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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la asociacion de Leucaena leucocephala, y su co-inoculacion con
una cepa del hongo micorrizico arbuscular (HMA) Claroideoglomus claroideum y un aislado local de rizobio, sobre el
comportamiento de las gramineas asociadas (Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula y Setaria macrostachya). Se
estudiaron las estructuras micorrizicas y la nodulacién. Se realizaron tres experimentos independientes, uno por cada
graminea, en asociacion con L. leucocephala co-inoculada y sin inocular, o sola (como testigo). Los pastos asociados
con L. leucocephala co-inoculada produjeron mayor cantidad de tallos que aquellos asociados con L. leucocephala sin
inocular. B. gracilis y B. curtipendula acumularon mayor biomasa cuando se asoci6 con L. leucocephala co-inoculada.
Las concentraciones de clorofilas a, b y totales en S. macrostachyay la de clorofila b en B. gracilis se vieron favorecidas
por la asociacion con L. leucocephala. La co-inoculacién promovié el desarrollo de estructuras micorrizicas en la
rizésfera y el nimero de nédulos en raices de L. leucocephala, aunque el porcentaje de nddulos efectivos no reflejé
diferencias entre tratamientos. En conclusion, la asociacion de gramineas con L. leucocephala y su inoculacion con
HMA vy aislados de rizobios locales no solo promueve el desarrollo de estructuras micorrizicas y la nodulacion, sino
también aumenta el crecimiento y el contenido de pigmentos fotosintéticos en las gramineas asociadas.

Palabras clave: Asociaciones leguminosas-gramineas de clima semidrido, Claroideoglomus claroideum, bacterias
fijadoras de nitrégeno, nodulacion, estructuras micorrizicas, clorofilas.

Abstract

The objective of this study was to assess the effect of the association of Leucaena leucocephala, and its co-inoculation
with a strain of the arbuscular mycorrhizal fungus (AMF) Claroideoglomus claroideum and a local isolate of rhizobium,
on the performance of associated grasses (Bouteloua gracilis, Bouteloua curtipendula and Setaria macrostachya).
The mycorrhizal structures and nodulation were also studied. Three independent experiments, one for each grass
species, were grown in association with L. leucocephala co-inoculated and non-inoculated, or alone (control treatment).
Grasses associated with co-inoculated L. leucocephala produced a greater number of stems than those associated
with non- inoculated L. leucocephala. B. gracilis and B. curtipendula grown with co-inoculated L. leucocephala
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accumulated higher biomass. The concentration of chlorophylls @, b and total chlorophylls in S. macrostachya were
favored by the association with L. leucocephala; whereas in B. gracilis such effect was only observed for chlorophyll
b. Co-inoculation promoted the development of mycorrhizal structures in the rhizosphere and the number of nodules in
roots of L. leucocephala, although the percentage of effective nodules did not reflect differences due to treatments. In
conclusion, the association of grasses with L. leucocephala and its inoculation with AMF and local rhizobium isolates
not only promotes the development of mycorrhizal structures and nodulation, but also increases growth and the content

of photosynthetic pigments in the associated grasses.

Keywords: Mixtures of legumes and semiarid grasses, Claroideoglomus claroideum, mycorrhizal structures, nitrogen

fixing bacteria, nodulation, chlorophylls.

Introduccion

La dieta base para la produccion bovina en condiciones
tropicales, especialmente en la region latinoamericana,
se compone principalmente de pastos y otras fuentes
forrajeras (Aguilar et al. 2019; Urbina-Cruz et al. 2019),
pero para lograr la rentabilidad en este tipo de sistemas
es necesario obtener niveles de produccion forrajera
que garanticen cubrir las demandas nutricionales
de los animales. En las areas ganaderas del tropico
predominan los pastos naturales e introducidos, en su
mayoria gramineas; sin embargo, se ha demostrado
la importancia de promover en estas areas el uso
de leguminosas, principalmente las arboreas como
L. leucocephala, ya que permite al animal seleccionar
una dieta mas variada y de mejor calidad (Peniche-
Gonzalez et al. 2014; Ramirez-Avilés et al. 2019).
Respuestas similares se han reportado en condiciones
de zona templada (Ford et al. 2019).

La busqueda de alternativas que reduzcan las
aplicaciones de altas dosis de fertilizantes quimicos y
enmiendas organicas para aumentar la productividad de
los pastos esta siendo un tema clave de investigacion,
por el impacto negativo del uso excesivo de fertilizantes
quimicos en la contaminacion de suelos y aguas
subterraneas (Rodriguez-Eugenio et al. 2019). En este
contexto, uno de los recursos bioldgicos que puede
contribuir a mejorar los sistemas de produccion ganadera
basados en el uso de pasturas asociadas es el manejo
eficiente de los microorganismos rizosféricos, aplicados
en forma de inoculantes (Gonzalez et al. 2017).

La fijacion bioldgica de nitrégeno a través de la
simbiosis  rizobio-leguminosa tiene implicaciones
econémicas y ambientales directas, debido a la
disminucién en el uso de fertilizantes nitrogenados
(Martinez-Viera y Dibut 2012), ya que en algunos
casos la fijacion simbiotica es capaz de abastecer hasta
el 90% de las necesidades de nitrogeno de las plantas

(Lopez-Alcéceer et al. 2020). Al establecer asociaciones
entre ambos grupos de plantas, es posible incrementar
la produccion de biomasa y mejorar el contenido
nutricional de la pradera (Guerra-Guzman et al. 2021),
constituyendo una alternativa para la sustituciéon de
fertilizantes nitrogenados y la mejora de la dieta de los
animales (Santos et al. 2011).

La aplicacion de inoculantes a base de rizobios
estimula la capacidad de fijacion de nitrégeno
atmosférico en las leguminosas y, en el caso de los
cultivos forrajeros, puede contribuir significativamente
a incrementar su potencial productivo y a mejorar el
balance de este nutriente en los pastizales (Carvalho y
Pires 2008; Guzman y Montero 2021). Por otro lado, los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) habitan de
forma natural en la rizosfera en simbiosis con las plantas
forrajeras y desempefian un papel clave en la mejora de la
capacidad de absorcion de nutrientes y agua (Tao Zhang
et al. 2012; Quinones—Aguilar et al. 2019). En aquellos
casos donde las comunidades residentes de HM A no son
capaces de establecer una asociacion efectiva con los
pastos, la introduccion de cepas eficientes ha ayudado
a promover el crecimiento (Gonzélez et al. 2015; Ojeda-
Quintana et al. 2020).

Algunos estudios muestran que la inoculaciéon con
HMA no solo favorece el crecimiento de las plantas
inoculadas, sino también de las demas plantas asociadas
a ellas (Tajini et al. 2012). En asociaciones de gramineas
con leguminosas co-inoculadas con HMA vy rizobios,
las gramineas también pueden ser colonizadas por los
HMA inoculados a la leguminosa, y asi incrementar
su capacidad para absorber nutrientes a través de las
hifas del hongo, incluyendo el nitrégeno liberado por
la descomposicion de los ndédulos de las leguminosas
asociadas (Crespo-Flores 2016).

La asociacion de gramineas con leguminosas y su
inoculacion con HMA y aislados locales de rizobios
puede contribuir a incrementar el crecimiento de
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las gramineas (Crespo-Flores 2016) y favorecer la
produccién de pigmentos fotosintéticos en algunas
especies de gramineas asociadas, ademas de promover
el desarrollo de estructuras micorrizicas y la nodulacion.

Teniendo en cuenta trabajos previos, este estudio se
realizo para evaluar, en condiciones de invernadero, el
efectodelaco-inoculacionde Leucaenaleucocephalacon
Claroideoglomus claroideum y el aislado R3 de rizobio
sobre las estructuras micorrizicas, la concentracion de
pigmentos fotosintéticos, el crecimiento y la produccion
de biomasa de las gramineas Bouteloua gracilis,
Bouteloua curtipendula y Setaria macrostachya que
creciansolasyenasociacion con Leucaena leucocephala.

Materiales y Métodos

Condiciones experimentales

En la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la
Universidad Autéonoma de San Luis Potosi (México),
se realizaron tres experimentos en condiciones
semicontroladas, Para el crecimiento de las plantas
se utiliz6 un sustrato compuesto por una mezcla de
suelo procedente de una zona agricola cercana al sitio
experimental y arena de rio en proporcion 1:1 v:v, con el
cual se llenaron bolsas de plastico de 35 x 35 cm de ancho
y largo para un volumen total de 5 kg de suelo. Antes
del llenado de las bolsas se tomaron 10 muestras para el
analisis quimico del sustrato preparado, los resultados
obtenidos fueron los siguientes: 35 (SE+: 0.07), 66.3
(SE+: 0.06), 3300 (SE+: 2.36) y 540 (SE=+: 0.47) mg/kg
para P, K, Ca y Mg respectivamente; 1.92% de materia
organica (MO) y un pH=6.9. Los métodos utilizados para
determinar estos valores fueron los siguientes: pH (H20)
por potenciometria (proporcion 1: 2.5, suelo: agua) (NC
ISO 10390 1999), materia organica por el método de
Walkley and Black (NC 51 1999), fosforo (P) asimilable
por el método de extraccion con H2SO4 0.05 mol/L, Ca
y Mg por complexometria y Na y K por fotometria de
llama (NC 51 1999).

De acuerdo con los valores del analisis quimico, el
sustrato presenté bajas concentraciones de K y MO,
altos valores de P asimilable, Ca y Mg, un porcentaje
aceptable de Na y un pH cercano a la neutralidad
(NC 52 1999). El sustrato presentd un promedio de 140
esporas de HMA en una muestra de 50 g. Durante todo
el periodo experimental (17 de septiembre de 2020 al 04
de junio de 2021) se registrd una temperatura media de
20.62 °C y 50.43% de humedad relativa, medidos con

un registrador de temperatura HOBO Onset U23-001A
colocado junto a las plantas usadas en el experimento.

Diserio experimental

El estudio consistio6 en tres experimentos independientes
con cada una de las siguientes especies de gramineas:
Bouteloua gracilis (Kunth) Griffiths (Navajita),
Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr. (Banderita) y
Setaria macrostachya Kunth (Tempranero). En cada
experimento se evaluaron tres tratamientos: (1) graminea
sola; (2) graminea asociada con Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit (leucaena, guaje) sin inocular; y (3)
graminea asociada con L. leucocephala co-inoculada
con una cepa de HMA y un aislado de rizobio.

Los tratamientos se distribuyeron segiin un disefio
completamente al aleatorizado con cuatro repeticiones.
La unidad experimental estuvo constituida por las bolsas
de 35.0 x 35.0 cm de ancho y largo, respectivamente,
las cuales contenian tres plantas, en el tratamiento de
graminea no asociada, y tres plantas de graminea mas
una de L. leucocephala, en los tratamientos donde se
asociaron las especies de ambas familias.

Inoculantes empleados

El inoculante de HMA [Claroideoglomus claroideum
(Schenck & Sm.) Walker & Schiiler] utilizado en los
experimentos fue aislado de una parcela en una zona
agricola productora de mani (4rachis hypogaea) en
Ciudad Fernandez, SLP, México (22° 0047.36" N y
100° 21'14.66" W). El inoculante se prepard a partir de
esporas extraidas de indculos previamente multiplicados
sobre un sustrato arcilloso esterilizado previamente
en autoclave a 120 °C, durante una hora por tres dias
consecutivos. La especie Sorghum vulgare se usd6 como
cultivo trampa.

El aislado de rizobio utilizado en los experimentos
fue obtenido de muestras de raices de L. leucocephala
recolectadas en un area ubicada en la localidad de
Tocoy del municipio de San Antonio, San Luis Potosi
(21° 38'19.0"N 98° 52'15.0"W) (Crespo-Flores 2021). El
cultivo de células de rizobio se prepard en medio liquido
Levadura-Manitol-Agar (LMA) a 28 °Cy en condiciones
de agitacion, durante 24-30 horas (Vincent 1970).

Ambas cepas inoculantes, identificadas como AMF2
y R3, en el caso del HMA y el rizobio respectivamente,
fueron seleccionadas para su aplicacion en este estudio,
dado que en un estudio previo (Crespo-Flores et al. 2022)
se demostrd que presentaban una mayor efectividad en
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la promocion de estructuras micorrizicas, nodulacion,
crecimiento y produccion de biomasa de plantulas de
L. leucocephalay Prosopis laevigata.

Propagacion de plantas y aplicacion de inoculantes

Las plantas de gramineas se propagaron por semillas.
Las semillas se colocaron en bandejas de germinacion
de 200 cavidades con musgo de turbera ("peat moss")
como sustrato. Previo a la germinacion, las semillas se
desinfectaron sumergiéndolas durante 10 minutos en una
solucion de hipoclorito de sodio al 10%; posteriormente
se enjuagaron con agua destilada. Cuando las plantulas
alcanzaron una altura entre 6 y 7 cm, se trasplantaron a las
bolsas que contenian el sustrato previamente preparado.

Las plantas de L. leucocephala se propagaron
por semilla. Las semillas se escarificaron en agua a
80 °C por dos minutos, luego se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 5% por tres minutos,
seguidamente se colocaron en bandejas germinadoras
con 200 cavidades que contenian turba como sustrato.
Cuando las plantulas alcanzaron entre 5 y 8 cm de
altura, se trasplantaron a las bolsas que contenian las
gramineas trasplantadas 30 dias antes. Las plantas de
L. leucocephala junto con las gramineas se cultivaron
durante 259 dias (del 17 de septiembre de 2020 al 04 de
junio de 2021). Durante ese periodo se aplico la misma
cantidad de agua a cada unidad experimental en dias
alternos o de acuerdo con las necesidades de las plantas.

La inoculacion de HMA se realiz6 aplicando 0,5 ml
de solucion de Ringer (7.5 g de NaCl, 0.75 g de KC1, 0.1 g
de CaCl2y 0.1 gde NaHCOs en 1 L de H20) que contenia
60 esporas extraidas del inoculo. En el caso del aislado de
rizobio (R3), se aplico 1 ml del indculo al sustrato. Cada
ml de indculo contenia 10® CFU. Ambos inoculantes
se aplicaron directamente alrededor de las raices de las
plantulas de L. leucocephala, al momento del trasplante.

Evaluacion de las variables de crecimiento

El crecimiento de las gramineas se evalu6é en cuatro
cortes, el primero a los 42 dias después del trasplante
(ddt) de L. leucocephala, y luego a los 176, 224 y 259
ddt, respectivamente. En cada corte se determinod el
numero de tallos y la masa seca (MS) por maceta de la
parte aérea de las gramineas. Al final del experimento
se determiné de forma independiente la MS de las raices
para cada una de las gramineas y de L. leucocephala.
Para obtener la MS, las muestras se colocaron en la
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estufa a 70 °C hasta alcanzar peso constante. El peso de
MS se registré en una balanza SCS Precisa LS320M,
con precision de 1 mg. La MS total acumulada se
determind sumando los cuatro cortes.

Evaluacion de las variables fungicas de los HMA y de
la nodulacion

La colonizacion de micorrizas se determind al final del
experimento en las raices de las plantas previamente
lavadas con agua corriente y secadas al aire. Para las
determinaciones se pesaron aproximadamente 200 mg
de raicillas, las cuales fueron secadas a 70 °C, y tefiidas
segiin la metodologia descrita por Phillips y Hayman
(1970). La frecuencia de colonizaciéon micorrizica, que
expresa el grado de ocupacion de las raices por HMA,
se evaluo por el método de los interceptos (Giovannetti
y Mosse 1980). La densidad visual o intensidad de la
colonizacion se estimod segiin Trouvelot et al. (1986). La
cuantificacion del nimero de esporas (esporas/50 g) se
realizo a partir de muestras de 50 g de sustrato de las
bolsas, extrayéndose dichas estructuras por tamizado
hiimedo y decantacion y observacion posterior al
microscopio (Herrera et al. 1995).

Elnumero de nddulos totales y su efectividad se evaluo
segun lo indicado en FAO (1985). Para ello, se extrajeron
las raices de L. leucocephala de la bolsa, separandolas
del sustrato y lavandolas con agua corriente. Una vez
limpias las raices se cuantificaron los nodulos totales y
se determiné su efectividad observando la coloracion
interna a través de un corte transversal del nodulo. Los
noédulos que presentaron coloracion de rojo a rosa fueron
considerados como nddulos efectivos por presencia
de leghemoglobina, mientras que los blancos fueron
considerados como nodulos jovenes (no efectivos).

Evaluacion de la concentracion de pigmentos fotosinté-
ticos en los pastos

La concentracion de pigmentos (clorofilas a 'y b, clorofilas
totales y carotenoides) se evalud en muestras frescas de
hojas de las gramineas. Para el andlisis de pigmentos
se selecciond la cuarta hoja completamente expandida
(Silva et al. 2001). EI total de muestras se recolect6 entre
las 9:00 y 10:00 a.m. para evitar variaciones relacionadas
al tiempo de muestreo. Para determinar la concentracion
de los pigmentos se tomaron 80 mg de cada muestra y
se colocaron en frascos de vidrio color &mbar con 2 ml
de N, N-dimetilformamida (Inskeep y Bloom 1985). Los
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frascos se cubrieron previamente con papel de aluminio
parabloquearlatranslucidezyreducirladesnaturalizacion
de los pigmentos, y luego se dejaron a 4 °C durante 72 h
(Inskeep y Bloom 1985). Posteriormente, se registro la
absorbancia a las longitudes de onda de 667, 645 y 480
nm, utilizando un espectrofotometro (AGILENT 8453).
Las concentraciones de clorofilas a y b, clorofilas totales
y carotenoides se calcularon utilizando las foérmulas
descritas por Minocha et al. (2009).

Analisis estadistico

El analisis de datos se realizd mediante el programa
estadistico IBM SPSS Statistics 25 para Windows
(SPSS 2017). Los datos se evaluaron mediante analisis
de varianza de clasificacion simple. Los analisis se
realizaron por separado para cada experimento, con
cada una de las tres especies de gramineas asociadas,
con o sin L. leucocephala. El mismo criterio se aplico
para el analisis de los efectos de tratamientos en las
diferentes fechas de corte. En los casos en que hubo
un efecto significativo de los tratamientos, se utilizo
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la prueba de comparacion multiple de Duncan para
establecer las diferencias entre las medias; mientras
que en el caso de comparaciones entre solo dos grupos
de datos, se utilizé la prueba t de Student para dos
grupos (Gémez y Gomez 1984).

Resultados

Biomasa aérea

El nimero de tallos de las gramineas se vio afectado
significativamente por los tratamientos (P <0.05). En el
segundo, tercero y cuarto corte, se constato que B. gracilis
y B. curtipendula presentaron mayor nimero de tallos
creciendo solas o en asocio con L. leucocephala co-
inoculadaquecuandoseasociaronconL. leucocephalasin
inocular. En el caso de S. macrostachya, solo en el tercer
y cuarto corte el nimero de tallos fue superior cuando
crecié en monocultivo o en asocio con L. leucocephala
co-inoculada, con respecto a su asocio con
L. leucocephala sin inocular (Figura 1).
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Figura 1. Efecto de la co-inoculacion de L. leucocephala con C. claroideum y con el aislado de rizobio (R3) en el nimero de
tallos de B. gracilis (Bg), B. curtipendula (Bc) y S. macrostachya (Sm). Donde: C1, C2, C3 y C4 representan cada corte. NI (no
inoculado), I (inoculado), L. leucocephala (L1). EE = error estandar; n = 4. ® Los valores con letras diferentes dentro de cada corte
indican diferencias (P < 0.05) entre tratamientos, segtin la prueba de Duncan.
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La produccion de biomasa aérea de las gramineas
también mostr6é diferencias debidas a tratamientos
(P<0.05), comportandose de manera similar al
numero de tallos, principalmente en B. gracilis y
B. curtipendula. En todos los cortes, excepto en el
primero, las gramineas produjeron mayor cantidad
de biomasa cuando se asociaron con L. leucocephala
co-inoculada o cuando crecieron solas. En todos los
casos, los pastos combinados con L. leucocephala
sin inocular tuvieron la menor cantidad de biomasa.
En el ultimo corte, las plantas de B. gracilis
y B. curtipendula sin asociar superaron los
rendimientos de masa seca (MS) de las gramineas
asociadas a L. leucocephala co-inoculada, y estas,
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a su vez, siguieron siendo superiores a las asociadas
con leucaena no inoculada (Figura 2).

Solo en B. gracilis y B. curtipendula se observaron
diferencias (P<0.05) debidas a tratamientos en cuanto
al acumulado de biomasa seca en los cuatro cortes, no
asi en el caso de S. macrostachya (Figura 3). Cuando
cada una de las especies de gramineas se asocidé con
L. leucocephala, los tratamientos de co-inoculacion
produjeron una mayor cantidad de biomasa aérea que
aquellos sin inoculacion. A su vez, las gramineas que no
se asociaron con L. leucocephala tuvieron una tendencia
a producir mayor biomasa que las gramineas asociadas
con y sin inoculacion, aunque solo en B. gracilis se
detect6 diferencia significativa (P<0.05) (Figure 3).
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Figura 2. Efecto de la co-inoculacion de L. leucocephala con C. claroideum y con el aislado de rizobio (R3) en la produccion de
biomasa aérea (MS PA) en cada corte de B. gracilis (Bg), B. curtipendula (Bc) y S. macrostachya (Sm). Donde: C1, C2, C3 y C4
representan cada corte. NI (no inoculado), I (inoculado), L. leucocephala (LI). EE = error estandar; n = 4. ®® Los valores con letras
diferentes dentro de cada corte indican diferencias (P < 0.05) entre tratamientos, segun la prueba de Duncan.
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Figura 3. Efecto de la asociacion con L. leucocephala y su co-inoculacion con C. claroideum y el aislado de rizobio R3 sobre la
produccion de biomasa aérea de gramineas (MS, g/maceta) acumulada en los cuatro cortes. Donde: B. gracilis (Bg), B. curtipendula
(Be), S. macrostachya (Sm), L. leucocephala (L1). MS PA (Masa seca de la parte aérea de los pastos). NI (no inoculado), I (inoculado).
Las barras (F) superpuestas representan el error estandar de las medias de tratamiento; n = 4. ® Los valores con letras diferentes

en cada corte difieren (P < 0.05) segtn la prueba de Duncan.
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Biomasa radicular

Los promedios de biomasa de las raices de las gramineas
yde L. leucocephala no mostraron diferencias (P>0.05)
debidas a tratamientos (Figuras 4A y 4B). Por otro
lado, se observo que la masa seca de las raices de
L. leucocephala asociada a S. macrostachya alcanzé
valores muy superiores con respecto a la leucaena
asociada a las otras gramineas, es decir una diferencia
de entre 64 % y 68% respecto al asocio con B. gracilis
y 70% a 72% respecto al asocio con B. curtipendula.
En correspondencia con lo anterior, la Figura 4B
muestra que la biomasa de raices (g MS/maceta) de
S. macrostachya fue menor a la de B. curtipendula y
B. gracilis, en ese orden.

No se detecté diferencias en la biomasa total de
las raices (gramineas + L. leucocephala) debidas a los
tratamientos cuando las gramineas asociadas fueron
B. gracilis y B. curtipendula. En contraste, la asociacion
de S. macrostachya con L. leucocephala co-inoculada o
sin inocular promovié hasta tres veces mas produccion
de biomasa de raices de cuando se consideraron ambas
especies (Figura 4C).

G. Crespo-Flores, H. M. Ramirez-Tobias, M. R. Vallejo-Pérez, H. Méndez-Cortés y P. J. Gonzalez-Cariizares

Variables fungicas y de nodulacion

Los tratamientos estudiados generaron efectos
significativos (P<0.001) sobre las variables que
caracterizan las estructuras micorrizicas asociadas a la
rizosfera de las especies de gramineas y L. leucocephala.
Elmayornimero de esporas se present6 en los tratamientos
co-inoculados en cada asociacion de gramineas con
L. leucocephala. También se encontraron esporas en
el tratamiento de la asociacion con L. leucocephala
sin inocular, asi como en las gramineas no asociadas,
obteniendo un mayor nimero en las asociaciones
leguminosa-gramineas que en las gramineas solas
(Figura 5A). Los indicadores de colonizacion micorrizica
y densidad visual se comportaron de manera similar
al numero de esporas, donde los mayores porcentajes
se alcanzaron en los tratamientos de asociacion co-
inoculada, seguidos de las asociaciones sin inocular y las
gramineas solas (Figura 5B y 5C).

El nimero de nodulos en las raices de las plantas
de L. leucocephala fue mayor (P<0.05) en las plantas
co-inoculadas respecto a las no inoculadas, cuando
se asociaron con B. gracilis 'y S. macrostachya
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Figura 4. Efecto de la asociacion con L. leucocephala y su co-inoculacion con C. claroideum y el aislado de rizobio R3 sobre la
produccion total de biomasaradical (MS R, g/maceta) en L. leucocephala (A), en las gramineas (B) y en gramineas + L. leucocephala
(C). Donde: B. gracilis (Bg), B. curtipendula (Bc), S. macrostachya (Sm), L. leucocephala (L1). NI (no inoculado), I (inoculado).
Las barras (F) superpuestas representan el error estandar de las medias de tratamiento; n = 4. ®® Los valores con letras diferentes
en cada corte difieren (P < 0.05) segtin la prueba de Duncan.
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(Figura 6A); en cambio, las plantas de L. leucocephala
co-inoculadas asociadas con B. curtipendula no
aumentaron significativamente el nimero de nddulos
en comparacion con las plantas sin inocular. Por otro
lado, la efectividad de los nddulos no mostr6 diferencias
(P>0.05) debidas a la inoculacién, en el caso de los
asocios con las tres especies de gramineas evaluadas
(Figura 6A y 6B).
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Gramineas en asocio con L. lecucoephala co-inoculada

Concentracion de pigmentos fotosintéticos en las
gramineas

La concentracion de pigmentos fotosintéticos en las
hojas de las gramineas mostr6 diferencias (P<0.05) entre
tratamientos en al menos dos de las especies de gramineas.
Laclorofilab fuemas abundante cuando se asocio B. gracilis
con L. leucocephala co-inoculada en comparacion con el
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Figura 5. Efecto de la asociacion con L. leucocephala y su co-inoculacion con C. claroideum y el aislado R3 sobre el contenido
de esporas de HMA (A) y los porcentajes de colonizacion (B) y densidad visual (C) en la rizosfera y raices de cada especie de
graminea. Donde: B. gracilis (Bg), B. curtipendula (Bc), S. macrostachya (Sm) y L. leucocephala (L1). NI (no inoculada), I
(inoculada). Las barras (F) superpuestas representan el error estandar de las medias de tratamiento; n = 4. **¢ Los valores con letras
diferentes en cada corte difieren (P < 0.05) segun la prueba de Duncan.
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tratamiento de asociacion sin inocular y solo pastos; sin
embargo, eso no resultd en diferencias para clorofilas totales
(clorofila a + clorofila b) ni carotenoides totales (Figura
7). Al asociar S. macrostachya con L. leucocephala, las
plantas de la graminea presentaron mayor concentracion
de clorofilas a y b en sus hojas en comparacion con las que
no se asociaron con la leguminosa, independientemente
de la presencia o no de co-inoculacion. En cambio, en el
asocio con B. curtipendula, los tratamientos de inoculacion
o co-inoculacion de L. leucocephala no afectaron (P>0.05)
las concentraciones de pigmentos fotosintéticos en la
graminea (Figura 7).
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Evaluacion del crecimiento de las gramineas

La inoculacion de L. leucocephala con rizobio y HMA
favorecio6 el crecimiento de las tres especies de gramineas
procedentes de climas semiaridos, respecto al tratamiento
con la leguminosa sin inocular (Figuras 1 y 2). Crespo-
Flores (2016) obtuvo resultados similares en un ambiente
calido-htimedo, trabajando con Brachiaria decumbens
asociada a Stylosanthes guianensis co-inoculado con dos
aislamientos de rizobio y el hongo Funneliformis mosseae.
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Figura 7. Efecto de la co-inoculacion con C. claroideum y el aislado R3 en L. leucocephala (L1) sobre la concentracion de
pigmentos fotosintéticos (Clorofila a, clorofila b, clorofilas y carotenoides totales) en B. gracilis (Bg), B. curtipendula (Bc) y S.
macrosthachya (Sm). Donde: NI (no inoculado), I (inoculado). Las barras (F) superpuestas representan el error estandar de las
medias de tratamiento; n = 4. * Los valores con letras diferentes en cada corte difieren (P < 0.05) segtn la prueba de Duncan.
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Otros trabajos demuestran el beneficio que reciben
algunas plantas al crecer junto a otras que han sido
micorrizadas (Tajini et al. 2012). Al explorar el sustrato
en busca de nutrientes, las hifas de la cepa del hongo
C. claroideum pueden haber colonizado las raices de
las gramineas y establecido una relacion simbidtica con
estas, y de esa manera contribuido a mejorar su nutricion
y absorcion de agua. Asi, es probable que esta mejora en
la nutricion trajera consigo un aumento en el crecimiento
de las gramineas asociadas.

Las gramineas no asociadas produjeron un niimero
de tallos y cantidad de biomasa similar a las gramineas
asociadas a L. leucocephala co-inoculada, e incluso, en
el ultimo corte, produjeron mayor cantidad de biomasa
en B. gracilis y B. curtipendula. Este resultado contrasta
con lo obtenido en otros estudios, donde se observo una
mejora en el crecimiento de las gramineas cuando se
asociaban con otras leguminosas (Bolivar et al. 1999).
En el caso de este trabajo, la diferencia podria deberse
al tamafio reducido de las bolsas (35.0 x 35.0 cm), por
el cual las gramineas asociadas con L. leucocephala
estuvieron sometidas a una mayor competencia por
espacio y recursos (nutrientes, agua e incluso luz), con
respecto a las gramineas solas.

En los tratamientos de asociacion se tuvo
cuatro plantas por bolsa, tres de graminea y una de
L. leucocephala, a diferencia de solo tres plantas de
gramineas en los tratamientos sin asociacion. Esto pudo
haber representado una ventaja para el tratamiento de
gramineas no asociadas versus las asociadas, en cuanto
a la disponibilidad de recursos en el mismo volumen de
sustrato, y estos tendieron a volverse mas limitante a
medida aumentaba el volumen de las raices (Figura 4).
Ademas, en las gramineas asociadas, la competencia por
luz de estas con L. leucocephala debe haber sido también
cada vez mayor hasta el momento en que las gramineas
alcanzaron un tamafo similar a la leguminosa; pero, la
co-inoculacion aplicada a L. leucocephala posiblemente
les permitido a las gramineas reducir las desventajas
provocadas por la competencia, con respecto a las
gramineas que crecieron solas.

Los resultados indican que la co-inoculacion de
L. leucocephala con HMA vy el aislado de rizobio
estimuldé la produccion de biomasa en las tres
especies de gramineas (B. gracilis, B. curtipendula
y S. macrosthachya) cultivadas en asociacion. Esto
demuestra que las gramineas se vieron favorecidas
por la colonizacion de la cepa de C. clarouideum,
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inoculada en L. leucocephala, lo cual se relaciona con
los mayores porcentajes de colonizacion y densidad
visual encontrados en sus raices con respecto a los
tratamientos sin inocular (Figuras 5B y 5C). Por otra
parte, si bien se detecto diferencias en la efectividad de
los nodulos en los tratamientos de inoculacion respecto
a los no inoculados, es posible que el nitrégeno que pudo
estar presente en el sustrato haya sido transferido con
mayor eficiencia a las raices de los pastos gracias a la
cepa de HMA inoculada. En este sentido, existen varios
reportes sobre la contribucion de la fijacion biologica
de nitrogeno (FBN) a la nutricion nitrogenada de las
especies acompanantes (Lopez-Alcocer et al. 2020;
Zufiga-Estrada et al. 2022), y el efecto sinérgico entre
los HMA y los microorganismos que ejercen FBN
(Harris et al. 2019; Delgado-Alvarez et al. 2023).

Variables fungicas y de nodulacion

En este estudio se comprobdé que la presencia de
C. claroideum aumentd los niveles de ocupacion (%
colonizacion y % de densidad visual) en las raices de las
plantas y el nimero de esporas en su rizosfera (Figura 5).
Esto demostro que, bajo las condiciones de este estudio, la
cepa inoculada fue mas efectiva para colonizar las raices
de las plantas con respecto a las que estaban presentes
en el sustrato. Por otra parte, la presencia de una cepa
seleccionada de rizobio también puede haber favorecido la
efectividad de la micorrizacion, teniendo en cuenta que la
interaccion entre ambos microorganismos en simbiosis con
la planta aporta recursos que favorecen su funcionamiento.
Esto corrobora lo encontrado en otros estudios que indican
que la inoculacion simple o combinada de cepas efectivas
de HMA vy rizobios incrementa las estructuras del hongo
en las raices y rizosfera de las plantas, tanto en las
inoculadas (Tamayo-Aguilar et al. 2021) como las
asociadas (Tajini y Drevon 2012).

En este sentido, la introducciéon de especies
seleccionadas de HMA es una opcion a considerar,
especialmente en los casos en que los HMA residentes
no produzcan los beneficios deseados, debido a su
baja efectividad (Oliveira et al. 2014; Gonzalez et al.
2016). Asimismo, en el caso de las leguminosas, se
recomienda la inoculacion combinada de cepas de
HMA Yy rizobios, por la potenciacion de los efectos
que se producen en esta interaccion tripartita, lo que
repercute favorablemente en el rendimiento de la
leguminosa (Martin et al. 2015).
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El nimero de nodulos en raices de L. leucocephala
fue influenciado por la co-inoculacion, sin embargo, no
se observo diferencias entre tratamientos en el porcentaje
de nodulos efectivos (Figura 6). Aparentemente, la
presencia del aislado R3 en este experimento no tuvo el
mismo ¢éxito logrado en un experimento anterior, en el
que se comprobo la efectividad de la inoculacion simple
y combinada de tres aislados de rizobio y dos cepas de
HMA en L. leucocephala (Crespo-Flores et al. 2022).
Esta situacion pudo haber sido producto de la incidencia
de algun otro factor, como el hecho que si bien la leucaena
fue trasplantada y coinoculada en idénticas condiciones
de sustrato y con la misma altura de las plantas que en
el experimento antes citado (Crespo-Flores et al. 2022),
en este ensayo el trasplante se realizdo muy cerca de las
gramineas que ya tenian 30 dias de plantadas.

Por otro lado, el mayor nimero de nodulos
encontrados en los tratamientos co-inoculados puede
deberse a que la cepa de HMA introducida también
favorecio la simbiosis de L. leucocephala con los
rizobios residentes en el sustrato, aunque los nodulos
producidos por estos no mostraron un alto porcentaje
de efectividad. Esto confirma lo planteado por varios
autores (Rabie et al. 2005; Toro et al. 2008; Lara et al.
2019) sobre la interaccion tripartita rizobio-leguminosa-
HMA, en la que se favorece el desarrollo de cada
organismo de forma individual y en su conjunto. Cabe
anotar que algunos autores consideran que, si el mayor
numero de nddulos presentes en las raices proviene de la
colonizacion de la poblacion aloctona del suelo, la tasa de
fijacion de N2 y el nimero de noddulos efectivos vendran
determinados por la efectividad de dicha poblacion, la
cual es generalmente baja (Lodeiro 2015).

Concentracion de pigmentos fotosintéticos en los pastos

En el presente estudio se observo que las concentraciones
de clorofila a y b en S. macrostachya estuvieron
afectadas por los tratamientos. Aunque en las gramineas
asociadas con L. leucocephala co-inoculada hubo
cierta tendencia a presentar mayores contenidos de
estas clorofilas, la diferencia no fue significativa
(P<0.05) con respecto a las gramineas asociadas con L.
leucocephala no inoculada. Sin embargo, la influencia
de L. leucocephala se reflejo en las gramineas asociadas
con respecto a las que crecieron solas (Figura 7C). Esto
ultimo fue mas evidente en de S. macrostachya asociada
con L. leucocephala, lo que sugiere que esta leguminosa

fue mas efectiva en su simbiosis con rizobios cuando
estuvo asociada a esa graminea (Figura 6).

Otros estudios han reportado que la inoculacion
con HMA aumenta la concentracion de pigmentos
fotosintéticos en las hojas de algunas especies
(Manjarrez-Martinez et al. 2005; Chiquito-Contreras
et al. 2018). Sin embargo, en algunos cultivos como los
pastos, la concentracion de pigmentos fotosintéticos
también puede variar segun la edad del cultivo y de
sus rebrotes, siendo insuficiente la influencia de la
inoculacidn en algunas etapas (Diaz y Garza 2006).

Los resultados el presente estudio parecen indicar que
la influencia de L. leucocephala sobre las concentraciones
de clorofilas a y b en las gramineas asociadas podria estar
relacionada con la existencia de nitrogeno fijado en la
leguminosa, lo que favorece en cierta medida el aporte de
nitrogeno a las plantas asociadas, en este caso las gramineas,
ya sea por la proximidad de sus raices o por su conexion a
través de las hifas de los HMA (Tajini et al. 2012).

Lo anterior parece apoyar lo planteado por
Casierra-Posada et al. (2012), quienes consideran que
uno de los indicadores de la capacidad fotosintética de
las plantas es la cantidad de clorofila en las hojas, lo
cual incide en la eficiencia del proceso fotosintético.
Por otro lado, Demotes et al. (2008) y Sanchez et al.
(2018) sugieren que el contenido de clorofila también
puede indicar el estado nutricional de la planta en
términos de nitrogeno, el cual es un elemento crucial
en la sintesis de proteinas fotosintéticas.

Se recomienda validar los resultados del presente
estudio en experimentos de campo, para asi obtener una
mejor comprension de las interacciones que ocurren entre
especies de gramineas, leguminosas y microorganismos
rizosféricos en un ambiente natural; ya que en este
estudio hubo un buen control de varios factores bidticos
y abioticos, gracias a que las plantas se manejaron en
bolsas, bajo condiciones de invernadero.

Conclusiones

La co-inoculacion de L. leucocephala  con
C. claroideum y el aislado local de rizobio (R3)
promueve el desarrollo de estructuras micorrizicas y
un mayor nimero de nédulos en L. leucocephala, lo
cual a su vez favorece el crecimiento de las gramineas
B. gracilis, B. curtipendula 'y S. macrostachya,
asociadas con ella. La co-inoculacion con estas cepas,
permite que B. gracilis y B. curtipendula asociadas a
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L. leucocephala reduzcan las desventajas provocadas
por la competencia con respecto a las gramineas
cultivadas solas. El crecimiento conjunto de gramineas
y leguminosas promueve la produccion de pigmentos
fotosintéticos en las gramineas, lo cual fue mas evidente
en el asocio de S. macrostachya 'y L. leucocephala.
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