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Influencia de la inoculaciéon con micorrizas y cepas de Rhizobium
en la absorcion de nutrientes por Canavalia ensiformis’

Yusdel Ferras-Negrin*, Carlos Alberto Bustamante-Gonzalez**, lonel Hernandez-Forte*** e Ynolberto Delgado-Pérez*

Resumen

La inoculacion de microorganismos en los abonos verdes
es una opcion viable, ya que incrementa la disponibilidad
de nutrientes en el suelo y su aprovechamiento por las
plantas. La investigacion se realizo durante 2013 y 2014 en
la Estacion Experimental Agro-Forestal de Jibacoa sobre un
suelo Fersialitico Pardo Rojizo con el objetivo de evaluar la
influencia de la inoculacion mixta de hongos formadores
de micorrizas y Rhizobium en la eficiencia de la absorcion
de nutrientes por Canavalia ensiformis. Se estudiaron los
tratamientos resultantes de la combinacion de cuatro cepas
de Rhizobium y dos niveles de micorrizas (Glomus cubense).
Como indicador agrobioldgico se evalud la masa seca de las
plantas y la absorcion y uso eficiente de nitrégeno, fdsforo y
potasio. La cepa Can4 resultd superior al resto de las cepas de
Rhizobium estudiadas e incremento en 41,8 % la masa seca
de la Canavalia; en 672 % su absorcion de nitrogeno y 33,7 %
el uso eficiente del fdsforo con respecto al tratamiento sin
inocular. La inoculacion de Glomus cubense no ejercio efecto
en la masa seca de la Canavalia ni en la eficiencia del fosforo,
y deprimid la absorcion del nitrégeno en el suelo Fersialitico
Pardo rojizo. La
incremento de manera significativa la eficiencia del uso del

inoculacion mixta micorriza-Rhizobium
potasio por la Canavalia al utilizar las cepas Can3, Can4 y
Canb. El uso combinado Can3-Glomus cubense incremento

en 29 % la eficiencia del uso del nitrégeno.
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Abstract

The inoculation of microorganisms in green manures is a
viable option since it increases the availability of nutrients in
the soil and its use by plants. The research was conducted
during the years 2013 to 2014, at the Agro-forestry Experimental
Station of Jibacoa on a reddish Brown Fersialitic soil, with
the objective of evaluating the influence of mixed inoculation
of mycorrhizal fungi and Rhizobium on the efficiency of the
absorption of nutrients by Canavalia ensiformis. The treatments
resulting from the combination of 4 strains of Rhizobium and
2 levels of mycorrhizae (Glomus cubense) were studied. As
an agrobiological indicator, the dry mass of the plants and
the absorption and efficient use of nitrogen, phosphorus and
potassium were evaluated. The Can4 strain was superior to the
rest of the Rhizobium strains studied and increased the dry
mass of Canavalia by 41,8 %, in 67,2 % its absorption of nitrogen
and 33,7 % the efficient use of phosphorus with respect to
the treatment without inoculation. The inoculation of Glomus
cubense had no effect on the dry mass of the Canavalia or
on the efficiency of phosphorus and depressed the absorption
of nitrogen in the reddish Brown Fersialitic soil. The mixed
mycorrhizal inoculation-Rhizobium significantly increased the
efficiency of potassium use by Canavalia, by using Can3, Can4
and Canb strains. The combined use of Can3-Glomus cubense
increased the efficiency of nitrogen use by 29 %.
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Introduccion

El uso eficiente de nutrientes ha ganado recientemente
mas atencion con el incremento en los costos de fertilizan-
tes y la continua preocupacion por el impacto ambiental.
Este término describe qué tan bien las plantas o un siste-
ma de produccién usan los nutrimentos (Stewart, 2007).
Segun Santos et al. (2013) y Muller (2013), se define, en
sentido fisioldgico, como la cantidad de biomasa o materia
seca producida por unidad de nutriente absorbido.

Varios mecanismos relacionados con las caracteris-
ticas morfoldgicas y fisiolégicas de la planta contribuyen
a la utilizacion eficiente de nutrientes, tales como el sis-
tema radicular extensivo (que posibilita la exploracion
de mayor volumen de suelo), alta relacion entre raices
y parte aérea, habilidad del sistema radicular en modi-
ficar la rizosfera (posibilitando superar bajos niveles de
nutrientes) (Fageria y Baligar, 1993; citado por Tomaz et
al., 2009).

Una amplia adopcion en la siembra de leguminosas
estan siendo sustentadas con un mejoramiento en la
“comunicacion” entre la planta y el inoculante, y resulta
ser una aproximacion valida y disponible en el mercado,
como lo son los biofertilizantes basados en microbios,
principalmente rizosféricos y bacterias endofiticas que
contribuyen a aumentar la eficiencia en el uso de algu-
nos fertilizantes, principalmente en cultivos de cereales
(Bermudez, Brejov y Berute, 2015).

Las leguminosas empleadas como abono verde re-
unen varias ventajas, pues ademas del aporte conside-
rable de nitrdgeno que realizan, son capaces de reciclar
otros nutrientes y mejorar algunas propiedades fisicas
y bioldgicas de los suelos. En las condiciones de Cuba,
una de las especies de abono verde que mejores re-
sultados ha tenido es la Canavalia ensiformis (L.) D.C.
(Martin, Reyes y Ramirez, 2015).

Hernandez, Népoles y Morales (2015), al citar a va-
rios autores, plantearon que las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal se asocian a muchas especies de
plantas presentes en la mayoria de los ecosistemas. Las
mismas tienen la capacidad de incrementar la disponibi-
lidad de nutrientes, transformarlos a formas asimilables
por la planta, producir sustancias promotoras del creci-
miento fitohormonas o servir como control bioldgico de
fitopatdgeno. Dentro del primero de estos grupos bacte-
rianos se encuentran los rizobios, microorganismos que
se asocian simbidticamente con las leguminosas.
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Existe una relativa eficiencia de las cepas de Rhizo-
bium por tipo de suelo. En una investigacion que rea-
lizaron Martin, Reyes y Ramirez (2015) obtuvieron que
Can2 fue la cepa inoculada que mayor acumulacion de
biomasa aérea provocé en la Canavalia desarrollada so-
bre suelo Ferralitico rojo, mientras que en el suelo Gley
Nodular Ferruginoso fueron Can3, Can4 y Can5.

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) estan
presentes en cerca del 95 % de los cultivos agricolas, y
pueden aumentar los procesos de absorcion y translo-
cacion de nutrientes en las plantas (Rivera y Fernandez,
20083; citado por Garcia y col., 2017). Se ha encontra-
do que la Canavalia es una planta con alta respuesta a
la inoculacién con cepas eficientes de HMA por tipo de
suelo; sin embargo, no siempre se ha logrado un incre-
mento significativo del crecimiento y desarrollo de esta
especie frente a la inoculacion (Martin y col., 2012).

Martin y col. (2017) observaron incrementos en los con-
tenidos de N en la Canavalia por efecto de la coinoculacion
de micorriza y Rhizobium. La combinacion R. intraradices
con el aislado Can5 mostrd de forma reiterada los mejores
resultados sobre la extraccion de nitrogeno de este abono
verde en suelos Pardos mullidos carbonatados.

En la localidad de Jibacoa existen pocas referencias
sobre el estudio de Glomus cubense y cepas de Rhizo-
bium en los indices de absorcién, y mucho menos en el
uso eficiente de nutriente por la Canavalia ensiformis (L.)
D.C. como abono verde. Por lo antes expuesto, el objetivo
de este trabajo fue evaluar la influencia de la inoculacion
mixta de hongos formadores de micorrizas y cepas de
Rhizobium en la eficiencia de la absorcion de nutrientes
en esta especie en suelos Fersialitico Pardo rojizo de la
localidad de Jibacoa.

Materiales y métodos

El trabajo se realizé durante 2013-2014 en la Unidad
de Ciencia y Técnica de Base (UCTB) de Jibacoa a 340
msnm, en el municipio de Manicaragua, provincia de Vi-
lla Clara, Cuba, que pertenece al Instituto de Investiga-
ciones Agro-Forestales (INAF).

El experimento se desarroll6 en una plantacion de ca-
feto (Coffea arabica L., variedad Isla 5-4) con un afo de
edad, plantada a 2 m x 1,50 m bajo sombra de guamo
(Inga vera, Wild.).

En un arreglo bifactorial en bloque al azar se estu-
diaron los tratamientos resultantes de la combinacion de

39



Yusdel Ferras-Negrin y col.

cuatro cepas de Rhizobium (Can2, Can3, Can4, y Canb5)
y dos niveles (sin y con) de Glomuscubense Y. Rodr. y
Dalpé, sp. nov. (Rodriguez et al., 2011).

La Canavalia (Canavalia ensiformis (L.) D. C.) se sem-
bré a 0,20 m x 0,25 m entre las hileras de los cafetos,
y se separaron a 0,80 m de los mismos. Cada parcela
estuvo constituida por 21 plantas de la leguminosa.

Tanto las cepas de Rhizobium como la micorriza
provinieron del Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA). Las cepas de Rhizobium tuvieron un titulo de
9 x 10° UFM e ml", mientras que la de micorriza 34 espo-
ras * g de suelo.

La inoculacion con Rhizobium se realiz6 en las prime-
ras horas de la mahana a la sombra. Se aplico el indculo
directamente encima de las semillas (4 mL ¢ kg™ de se-
millas) y se espero hasta que se secara para sembrarlas.
En los tratamientos donde se inocularon los dos biofer-
tilizantes se aplicé primero el Rhizobium y después se
espolvored la micorriza (10 % del peso de la semilla),
removiéndola y homogenizando las semillas. En el tra-
tamiento con inoculacion micorrizica y sin Rhizobium las
semillas se humedecieron con agua comun.

El suelo donde se establecioé la Canavalia es Fersiali-
tico Pardo rojizo (Hernéndez y col., 2015) acido, con baja
fertilidad y bajos contenidos de materia organica y pota-
sio (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del suelo

P.O kKo | ca+ | mg+
pH KCI | M.O. (%) 25 | 2 | J
mg * 100 g’ meq * 100 g7

4,07 238 14,38 | 779 47 | 17

Cuando el 75-80 % de la Canavalia florecio, se tomaron
15 plantas al azar de cada tratamiento, se pesaron sus dife-
rentes Organos (raiz, tallo y hojas) y se enviaron muestras al
laboratorio para la determinacion del contenido de nitroge-
no, fosforo y potasio. Estos valores se utilizaron para calcular
la absorcidn y uso eficiente de estos nutrimentos.

El nitrégeno (N) se realizé por el método Kjeldalh, el
fésforo (P) por colorimetria por el método del azul de mo-
libdeno, y el potasio (K) por fotometria de llama.

A partir de la materia seca y las concentraciones de
nutrientes se calculd la eficiencia de uso de los nutrien-
tes (EU), segun la férmula de Siddiqi y Glass (1981), ci-
tado por Tomaz et al. (2009):

EU = (masa seca de la planta)?/(contenido de nutriente en la planta).

A los datos se les realiz6 la prueba de normalidad y
homogeneidad de varianza. La comparacion de las me-
dias se hizo mediante la prueba de rangos multiples de
Duncan con un nivel de confianza del 95 %. Para el pro-
cesamiento estadistico de los datos se utiliz6 el progra-
ma InfoStat versién 1.0 (InfoStat, 2012).

Resultados y discusion

La inoculacion con Rhizobium influy6 de forma signifi-
cativa y positiva en la masa seca de la Canavalia, en la ab-
sorcion del nitrégeno y uso eficiente del fosforo (Tabla 2). La
cepa Can4 incrementd respectivamente en 41,8 %; 67,2 %
33,7 % estos indicadores con respecto al tratamiento sin
inocular. Esta cepa resulté asimismo superior significati-
vamente al resto de las cepas estudiadas.

Tabla 2. Influencia de los factores en la masa seca, absorcion de nutrientes y
su uso eficiente por plantas de Canavalia

Cepas Glomus Masa seca N UEP
de Rhizobium cubense teha’ kg « ha’ 9%+ mg’
Sin 1,58 ¢ 34,54 d 4,80 ¢c
Can2 1,84 Db 40,75 ¢ 5,68 b
Can3 1,93b 4592 b 5,69 b
Can4 224 a 5775 a 6,42 a
Can5 1,89b 43,89 bc 5,47 b
E.E., x 0,07* 1,47* 0,07*
Sin 1,91 46,38 a 5,62
Con 1,88 4276 b 5,61
E.E.x 0,04 ns 0,93* 0,05 ns
CV, % 20,26 8,08 6,59

*Medias con letras diferentes difieren significativamente para valor de p < 0,05.

NS: No significativo para valor de p < 0,05.
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Penton y col. (2014) observaron incremento de la
masa seca de Canavalia al inocular cepas de Rhizobium
en un suelo Ferralitico rojo, y citan a Matias (1995), quién
sefalé que entre los factores que afectan el rendimiento
de esta especie, esta el no inocular la semilla con cepas
especificas de Rhizobium.

La inoculacién de Glomus cubense no ejercio efecto
en la masa seca de la Canavalia ni en la eficiencia del
fosforo, y deprimid la absorcidn del nitrogeno (Tabla 2).

Esta ausencia de eficiencia de las HMA puede estar re-
lacionada con la acidez del suelo (4,07) del area en estudio.
Rivera y col. (2015) expresaron que la efectividad de las ce-
pas de micorriza se asocio fundamentalmente al suelo, don-
de el pH y el calcio intercambiable presentaron los mayores
coeficientes de correlacion; ademas plantearon que Glomus
cubense tuvo la mayor efectividad en pH entre 5,8 y 6,5,
superiores a los existentes en este estudio. Para este suelo
se posee informacion sobre la efectividad de las cepas Glo-
mus mosseae ecotipo2, Glomus mosseae ecotipol y Glo-
mus fasciculatum (Sanchez, 2001) en el cultivo del cafeto;
sin embargo, no se disponia de informacion sobre el uso de
Glomus cubense en estas condiciones.

Se debe de considerar lo expresado por Rivera y col.
(2015), quienes opinan que las complejas interacciones
que se establecen entre los contenidos de los elementos

en el suelo, su disponibilidad y el pH no permiten concluir
que solo sea el pH del suelo el factor determinante en la
conducta y efectividad de las cepas de HMA; no obstan-
te, quedd establecida su importancia y la del ambiente
edafico en condicionar la efectividad de las cepas estu-
diadas de HMA.

Estos resultados difieren de los informados por Martin
y col. (2012), quienes al inocular Glomus cubense (CEPA
INCAM-4) en un suelo Ferralitico rojo en la época de frio,
observaron incrementos significativos de la masa seca
de Canavalia (1,35-1,60 t * ha') y el aporte de N, P y
K con valores que oscilaron entre 42,44-79,25 kg ® ha'™;
4,85-5,92 kg * ha' y 29,07-38,08 kg * ha', respectiva-
mente, en una de las areas de estudio.

El andlisis estadistico realizado revelé que no existio
interaccion para la masa seca total, la absorcion del nitro-
geno y el uso eficiente del fosforo (UEP), por tanto, no se
muestran estos resultados; pero si se encontrd (Tabla 3)
interaccién para la absorcién del fosforo, el potasio y el
uso eficiente del nitrégeno (UEN) y el potasio (UEK).

Los tratamientos que no se inocularon con Rhizo-
bium independientemente del uso de Glomus cubense
presentaron de manera general los valores mas bajos de
absorcién del fésforo, el potasio y de eficiencia del uso
del nitrégeno y el potasio (Tabla 3).

Tabla 3. Influencia de la inoculacién mixta en la absorcion y uso eficiente de nutrientes

por Canavalia

Cepasde | Glomus P,0, K,0 UEN | UEK
Rhizobium cubense kg * ha' g2 *mg’

Sin Sin 8,83 e 24,53 df 1,25 cd 1,77 cd
Can2 Sin 10,25 cd 27,77 cdf 1,40 abcd 2,10 abc
Can3 Sin 10,72 cd 32,53 bc 1,21 cd 1,83 cd
Can4 Sin 14,13 a 50,62 a 1,50 ab 1,86 bcd
Can5 Sin 10,43 cd 32,88 bc 1,28 bed 1,71d

Sin Con 8,83 ¢e 23,70 f 1,19d 1,72d
Can2 Con 9,72 de 28,83 bcdf 1,38 abcd 1,95 abcd
Can3 Con 11,22 bc 29,57 bcd 1,56 a 2,23 a
Can4 Con 12,17 b 33,45 b 1,42 abcd 2,23 a
Can5s Con 11,27 bc 28,90 bcdf 1,43 abc 2,18 ab

E.E., x 0,41* 1,60* 0,07* 0,10*
C.\V., % 6,68 8,88 9,25 9,27

*Medias con letras diferentes difieren significativamente para valor de p < 0,05.
ns: No significativo para valor de p < 0,05.

Can4 fue la unica cepa de Rhizobium capaz de in-
crementar significativamente los valores de absorcion de

fosforo y potasio sin el uso de las micorrizas.
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Un comportamiento diferente se observa al analizar
la eficiencia del uso del potasio, pues las cepas Can3,
Can4 y Can5 incrementaron significativamente este indi-
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cador en 22, 20 y 27 %, respectivamente, al inocular la
Canavalia con Glomus cubense. De igual manera el uso
combinado Can3-Glomus cubense incrementd en 29 %
la eficiencia del uso del nitrdgeno.

Garcia y col. (2017) obtuvieron incrementos en la ab-
sorcién de NPK por la Canavalia al estudiar diferentes
cepas de HMA, y encontraron que Glomus cubense fue
la que mejores resultados presento.

La acidez también pudo haber propiciado el compor-
tamiento de la Canavalia ante la cepa Can4. Hernandez
y col. (2012), con estas mismas cepas de Rhizobium, de-
mostraron que aislados de Can4 fueron mas tolerantes a
pH 4,5 en el medio de cultivo, y que no afectd su creci-
miento durante las 48 h de incubacién.

Las plantas requieren del uso eficiente del fésforo, ya
que durante la fijacion biolégica de nitrdgeno se utilizan
grandes cantidades de este nutrimento porque es un
proceso altamente energético y se gasta mucha energia
tanto en la asociacion con el Rhizobium como en el pro-
ceso de fijaciéon. Paredes (2013) planted que la fijacion
es un proceso costoso para la planta en cuanto a ener-
gia. La reaccion de reduccién del nitrdgeno es un proce-
so0 endergdnico que requiere un minimo de energia de
960 kJ » mol* de nitrdgeno, por lo que debe acoplarse a
un sistema que produzca ATP de una manera eficiente
(Fernandez y col., 2002).

Pérez (2007) informo que Pérez y Smith (2005) compa-
raron el efecto de dos especies forrajeras [Brachiaria de-
cumbens Stapfy Stylosanthes guianensis (Aubl.) Sw] sobre
la acidificacion de la rizosfera y la disolucion de tres rocas
fosféricas de diferente solubilidad, y encontraron que la le-
guminosa (Stylosanthes) fue mas eficiente que la graminea
(Brachiaria) en disolver y utilizar fésforo del mineral natural
de mediana a alta solubilidad. Expresé ademas que la ma-
yor eficiencia de la leguminosa estuvo asociada a su de-
pendencia en la fijacion biologica de N, (N reducido) y a la
mayor absorcion de calcio, con relacion a la graminea.

Conclusiones

¢ La cepa Can4 resultd superior al resto de las cepas
de Rhizobium estudiadas, e increment6 en 41,8 %
la masa seca de la Canavalia, en 672 % su
absorcion de nitrégeno y 33,7 % el uso eficiente del
fésforo con respecto al tratamiento sin inocular.

¢ Lainoculacion de Glomus cubense no ejercio efecto
en la masa seca de la Canavalia ni en la eficiencia
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del fosforo, y deprimid la absorcion del nitrégeno en
el suelo Fersialitico Pardo rojizo.

e La inoculacion mixta micorriza-Rhizobium incrementd
de manera significativa la eficiencia del uso del potasio
por la Canavalia al utilizar las cepas Can3, Can4 y
Can5. El uso combinado Can3-Glomus cubense
increment6 en 29 % la eficiencia del uso del nitrégeno.
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