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RESUMEN

e evaluaron los microorganismos Azospirillum brasilense y Rhizophagus intraradices

en un suelo cambisol de la region del Itsmo de Tehuantepec, Oaxaca, inoculados a

Brachiaria brizanthay Clitoria ternatea con el fin de contar con alternativas de forra-

jes para la ganaderia tropical. Se registro la efectividad de R. intraradices y Azospiri-

llum brasilense con la promocion del desarrollo vegetal y el aumento en las cantida-

des de nitrégenoy fosforo en Brachiaria brizantha y Clitoria ternatea en condiciones
de alta poblacion de otros hongos micorrizicos.
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INTRODUCCION

E | .t P4 d los bovinos se busca proporcionar
n a n U rIC I O n e alimento con calidad en cantida-
des suficientes y con el contenido nutrimental requerido para su mantenimiento y
produccion. En las regiones tropicales la alimentacion a base de gramineas y pastoreo
extensivo no permite cumplir estas expectativas, sobre todo en la temporada de es-
tiaje, por escasez de forrajero, baja calidad proteica y alto contenido de fibra. Este pa-
norama se presenta anualmente. Se han empleado diversas alternativas para mitigar
los efectos ambientales de climay suelo en la produccion forrajera como, por ejemplo,
cambiar la especie de pasto, hacer aplicaciones de fertilizantes quimicos a base de ni-
trégenoalfinal de la época de lluvias, conservar los excedentes de forraje de la época de
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lluvia, implementar riego, o bien, asociar o establecer
leguminosas. La inclusion de leguminosas (Fabaceae)
es considerada como la alternativa mas economicaya
que, una vez establecida, tiene la capacidad de lograr
una produccion sostenible, aumentar la cantidad de
biomasa por unidad de area, y mejorar la calidad del
forraje durante todo el ano. El sistema radical de estas
plantas se asocia con bacterias que atrapan el nitro-
geno atmosférico (N) y se lo “proporcionan” a la plan-
ta como un “biofertilizante” pero, ademas, existen
otros microorganismos, como los hongos benéficos,
que también se asocian con las raices de las plantas
y tienen preferencia por transportar fésforo (P) dispo-
nible del suelo a la planta. De esta manera es posible
nutrir las plantas forrajeras de dos nutrientes princi-
pales. La Clitoria ternatea L. (Fabaceae) ha sobresalido
como planta forrajera por su adaptacion a diferentes
ambientes tropicales, su produccion de forraje y capa-
cidad para mejorar la productividad animal a menor
costo (Villanueva-Avalos et al., 2004), y es comparada
en caracteristicas nutrimentales con la alfalfa (Medi-
cago sativa) (Bustamante-Guerrero et al., 2002). Con
base en lo anterior, se evalu6 el desarrollo vegetativo
y larespuesta al corte de Brachiaria brizantha (Hochst.
ex A. Rich) Stapf., y Clitoria ternatea L. inoculada con
Rhizophagus intraradices (Schenck & Sm.) Walker &
Schuessler y Azospirillum brasilense, y determinar el
contenido de Ny P en el tejido vegetal.

MATERIALES Y METODOS

El sitio experimental fue el lote No. 8-BIS, conocido como
Rancho “Tres Potrillos” de la Colonia Agricola y Ganade-
ra de “El Porvenir”, y pertenece al municipio de San Juan
Cotzocoén, Oaxaca, a 17°29'5.46” N, y 95°15'40.73” O y 100
m de altitud. El tipo climatico dominante es Am (Wo))) ig
(Garcia, 1973), que es calido-humedo con lluvias en verano
y temperatura media anual de 23 a 25 °C. Los meses mas
himedos son de junio a octubre, debido a las abundan-
tes lluvias provenientes del Golfo de México, y se tiene un
periodo de sequia de marzo a mayo. La precipitacion pro-
medio es de 2,500 milimetros anuales. El suelo pertenece
al grupo de los Acrisoles, con textura franco-arcillosa, pH
acido (4.5 y 4.9), materia organica de 11%, 379 mgkg ™' de
Ca™,175 mgkg™' de K¥, 53 mgkg ™" de Fe, 0.4 mgkg™' de Zn,
0.7 mgkg ™" de Cu, 162 mgkg™" de Mgy 10.6 mgkg™' de Mn
y 0.22 meqioo g~ ' de Na*y CIC 3.91 meqioo g™ ".

El terreno se chaped a diez cm de altura y después de sie-
te dias se rastred dos veces, repitiéndolo a los 20 dias y
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diez dias después se aplico herbicida. La siembra del pas-
to Brachiaria brizantha y la Clitoria ternatea se realiz6 en
surcos separados a 0.80 m, depositando la semilla en el
fondo del surco, previa aplicacion de los microorganismos
mediante su adhesion a la semilla con carboxi-metil-celu-
losa. La parcela tuvo una dimension de 4 m?, y entre parce-
las hubo una separacién de 1 m, tomando de ésta 0.80 m?
como parcela util evitando bordes. Los tratamientos proba-
dos fueron: Testigo sin biofertilizar en Brachiaria, 2) Testigo
sin biofertilizar en Clitoria, 3) Azospirillum brasilense en Bra-
chiaria, 4) Azospirillum brasilense en Clitoria, 5) Rhizophagus
intraradices en Brachiaria, 6) Rhizophagus intraradices
en Clitoria, 7) Azospirillum brasilense + Rhizophagus
intraradices en Brachiaria y 8) Azospirillum brasilense +
Rhizophagus intraradices en Clitoria. Los tratamientos fue-
ron distribuidos en el terreno en un diseno de blogues al
azar con cuatro repeticiones. Las variables de respuesta
fueron la materia seca producida por cada tratamiento y
especie vegetal, el porcentaje de colonizacion micorrizica
en los tratamientos al inicio y al final del estudio, asi como
el contenido de nitrogeno y fésforo en el tejido vegetal de
todos los tratamientos.

El peso seco de biomasa aérea y radical se registro al inicio
y al final de la evaluacion, y la parcela Util se cosecho para
ser deshidratada en estufa de aire forzado durante 72 ho-
ras a 75-80 °C hasta peso constante. Se definieron algunos
parametros del crecimiento con los valores de materia seca
aérea y radical, y cada uno de los componentes fisiologicos
del rendimiento. El contenido de N (Kjeldhal) se establecio
como porcentaje total, y el de fésforo (método por diges-
tion himeda) en el tejido vegetal de ambas especies vege-
tales. La determinacion de la colonizacion micorrizica fue
con muestras del sistema radical de cada planta, registran-
do presencia por la técnica de Phillips y Hayman (1970). Los
resultados se analizaron mediante el paquete SAS version
8.0 para Windows y con el graficador Sigma Plot, ver. 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccién de materia seca al primer corte (30 dds), que
consiste en la biomasa obtenida arriba de los 10 cm del sue-
lo en ambas especies, se presenta en el Cuadro 1.

Los valores indicaron incremento en la produccion de bio-
masa del pasto B. brizantha con los microorganismos so-
los o combinados, mientras que C. ternatea present6 un
comportamiento diferencial debido al tratamiento. El de-
sarrollo inicial del pasto fue ligeramente mayor con la apli-
cacion de R. intraradices en comparacion con Azospirillum
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Cuadro 1. Peso seco del vastago de Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich) Stapf. y Clitoria ternatea L. y biofertilizadas con G.

intraradices y Azospirillum brasilense en un suelo Acrisol de |a regién Mixe de Oaxaca, México.

Tiempo (Dias) Tratamiento Véstaﬁo*
(gm*)
Primer corte Brachiaria brizantha 61.60 b
30 dias después de la siembra B. brizantha + A. brasilense 87.40 a
B. brizantha + Rhizophagus 9136a
B. brizantha + Rhizophagus + Azospirillum 69.37ab
Clitoria ternatea 52.36 C
C.ternatea + A. brasilense 38.04¢
C. ternatea + Rhizophagus 32.76 C
C. ternatea + Rhizophagus + Azospirillum 52.95¢C
CV=21%
Segundo corte Brachiaria brizantha 26.7ab
B. brizantha + A. brasilense 3778 a
15 dias después del primer corte y 45 dds
B. brizantha + Rhizophagus 4038a
B. brizantha + Rhizophagus + Azospirillum 43722
Clitoria ternatea 10.33C
C.ternatea + A. brasilense 9.56 C
C.ternatea + Rhizophagus 17.15 bc
C.ternatea + Rhizophagus + Azospirillum 7.88 ¢c
CV=26%
Tercer corte Brachiaria brizantha 19.39 a
B. brizantha + A. brasilense 18.46 a
15 dias después del segundo corte y 60 dds
B. brizantha + Rhizophagus 19.77a
B. brizantha + Rhizophagus + Azospirillum 17.97 a
Clitoria ternatea 7.66 b
C. ternatea + A. brasilense 5.86b
C.ternatea + Rhizophagus 6.99 b
C.ternatea + Rhizophagus + Azospirillum 6.96 b
CV=9.2%
Cuarto corte Brachiaria brizantha 21.60 a
15 dias después del tercer corte y 75 dds B oM AR Lee
B. brizantha + Rhizophagus 25.99a
B. brizantha + Rhizophagus + Azospirillum 19.00 ab
Clitoria ternatea 14.57b
C.ternatea + A. brasilense 23.36a
C.ternatea + Rhizophagus 8.90c
C.ternatea + Rhizophagus + Azospirillum 12.82b
V=13 %
Quinto corte Brachiaria brizantha 59b
15 dias después del cuarto corte y 9o dds B brizantha + A. brasilense 1324
B. brizantha + Rhizophagus 30.33a
B. brizantha + Rhizophagus + Azospirillum 9.76a
Clitoria ternatea 10.0a
C. ternatea + A. brasilense 5.0b
C. ternatea + Rhizophagus 6.0b
C.ternatea + Rhizophaqus + Azospirillum 70b
CV=15%

CV: Coeficiente de variacion (%). *Valores con la misma letra dentro de cada columna y edad de las plantas son iguales de acuerdo
con la prueba de Tukey con una p=<o.0s. *El corte incluye hoja+tallos a 10 cm arriba del suelo.
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Figura 1. Distribucion de parcelas experimentales de dos especies forrajeras.

brasilense, o cuando se aplicaron los dos microorganismos
juntos. En este caso se encontraron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos a favor de los biofertili-
zantes. La induccion del desarrollo vegetal del Brachiaria
biofertilizado con A. brasilense ha sido documentada por
Riess y Savito (1985), y la mayor asignacion de materia seca
cuando se biofertiliza con R. intraradices ha sido reportada
en otros cultivos, como frijol (Phaseolus vulgaris) por Agui-
rre-Medina y Kohashi (2002), y maiz (Zea mays) por Irizar et
al. (2003).

La produccion inicial de biomasa de Clitoria
ternatea fue superior con el tratamiento testigo
y la simbiosis doble en comparacién con los otros
tratamientos. Es probable que al inicio de su desa-
rrollo la planta asigne mayor cantidad de produc-
tos de la fotosintesis al sistema radical para lograr
el establecimiento de la simbiosis con los microor-
ganismos. Este hecho no se presenté con el pasto.
La diferencia encontrada en este primer muestreo
se atribuye a una mayor capacidad de absorcion de
nutrimentos y agua, producto del sistema radical
fibroso de las gramineas (Poaceae), en compara-
cion con las Fabaceas que poseen un sistema radi-
cal menos extenso y mas profundo.

En cuanto a la biomasa acumulada registrada al segun-
do corte, el pasto logré mayor produccion de materia
seca en comparacion con C. ternatea, considerado hasta
cierto punto normal, ya que el pasto presenta crecimien-
to intersticial como mecanismo de su adaptacion al pas-
toreo; en cambio, en la Fabacea, al remover los puntos de
crecimiento apical, requiere mayor tiempo para generar
nuevos rebrotes. Entre tratamientos, los biofertilizantes
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aplicados en B. brizantha, superaron al testigo y fueron
estadisticamente superiores, mientras que en C. terna-
tea la produccion mas alta se logré con el tratamiento
biofertilizado con R. intraradices. Este resultado eviden-
cia la importancia de los microorganismos en el siste-
ma radical de las plantas, que seguramente favorecen la
acumulacién de reservas (carbohidratos) para ser utili-
zadas después del corte y favorecer el rebrote. Es impor-
tante considerar que el rebrote de las especies forrajeras
se produce mediante el transporte de carbohidratos no
estructurales de la base del tallo y raices a los meriste-
mos aéreos remanentes, después de realizada la defo-
liacion (Hernandez y Ramirez, 1986); los cortes frecuen-
tes o pastoreo severo disminuyen considerablemente la
disponibilidad de carbohidratos y ocasionan baja tasa de
rebrote.

Figura 2. Sistema radical de Clitorea ternatea con presencia de
nédulos.
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Los resultados al tercer corte con diferencia de 15 dias no registraron diferencias
estadisticas entre tratamientos ni especies forrajeras. Es probable que ambas
plantas nolograran acumular carbohidratos en su sistema radical para favorecer
el rebrote. Al disminuir el drea foliar, como consecuencia de la reduccién en la
oferta de carbohidratos, la mayoria de los compuestos son requeridos por la raiz
(Roveda y Polo, 2007). Estas consideraciones han sido consignadas por diversos
autores en gramineas (Poaceaes) (Hernandez y Ramirez, 1986) y leguminosas
(Fabaceaes) (Carambola, 1977). Es importante citar que existié una ligera ten-
dencia de mayor produccion vegetal con los tratamientos donde se biofertilizé
con R. intraradices. Las bondades de la inoculacion de este hongo micorrizico en
el sistema radical y su efecto en el desarrollo vegetal han sido documentados
(Smith et al., 2003; Aguirre-Medina, 2006).

La importante respuesta del testigo en la acumulacién de biomasa en ambas es-
pecies puede estar relacionada con la menor demanda de fotosintatos por parte
de los miroorganismos al sistema radical y mayor envio de los mismos hacia el
vastago, aun cuando en el sitio de evaluacion se encontré alto contenido de es-
poras con valores superiores a 900 esporas g~ ' de suelo. La alta poblacion mico-
rrizica no induce necesariamente alta productividad de biomasa. Hayman (1982)
sugiere variaciones importantes en la efectividad simbidtica de los hongos mi-
corrizicos. En diversos cultivos se tienen respuestas diferentes a los aislamientos
geograficos cuando los hongos micorrizicos se inoculan en una misma especie.
Se presenta respuesta diferencial entre las micorrizas y la planta huésped (Ro-
veda y Polo, 2007), y la mejor micorriza para estimular el crecimiento no es ne-
cesariamente la mas infectiva (Hayman, 1982), como sucedié en nuestro caso,
donde la poblacién nativa no necesariamente fue capaz de inducir las mayores
producciones de materia seca en ambas especies forrajeras. El establecimiento
de una simbiosis funcional requiere de la expresion concertada de genes de am-
bos organismos (Girard et al., 2002) (Figura 3).

En el corte nimero cuatro realizado en ambas especies, la produccién de mate-
ria seca fue semejante. A esta fecha, se presento cierto nivel de estrés hidrico,
producto de la disminucion de la precipitacion
en la region y, seguramente, el nivel de disponi-
bilidad de agua disminuyd para las gramineas,
que poseen un sistema radical mas superficial en
comparacion al de Clitoria ternatea, y bajo esta
condicion expresaron su mayor aportacion a la
produccién de forraje. Diversos resultados indican
la relacion de la simbiosis planta-microorganismo
con la tolerancia a la sequia, mediante el desa-
rrollo del micelio para explorar mayor volumen
de suelo y transportar agua a la planta huésped
(Augé, 1994). El corte nimero cinco refleja la dis-
minucion de la produccion de biomasa de ambas
plantas cuando se cortan a intervalos frecuentes,
con excepcion del Brachiaria con el tratamiento
inoculado con R. intraradices. El efecto anterior
puede asociarse al mejor status nutrimental de

las plantas micorrizadas en comparacion con los biomasa.

otros tratamientos (Roveda y Polo,
2007), sobre todo con micorriza, que
ha demostrado su eficiencia en el
transporte de nutrientes a la planta,
como sugieren los resultados encon-
trados en nuestro caso.

La remocion de la parte superior del
Brachiaria no afecto la capacidad de
rebrote en comparacién a cuando se
removieron los puntos de crecimien-
to en Clitoria ternatea. En condiciones
de pastoreo este procedimiento debe
atenderse de forma diferencial, si se
decide establecer ambas especies. El
centro de mayor actividad fisiologica
de los vegetales se encuentra en los
meristemos, donde no sélo se produ-
cen nuevas células, sino también hor-
monas que regulan el desarrollo de
las plantas. Los efectos favorables y
adversos del ambiente son percibidos
directamente por las zonas de creci-
miento de las plantas.

Porcentaje de colonizacion
micorrizica

La colonizacién del sistema radical de
ambas especies fue muy semejante
al final de la evaluacion (Figura 4 A),
lo cual confirmo la alta cantidad de
esporas encontradas en el mismo

Figura 3. Corte de plantas en forma extractiva para determinacion de



suelo, superior a 9oo g~' de suelo,
sugiriendo la adaptacion de este mi-
croorganismo a la region. Aun cuando
se trata de una especie introducida,
el alto porcentaje de colonizacion en
Brachiaria sugiere |a capacidad de co-
lonizacién de la cepa naturalizada.

Contenido de nitrégeno y fosforo en
el tejido vegetal

Los tratamientos que presentaron
mayor contenido de N en el tejido
vegetal de ambas especies fueron
aquellos realizados con el hongo
micorrizico y donde se incluyeron R.
intraradices y Azospirillum brasilense
(Figura 4 B). Muchos estudios han
demostrado que las plantas micorri-
zadas absorben nitrégeno del suelo
mas eficientemente que las no colo-
nizadas (Ngwene et al., 2010). En re-
lacion con el fosforo, también se pre-
sentoincremento en los tratamientos
de ambas especies, donde se incluyd
R. intraradices, sola o en combinacién
con A. brasilense (Figura 4 C). Este
efecto en la utilizacion del fésforo es
especialmente importante, porque
puede reducir la necesidad de aplica-
cion de fertilizante fosforado.

Las altas concentraciones de fésfo-
ro en maices micorrizados han sido
como consecuencia de la nutricién
atribuida a la habilidad de las hifas
para transportar los nutrientes a la
planta huésped, con énfasis en sue-
los de baja fertilidad. En forma gene-
ral se ha demostrado que las plantas
micorrizadas favorecen la absorcion y
el transporte, ademas del fésforo, de
Zn, Ca, S, Cuy Mg, y sus efectos son
mas notorios en suelos de baja fertili-
dad (Gerdemann, 1968).

CONCLUSIONES

Los resultados confirman la efec-
tividad de R. intraradices y Azospi-
rillum brasilense inoculados para
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Figura 4. A: Colonizacién micorrizica, B: Contenido de nitrégeno; C: Contenido de fésforo
de Brachiaria brizantha y Clitoria ternatea inoculadas con Azospirillum brasilense y Rhi-
zophagus intraradices en suelo cambisol, + error estandar con n=180, n=4y n=4 repeti-
ciones, respectivamente en la biomasa de Brachiaria brizantha y Clitoria ternatea inocula-
das con Azospirillum brasilense y Rhizophagus intraradices en suelo cambisol de la region
del Itsmo de Tehuantepec, Oaxaca.
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promover el desarrollo vegetal y aumentar las canti-
dades de nitrogeno y fosforo en Brachiaria brizantha
y Clitoria ternatea en condiciones de alta poblacion de
otros hongos micorrizicos. Estos resultados son im-
portantes para la alimentaciéon animal (incremento
de materia seca en potreros) y la calidad de las pas-
turas que se proporcionan a los animales, ademas
de considerar que puede sugerir disminucion en las
aplicaciones de fertilizantes quimicos con impactos
economicos y ambientales. Las plantas inoculadas
acumularon mayor concentracion de Ny P en el tejido
vegetal en comparacion con los tratamientos no ino-
culados, registrando la mayor concentracion de am-
bos elementos con R. intraradices.
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