiva con cualquier cultivo dependiente de la micorrizacion que
se forme en ese suelo en condiciones edaficas.

Diaz y Garza (2007) demostraron que la inoculacién con G. intraradices impactd favorablemente el
crecimiento del sorgo en suelo con baja fertilidad logrando un alto porcentaje de colonizacién e intensidad
visual, por el grado de especificidad entre el HMA y el cultivo evaluado, ademas del crecimiento externo
del micelio como a la extension de la superficie de exploracion y a la capacidad del HMA para incrementar
el transporte de nutrimentos, particularmente fésforo.

Por su parte, Vélez (2012), refiere que el aumento del porcentaje de colonizacion micorrizica puede estar
ocasionado por las acciones que ejercen los HMA en el incremento y la absorcidn de nutrientes disponibles
para las plantas. Al respecto, Avio et al. (2018) y Martino et al. (2019) sefialan que los hongos micorricicos
arbusculares establecen simbiosis con las raices de la mayoria de las plantas terrestres por medio de una
gran red extrarradical de hifas que favorece la absorcion de nutrimentos minerales y compuestos organicos
en comparacién con aquellas no micorrizadas.
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Cuadro 3. Efecto de la coinoculacién de HMA y Rhizobium en la colonizacién micorrizica y la densidad
visual por C. ensiformis a los 70 ddg.

Ciclo de primavera Ciclo de invierno
Tratamientos Colonizacion Densidad visual Colonizacién Densidad
(%) (%) (%) visual (%0)
RO 56.53f 2.34j 41.70g 1.06h
R2 49.20g 3.5hij 43.87g 1.99h
Sin HMA R3 59.43ef 4.11ghi 47.33fg 2.63gh
R4 44.04g 2.77hi 41.84g 1.8h
R5 64.77cde 4.81fgh 58.98cde 3.41fg
RO 61.78def 5.14efg 59.23cde 4.63cde
R2 62.25def 5.87def 54.15ef 5.18cd
G. cubense R3 56.08f 5.93def 64.31bc 5.01cde
R4 56.46f 4.73fgh 56.23de 4.57de
R5 67.66¢cd 5.87def 53.50ef 4.39def
RO 70.62bc 7.76b 67.21b 6.30b
R2 67.00cd 6.97bc 64.34bc 5.67bc
R. irregulare R3 74.58b 6.89bc 66.29bc 4.62cde
R4 64.73cde 6.58bcd 62.50bcd 5.45bcd
R5 81.73a 9.472 77.67a 9.262
Es x 2.26* 0.50* 2.46* 0.33*

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si, segun prueba de Duncan (p<0.05). RO: sin cepas
de Rhizobium, R2, R3, R4, R5: cepas de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4, Can 5). G. cubense: Glomus cubense. R.
irregulare: Rhizoglomus irregulare.

Produccién de nédulos de C. ensiformis coinoculada con HMA-Rhizobium en los ciclos primavera e
invierno a los 70 dias ddg

La interaccion entre los factores de estudio (HMA-Rhizobium) en la nodulacion por C. ensiformis mostréd
diferencias (p<0.05), con la cepa R. irregulare + Can 5 se obtuvo la mayor cantidad de nddulos totales 737.5
y 983.66, coincidiendo ademas con la mayor cantidad de nddulos efectivos 721.0 y 972.33 con respecto a
los demas tratamientos inoculados y sin inocular (testigo) para los dos ciclos estudiados, respectivamente
(Cuadro 4).

Resultados que estan en relacion con las masas de los nédulos. Lo que pudiera estar dado por la perfecta
relacion de simbiosis entre HMA-Rhizobium-leguminosas. Respecto a la disminucion de nédulos efectivos
en el ciclo de invierno se plantea, que es posible que, en este periodo, se produzca una limitacién de carbono
en los nédulos de las leguminosas que podria ser la causa del descenso de la fijacion de nitrdgeno en los
mismos (Martinez-Viera y Dibut, 2012). Rivera y Fernandez (2003) plantearon que, en este tipo de
asociaciones, el Rhizobium puede ceder a la planta nitrégeno en forma asimilable para la misma, y a su vez,
la planta suministra las sustancias nutritivas que necesita el Rhizobium para cumplir sus funciones vitales.
Por otra parte, las micorrizas pueden incrementar la absorcién de otros elementos, entre ellos el fésforo,
importante para garantizar una adecuada FBN y crecimiento de la planta (Tamayo et al., 2015), y estos
cuando son combinados con rizobios se incrementa el nimero de nédulos, masa de los ndédulos y mayores
contenidos de P y N en las plantas (Martin et al., 2017a; Tamayo-Aguilar et al., 2020).
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Cuadro 4. Efecto de la coinoculacion de HMA y Rhizobium en la produccion de nddulos por la C.
ensiformis a los 70 ddg.

Ciclo primavera Ciclo invierno
Tratamientos

Nodulos  Nodulos Masadelos Noédulos  Nodulos Masa de los

totales efectivos noédulos totales efectivos nodulos
RO 433.66k 417.0j 19.93j 416.5k 411.5h 14.92i
R2 528.66i 515.66i 26.8hg 463.5ij 439.0gh 24.45cde
Sin HMA R3 555.0h 545.66h 27.783g 507.25gh 497.25¢f 22.72¢fg
R4 506.33g  490.33i 23.3i 439.0jk  430.0h 20.92gh
R5  585.33g 582.0g 29.33fg 485.75hi 473.75fg  21.87fgh

RO 510.66ij  502.33i 23.763hi 436.5]k  424.25h 17.01li

R2 621.33f  609.66de 31.53f 575.25de 551.25d 27.75ab

G. cubense R3 587.66g 575.33g  28.43fg 539.0fg  531.0de 24.17def
R4 650.33de  636.66de 37.8d 606.0cd  596.0c 26.75abc
R5 670.0cd  660.0cd  39.9cde 631.75bc 618.75bc  27.72ab
RO 642.33ef  631.0ef 36.13e 488.75hi  473.5fg 19.64h
R2 664.66cd 657.33cd 39.16de 516.0gh  494.75¢f 24.81cde

G.intraradices R3 684.66c  678.66c  42.96¢ 563.25fg 552.0d 26.02bcd
R4 787.33b  783.33b  47.23b 662.75b  638.25b 28.50ab
R5 983.66a 972.33a  53.86a 737.5a 721.0a 29.0a

Es X 7.31* 8.54* 1.07* 11.15* 13.05* 0.81*

*Medias con letras distintas en la misma columna difieren entre si, segin prueba de Duncan (p<0.05). RO: sin cepas
de Rhizobium, R2, R3, R4, R5: cepas de Rhizobium (Can 2, Can 3, Can 4, Can 5). G. cubense: Glomus cubense. R.
irregulare: Rhizoglomus irregulare.

Con relacion a la cantidad de nddulos efectivos, se observé que Can 5 seguida de Can 4 + R. irregulare,
generaron los de mejores resultados, predominando el color rojo para ambas pruebas. Efecto atribuido a la
accion de la enzima nitrogenasa encargada de transformar el nitrégeno atmosférico en amoniaco, lograndose
a través del pigmento conocido como Leghemoglobina, que es la responsable del color rojo que se observo
en el interior de los nédulos al realizarle el corte (Herndndez et al., 2012). Lo que demuestra que la
interaccion simbidtica entre las bacterias fijadoras de nitrdgeno y las leguminosas se establece a través de
un intenso intercambio de sefiales entre ambos 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).

También se observo, que los nddulos de mayor efectividad fueron aquellos situados en el cuello de la
raiz, y los ubicados en el tercio superior de la misma. Los nddulos ubicados por debajo del tercio superior
de laraiz y en raices secundarias, fueron menos eficientes debido a que no estuvo presente el color rojizo
intenso, lo que indica la no posibilidad de fijar nitrégeno por su inactividad. En este sentido, Cérdova et al.
(2011) observaron nodulos en C. ensiformis con caracteristicas morfoldgicas variables como superficie
rugosa, forma irregular y ubicada en todo el sistema radical generalmente, en la parte superior de la raiz
principal y en el cuello de la raiz en suelos acidos de Tabasco, México. Con relacion a ello, Puerta et al.
(2008) en extraccidn total de nutrientes en leguminosas encontraron que la masa de nddulos fue superior en
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C. ensiformis seguido de Cajanus cajan, en comparacion del resto de las leguminosas, por lo que éstas
dispusieron de mayor cantidad de asimilados para la formacion de los nédulos. Por su parte Lopez et al.
(2000) caracterizaron la nodulacion de C. ensiformis, Crotalaria juncea y Sesbania rostrata en suelos
afectados por la salinidad, y encontraron que C. ensiformis presenté mayor predominio de la nodulacion en
la raiz principal, prevaleciendo el color rojo en la parte interna de los nddulos. Lo que demostré la presencia
de cepas de Rhizobium efectivas en el suelo para esta especie.

Claudia et al. (2008) encontraron interaccion al evaluar diferentes cepas de Rhizobium y hongos
micorrizicos arbusculares en especies de leguminosas en un andisol, donde todas las cepas nodularon, pero
s6lo se observaron nédulos efectivos de color rojo en las raices principales con cepas nativas, los que
probablemente se encontraban fijando N2 por la presencia de la leghemoglobina. Hernandez et al. (2012) y
Hernandez et al. (2017) al realizar la caracterizacion fenotipica de aislados de rizobios procedentes de la C.
ensiformis en diferentes tipos de pH alcanzaron diferencias significativas en el diametro de sus colonias.
Conjuntamente la leguminosa forrajera Clitoria ternatea, cultivada en suelos salinos, aument6 en la
nodulacién y en la masa seca de las plantas comparado con un testigo sin inocular. Estudios recientes por
Hernandez et al. (2020) demostraron un aumento significativo en el nimero de nodulos totales y efectivos,
asi como la masa seca de los nédulos totales en plantas de Kudzu inoculadas con aislados de rizobios,
cultivadas en un suelo &cido petroférrico ferruginoso nodular Gleysol.

CONCLUSIONES

C. ensiformis D.C tuvo respuesta a la coinoculacién combinada con cepas de Rhizobium y HMA,
mostrandose como cepas mas eficientes la R. irregulare y la Can 5 en un suelo Pardo Sialitico Mullido
Carbonatado; como se muestra en las evaluaciones realizadas, nimero de esporas, porcentajes de
colonizacion micorrizica, densidad visual y produccion de nédulos efectivos, lo que corrobord los criterios
de baja especificidad cepa eficiente—cultivo.
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