INTERACCION MICORRIZA VESICULO-ARBUSCULAR, Rhizobium-
LEGUMINOSA EN UN OXISOL DE LOS LLANOS ORIENTALES DE
COLOMBIA

COMPENDIO

En los dos primeros trabajos (la y Ib),
se evalud la interaccion entre cepas se-
leccionadas de Rhizobium (apropiad as

para la leguminosa forrajera tropical

Centrosema macrocarpum) y especies

(Entrophospora colombiana, Acaulos-
pora longula, Glomus manihotis) de

micorriza vesiculo-arbuscular (MVA), en

un suelo esterilizado, fijador de P. Los
experimentos se diferenciaron por las
fuentes de P utilizadas.Por su mayor
produccion de materia seca, absorcién
de minerales, nodulacion y infeccion
por MV A, sedestacaron las plantas ino-
culadas con cualesquierade las cepas de
Phizobiumy Glomus manihotis (E x pe-
rimento la) o Acaulospora longula (Ex-
perimento Ib). En la tercera investiga-
cion (Experimento 11), se evallo en

Centrosema la interaccion MVA, Rhizo-
bium o N-quimico {niveles equivalentes

a0,30,55, 105, 0 + Rhiz. y 30 + Rhiz.
kg N ha™!) y dosisde P (0, 20, 40 y 80
kg ha™!). Es aconsejable aplicar peque-
fias dosis (30 kg ha™') de N al momen-
to de la siembra e inocular con Rhizo-
bium. Plantas inoculadas con MVA pre-
sentaron su 6ptimo crecimiento con 40
kg P ha™!. Dosis de 80 kg P ha™! favo-
recio la eficiencia de la bacteria mas no
ladel hongo.
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Saif Ur Rehman Saif **

ABSTRACT

In the first two works (la and Ib) we
evaluated the interation between selec-
ted stumps of Rhizobium (appropiate
for the tropical forage legumes Centro-
sema macrocarpum) and species (En-
trophospora colombiana, Acaulaspora
longula, Glomus manihotis) of vesicu-
lar-arbuscular mycorrhiza (MVA), in a
sterelize soil fixer of P. The two expe-
riments are different because we used di-
fferent P sources. For the best  produc-
tion of dry matter, absorption of mine-
rals, nodulation and infection for MVA ;
rebounded the plants with the inocula-
tion with any of the Rhizobium $ stumps
and Glomus manihotis (E xperiment la)
of Acaulospora longula (E xperiment Ib).
In the third investigation (Experiment Il)
we evaiuated in Centrosema the interac-
tion MVA, Rhizobium and chemical
N (levels equivalent to 0,30, 55, 105,
0 + Rhizobium and 30 + Rhizobium
kg N ha') and amount of P (0, 20, 40
and 80 kgha'). Is advisable to apply
small amount (30 kgha ') of N fertili-
zer at the time of sowing the Centrose-
ma and the inoculation with Rhizobium.
The plants inoculated with MVA showed
a best growing in the amount 40kg Pha !
80 kg Pha " helped in the efficacy of the
bacterium and it didn‘t help in the effi-
cacy of the fungus.
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1. INTRODUCCION

América Latina tropical tiene la posibilidad de extender su frontera agri-
cola en las vastas regiones interiores de 850 millones de hectdreas en saba-
nas tropicales y bosques humedos. Muchas de estas dreas estdn siendo co-
lonizadas rdpidamente, pero la baja fertilidad de los principales suelos, cla-
sificados como Oxisoles o Ultisoles, y la infraestructura deficiente, limitan
su progreso. En estas condiciones, la producciéon de carne bovina es usual-
mente la actividad inicial mds efectiva, pero se ve obstaculizada en alto gra-
do por la poca disponibilidad de forraje durante parte o todo el aiio.

Por resultar anti-econémica la correccion de la baja fertilidad natural de
dichos suelos, es necesario desarrollar tecnologia de produccion de pastu-
rasde bajos costos e insumos, aprovechando ciertos microorganismos (Rhi-
zobium y Micorriza Vesiculo-Arbuscular, MVA) capaces de formar aso cia-
cion simbidtica mutualista con las plantas y de intervenir en los ciclos de al-
gunos elementos esenciales para los vegetales. Buscando, en lo posible, ob-
tener tasas econdémicas de fertilizacién que mantengan o incrementen los
rendimientos de las pasturas.

La fijacion por la asociacion Rhizobium- leguminosa es el sistema de ma-
yor importancia de todos los implicados en el aporte de nitrégeno al suelo
(Munevar, 12) y depende de la presencia de una capa efectivade Rhizo-
bium que infecte la raiz de la leguminosa (Bradley, 2). Como la asocia-
cion tiene alto requerimiento de P, las raices y los nédulos compiten por
los fosfatos del suelo (Mosse y Hayman, 10), llegand o los nédulos a conte-
ner de dos a tres veces mas P por unidad de materia seca que las raices en
las cuales se desarrollan (Dommergues y Diem, 5).

Las MVA tienen efectos importantes en la disponibilidad de P y la mayo-
ria de las leguminosas, por tener un sistema radical relativamente restringi-
do, responden favorablemente a la infeccién por el hongo (Mosse, 8; Mosse,
11; Saif, 14).

Los hongos productores de MVA son miembros de la familia Endogona-
ceae, a la cual pertenecen difegentes géneros: Endogone, Acaulospora, En-
trophospora, Gigaspora, Glaziella,Glomus y Sclerocystis (Gerdeman y Tra-
ppe, 6); de estos solo el primero no forma MVA.

El hongo del tipo MVA se caracteriza porque sus hifas penetran en la
raiz de forma inter e intracelularmente (Frank citado por Trappe y Schen-
ck, 18), siendo ésta la fase de contacto mds intima entre el hongo y su hos-
pedero (Mosse, 11). El micelio del end6fito fuera de la raiz constituye una
superficie absorbente adicional, que le permite a las raices de las plantas,
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extenderse mds alld de la zona de agotamiento de P (Mosse, 9y 11).

La coexistencia de los dos microorganismos (bacteria-hongo) en las rai-
ces de las leguminosas, establece una asociaciéon simbiética tripartita de
gran importancia desde el punto de vista agricola y ecolégico. Su efecto be-
néfico es particularmente promisorio en regiones tales como los Llanos
Orientales de Colombia, con suelos deficientes en N y P. En sintesis, consi-
derando que gran extension de suelos potencialmente explotables en Amé-
rica Latina tropical presentan severas deficiencias en nutrientes esenciales
para los vegetales, y siendo las leguminosas forrajeras una rica fuente de pro-
teina para consumo animal, las investigaciones sobre como utilizar mejor y
mds ampliamente la simbiosis Rhizobium-leguminosa-MVA en las pasturas,
es una prioridad apremiante para encontrar alternativas al uso de los fertili-
zantes.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el invernadero del Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT,
(humedad relativa 60 a 70 o/o, temperatura media 27°C, maxima 33 y mi-
nima 23° C) se disefiaron tres trabajos experimentales distribuyendo com-
pletamente al azar las unidades experimentales (potes o materas), con arre-
glo factorial de los tratamientos y cuatro repeticiones.

En los dos primeros ensayos (Ia y Ib), se midié en términos de materia
seca (en Ib solo se evalud ésta variable), absorcion de N yde P, peso seco
nodulos e infeccion por micorriza en Centrosema macrocarpum CIAT 5065,
el efecto de la interaccién de cepas seleccionadas de Rhizobium y especies
de micorriza vesiculo-arbuscular.

En el primer experimento (Ia) se utiliz6 inicialmente la roca fosférica de
Huila y dos meses después de la siembra el fosfato monocdlcico (20 kg P
ha='). En el segundo (Ib) sélo se utilizaron 40 kg Pha™' y como fuente el
fosfato monocilcico. En los dos trabajos se realizé similar fertilizacion ba-
sica (K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, B, Mo).

Con las cepas seleccionadas de Rhizobium (CIAT R,= 1780, R,=1670,
R;=3334, R« = mezcla de las tres, R™= testigo sin Rhizobium y el control
con N*)apropiadas para Centrosema y las especies d¢ MVA (M, = Entro-
phospora colombiana, M, = Acaulospora longula, M; = Glomus manih o-
tis, M« = la mezcla de las tres y M™= el testigo), se realizaron las combina-
ciones que originaron 30 tratamientos. Aproximadamente 10° bacilos (1 ml
de extracto liquido de levadura-manitol) de Rhizobium (Bradley , 3) y
100 esporas de MVA se aplicaron por pote (Sieverding, 17).



En la tercera investigacion (Experimento II), se evalu6 en la planta de
Centrosema, la interaccion MVA, Rhizobium o Nquimico y dosis de P.
Los tratamientos conformaron un factorial 6x4x2. en el cual seis son los
niveles de N (0, 30, 55, 105,0 + R, 30 + R kg ha™!), cuatro las dosis de P
(0, 20,40, 80 kg ha™') y dos la inoculacién con y sin MVA. El Oxisol tam-
bién se sometid a una fertilizacion basica.

Elinoculante de MVA (1.0 g/pote) consistié6 de una mezcla de raices de
Braquiaria decumbens infectadas con especies puras. Como inoculante de
Rhizobium (10? bacilos/pote) se utiliz6 la cepa CIAT 3334 apropiada para
Centrosema. Como fuente de N y de P se usaron la trea 46 o/o, el nitrato
célcico (5 kg Nha!) y el fosfato monocalcico.

En la planta indicadora los tratamientos se evaluaron por: peso secode la
parte aérea y de las raices, absorcion total de N, P, K, Ca y Mg, nimero y
peso seco de los nédulos y o/o de infeccion por MVA en la raiz.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Combinacioén de cepas seleccionadas de Rhizobiumy especies de MVA.

En general, en los tratamientos con Rhizobium pero sin MVA (Fig. 1a)
se observaron diferencias entre las cepas evaluad as, siendo sus valores infe-
riores a los del testigo (R™ M™) o al del control N*. Dicha inferioridad puede
atribuirse a la extraccion de carbohidratos de la planta huesped por la bac-
teria o a la competencia entre las raices y los nédulos por los nutrientes del
suelo, especialmente por fosfatos (Mosse y Hayman, 10).

Cuando a las plantas de Centrosema ademas de Rhizobium se las inoculd
con MVA (Figura Ib, ¢, d, e, f, g), los rendimientos de materia seca y absor-
cion de N y P, se incrementaron en proporciones considerables. Este com-
portamiento se atribuye a que la MVA le permitié a Rhizobium o a Centro-
sema, aprovechar mads eficazmente el fosfato presente en el suelo (Crush,4 ;
Lopez et al, 7; Mosse, 9; Munns y Mosse, 13; Saif, 14).

No se presentaron diferencias significativas entre las cepas de Rhizobium
evaluadas, lo cual si ocurri6 entre las especies de MVA. La tendencia de la
produccién en Centrosema debido a la micorriza decreci6 en el siguiente
orden: M3 >Mx>M, >M, >M".

Glomusmanihotis (M) tuvo mayor capacidad de infeccion de las raices
y desarrollé més hifas externas, la cual favore cié la captaciéon y absorciénde
algunos nutrientes esenciales para los vegetales, incrementé el crecimiento
de Centrosema y la actividad del Rhizobium.
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Los valores obtenidos de los tratamientos con N* (Fig. 1g) indican que
las plantas de Centrosema infectadas con el hongo, se ven favorecidas por
la aplicacion de N al suelo. Este hecho crea la inquietud de que posib le-
mente el hongo tenga que ver con el transporte de N a la planta (Ameset
al, 1)

3.2. Experimento Ib.

Los promedios de peso seco de la parte aérea correlacionaron significati-
vamente, r=0.83, con los obtenidos de la raiz (Fig. 2).

Las plantas inoculad as con cepas de Rhizobium y sin MVA (Fig. 2a) su-
peraron al testigo (R ); posiblemente por la mayor disponibilidad (solo se
us6 la fuente soluble) de fosforo en el suelo.

La produccion de materia seca en Centrosema se incrementd mas cuando
se inocul6 laMVA (Fig. 2b, ¢, d, e, g); sin presentar diferencias significati-
vas entre las cepas de Rhizobium , pero si entre las especies de MVA que se
ordenaron de la siguiente forma: M; > Mx>M; > M, >M".

Por la fuente de P utilizada, Acaulospbra longula (M; ) tuvo mds habili-
dad para responder y aprovechar rdpidamente el fosfato soluble aplicado al
suelo y proporcionarle a la planta de Centrosema superiores beneficios.

Lo descrito anteriormente sugiere que es dificil generalizar sobre la inte-
raccion Rhizobium-MVA y con mayor razén, cuando apenas se empiezan
a estudiar los mecanismos responsables del aumento o disminucién de la
susceptibilidad de las plantas micotréficas al hongo.

En los tratamientos sin Rhizobium (Fig. 2f) el rendimiento de la parte
aérea de Centrosema fue inferior al de las plantas que crecieron s6lo con ce-
pas de Rhizobium o N* (Fig. 2a). Al comparar los promedios generales pa-
ra tratamientos sin M~ (X = 1.57) y sin R" (X = 1.17), podrfa afirmarse que
la leguminosa se vi6 favorecida mds por el aporte del Rhizobium que por
los de laMVA.

La actividad y eficiencia deJas especies de micorrizas sin presencia de Rhi-
zobium puede ser limitada por diversos factores (Dommergues y Diem, 5),
pero en ésta investigacion se atribuye a la cantidad de fosfato (Mosse,8;San-
ders y Tinker, 15; Sanders, 16) o al relativamente poco N disponible en el
suelo, necesario para el crecimiento de la planta o posiblemente también pa-
ra la actividad del hongo (Ames et al, 1).
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Opinion que se sustenta al comparar | los pesos seco de la parte aérea de

plantas con R~ M*(X 0.36), R, Mx (X =3.34), N* M« (X 4.17), 1o cual
indicarfa que algunas especies de MVA requeririan (ademas de P) cierto su-
ministro de N para su mejor actividad, dicho elemento puede ser aportado
por el suelo, los fertilizantes o el Rhizobium .

3.3. Interaccion MVA, Rhizobium o N-quimico y dosisde P en el suelo.

En general, los promedios de peso seco de la parte aérea y de las raices
de Centrosema fueron mayores en los tratamientos (Fig. 3 64, e y f) don-
de se inoculé Rhizobium; destacindose atiin mds los tratamientos con 30 kg
N ha™! + Rhizobium.

Teniendo como base este resultado, se puede aconsejar que al momento
de la siembra de Centrosema se incluya una pequefia cantidad de N; con el
fin de reducir la competencia de la bacteria por nutrientes y carbohidratos,
de asegurar y promover en la leguminosa el crecimiento de tejido inicial, al
menos hasta que el Rhizobium pueda establecerse en sus raices y empiece
a fijar N, atmosférico. Aplicaciones mayores o continuadas de N posible-
mente reducen la actividad del Rhizobium (Bradley, 3) y generalmente son
antieconémicas.

La produccién de materia seca en plantas de Centrosema que crecieron
sin inodculo de MV A, tuvo un incremento positivo y proporcional a la dosis
de P. Este resultado confirma la importancia del f6sforo en la nutricion de
las plantas, especialmente en aquellas leguminosas forrajeras seleccionadas
y destinadas a crecer en regiones marginales, como los Llanos Orientalesde
Colombia, con suelos pobres y fijadores de P.

Cuando ademas de la fertilizacién fosforada se inoculd MV A, los rendi-
mientos en términos de peso de la parte aérea y de las raices aumentaron
en proporciones muy considerables, destacand ose en los tratamientos con
N-quimico, las plantas que crecieron en ia dosis 40 kg Pha™' . Niveles ma-
yores de P (80 kg ha™') tendieron a ser perjudiciales para las plantas mico-
rrizad as.

Este resultado indica que coh la apropiada inoculacion al suelo de MVA
es posible incrementar significativamente la produccién de forraje y redu-
cir las tasas de aplicacién de P hasta o en més de un 50 o/o; ademas reafir-
ma que la aplicacién al suelo de dosis altas de P generalmente reducen la ac-
tividad de la MVA (Mosse, 8; Sanders y Tinker, 15; Sanders, 16).

Caso contrario manifestaron las plantas de Centrosema inoculadas con
Rhizobium y MVA, que crecieron en el suelo tratado con dosis altas de P.

14



’

Peso seco(g)parte cerea

Peso seco (g) parte aerea

n
S

o

o
©

48

Po P20 Pao Peo Po
a. Trotamientos con No

40 I~

24

0.8 |~

@ ©)

|

Peo

Po Pz2o Peo Peo Po Pro Peo
d. —__ con Nios e.. con NosR

Po

i
I
| |
Pso Pso Peo i
f..—— con Nso+R Kg. ha-

Fig.3 Comparacion de valores promedios. Peso seco parte aérea con [ﬂm] y sin D

in6culo MVA. Experimento II.

15



‘11 cyusunzadxyg

VAN 3P ojnoout D uts £ E U0D SITRI SB[ 9P 0035 0534 “SOIPswoid saIo[eA ap ugweredwo) ¢ 34

-oy'By @ *az ._3|I, ¥*ON uod SOIN 102
o%d ord oy ovm
7 mm
___ __m _, ﬁﬁ _:__ T
| _
= ~_ _ __ _ * L 20
| I |
i w* —+ +0
- = —+ 90
® ® ®].,
1-o4 By =z uod o2 N uod ‘q ON UOD SOURIWODIYL O
oeg & osg ord ozd od oey ord o3g od.
_ _ T
1 ) Vol
| ] ...
|
- — -T 90
® ® ©

80

0908 083

$99104 9p(B)

0098 osad

890101 op(B)

16



En dichos tratamientos no se presentaron tendencias decrecientes en la pro-
duccion de materia seca; debido seguramente a los altos requerimientos de
P que tiene la fijacién simbiética de nitrégeno por Rhizobium - leguminosa.
Gran parte de este elemento pudo ser suplido por la infeccién de MVA pues
cuando se inocul6 el hongo la nodulacién se present6 a partir de 20kg P ha’!
siendo los nédulos mds grandes y pesados en ladosisd 80 kgP ha'!. En

plantas no micorrizadas solo se present6 nodulacién en el nivel mds alto de
;5

Las plantas de Centrosema se desarrollaron mejor en los tratamientos N3,
+R y Pgo, con (M") y sin (M") micorriza. Este altimo tratamiento, con rela-
cion al testigo (N, , P, y M7) absoluto, fue mayor en peso seco de laparte
aérea y de las rafces quince y siete veces, respectivamente.

En plantas inoculadas con MVA que crecieron en dosis de P inferiores a
40 kg ha'!, ocurri6 una interaccién benéfica para la absorcién total de algu-
nos minerales esenciales. Dosis superiores de fosfato en general son supra-
oOptimas para la captaciéon de N, (Fig. 5), P (Fig. 6), K, Ca y Mg. Estos resul-
tados pueden interpretarse sobre la base de que los tejidos vegetales de 1las
plantas con MVA tratadas con diferentes niveles de N, obtuvieron su respec-
tiva “concentracion critica” de P (Mosse, 8), cuando se aplico al suelo la do-
sisde 40 kg P ha™!.

Los valores promedio de absorcién correspondientes a ladosis cero P
fueron mayores en los tratamientos (Ng + R y N3 + R) con Rhizobium;des-
tacdndose atin més las plantas tratadas con MVA. De ello se deduce el apre-
ciable “grado de dependencia” que tiene la leguminosa forrajera Centrose-
ma macrocarpum del Rhizobium y la MVA, para alcanzar en las condicio-
nes experimentales 6ptimo desarrollo y mejor absorcion de nutrientes; cir-
cunstancia que no se logra con el exclusivo aporte de fertilizantes quimicos.

4. CONCLUSIONES

4.1. Las combinaciones de Rhizobium-MVA que, en general sobresalieron
por su mayor produccién en términos de materia seca, absorcion total
de minerales, nodulacion e infeccion por MVA, correspondieron a las
que tenian Rhizobium (cualesquiera de las cepas evaluadas) con Glo-
mus manihotis (Experimento la) o Acaulospora longula (Experimento
Ib).

4.2. Es aconsejable al momento de la siembra de Centrosema aplicar dosis
pequefias de N que aseguren y promuevan el crecimiento de la legumi-
nosa, al menos hasta que Rhizobium pueda establecerse en sus raices
y empiece a fijar N, atmosférico.
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4.3.

4.4.

Dosis de P equivalentes a40 kg ha™' | en las condiciones estudiadas, coo-
peraron sinergisticamente con la MVA en la estimulacién del crecimien-
to, nodulacién y nutricion de la leguminosa forrajera. Dosis superiores

de P tienden a afectar negativamente la productividad de las plantas

micorrizadas, pero no la nodulaciéon de las mismas.

Con la inoculacion al suelo de especies apropiadas de MV A, es posible
aunentar la produccion de materia seca de Centrosema, absorcion de
ciertos nutrientes y el peso seco de nédulos, como también reducir en
mas de un 50 o/o la tasa de fertilizacién fosférica.
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