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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la inoculación simple y combinada de tres aislados locales de rizobio (R1, 
R2 y R3) y dos especies de hongos micorrízicos arbusculares (Glomus cubense -HMA1- y Claroideoglomus claroideum 
-HMA2-) en la colonización micorrízica, la nodulación, el crecimiento y la producción de biomasa de Leucaena leucocephala, 
en sustrato con pH cercano a la neutralidad y bajo condiciones de invernadero. Se evaluaron 13 tratamientos en un diseño 
completamente aleatorizado con cinco repeticiones. La inoculación y co-inoculación promovió mayor crecimiento vegetal 
con respecto al testigo sin inocular y al tratamiento solamente fertilizado. Dentro de los tratamientos de inoculación y 
co-inoculación, sobresalió un aislado de rizobio (R2) por producir la mayor altura de planta y producción de foliolos, en 
tanto, las combinaciones R3+HMA1 y R3+HMA2 promovieron la mayor altura de plantas, también promovieron mayor 
biomasa junto a R1+HMA1. Además, la combinación R3+HMA2 destacó por presentar elevado número de esporas de 
HMA, frecuencia e intensidad de colonización micorrízica y actividad de los nódulos. Se concluye que la inoculación con 
aislados locales de rizobio y su combinación con HMA favorece el desarrollo de estructuras micorrízicas, la nodulación, 
el crecimiento y la producción de biomasa de L. leucocephala crecida en sustrato con pH neutro. Se identificó al aislado 
R2 y la combinación R3+HMA2 como inoculantes efectivos para aumentar el crecimiento vegetal.

Palabras clave: Fijación biológica de nitrógeno, HMA, leguminosas forrajeras, rhizobium.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of the simple and combined inoculation with three local rhizobia 
isolates (R1, R2 and R3) and two species of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus cubense -AMF1- and Claroideoglomus 
claroideum -AMF2-) on mycorrhizal colonization, nodulation, growth and biomass production of Leucaena leucocephala 
in a substrate with a close to neutral pH under greenhouse conditions. Thirteen treatments were evaluated in a completely 
randomized design with five replications. The inoculation and co-inoculation promoted greater plant growth with respect 
to the control without inoculation and to the fertilization treatment. Within the inoculation and co-inoculation treatments, 
one rhizobium isolate (R2) stood out for producing the highest plant height and leaflet production, while the R3 + AMF1 
and R3 + AMF2 combinations promoted the highest plant height, and also promoted higher biomass together with R1 + 
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AMF1. In addition, the R3 + AMF2 combination stood out for presenting a high number of AMF spores, frequency and 
intensity by AMF colonization, and nodule activity. It is concluded that inoculation with local rhizobia isolates and their 
combination with AMF favors the development of mycorrhizal structures, nodulation, growth and biomass production 
of L. leucocephala grown in a substrate with neutral pH. Isolate R2 and the combination R3 + AMF2 were identified as 
effective inoculants to increase plant growth.

Keywords: AMF, biological nitrogen fixation, forage legumes, Rhizobium.

Introducción

Las leguminosas forrajeras poseen características 
agronómicas y nutricionales que las posicionan como 
una excelente opción para la alimentación animal. La 
incorporación de esta familia de plantas en el sistema 
ganadero puede contribuir a mejorar la calidad de la 
dieta de los animales, si se maneja de manera integral 
(Ruíz et al. 2006). Las leguminosas, además, mejoran 
la estructura y la fertilidad del suelo mediante la fijación 
biológica del nitrógeno, a través de su simbiosis con 
bacterias conocidas como rizobios (Bianco y Cenzano 
2018; Almaraz-Suárez y Ferrera-Cerrato 2007) las cuales 
se reproducen en estructuras especializadas denominadas 
nódulos (Hernández et al. 2015). La asimilación del 
nitrógeno atmosférico lograda con la simbiosis, promueve 
entonces la nutrición nitrogenada de las plantas.

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit., es una 
leguminosa sobresaliente en zonas tropicales por 
sus altos contenidos de proteína en el follaje y frutos 
(Martínez et al. 2016); su rendimiento de biomasa 
elevado, y la rapidez de su establecimento, en 
comparación con otras leguminosas arbustivas, sobre 
todo en condiciones favorables (Ruíz y Febles 1987). Por 
el valor de esta especie, algunos productores tratan de 
introducirla en otros ecosistemas donde, en ocasiones, 
las condiciones no son idóneas para su desarrollo. En 
este sentido, la inoculación con bioproductos a base de 
rizobios y hongos micorrízicos arbusculares (HMA) 
puede ayudar al establecimiento de L. leucocephala, 
aún en condiciones menos favorables, debido a las 
bondades que estos microorganismos les confieren a 
las plantas.

Por otro lado, los HMA incrementan la adquisición de 
nutrientes y agua por las plantas mediante estructuras que 
se desarrollan en la rizosfera, producto de la colonización 
de las raíces por este hongo (Leigh et al. 2009). Está 
comprobado que la simbiosis tripartita rizobio-planta-
HMA, conjuntamente con otros microorganismos de la 
rizosfera, contribuyen a mejorar su estado nutricional y 
rendimientos, además de conservar la fertilidad de los 
suelos (Toro et al. 2008).

Aunque se ha comprobado el beneficio experimentado 
por plántulas de L. leucocephala con la inoculación con 
HMA y rizobios (Rey et al. 2005), la efectividad de la 
simbiosis dependerá, en cierta medida, de la infectividad 
de las cepas (Tapia et al. 2010) y de las condiciones del 
suelo donde se pretende su establecimiento (Gryndler et 
al. 2009). Los estudios realizados sobre inoculaciones 
con HMA se han enfocado en ecosistemas caracterizados 
por climas cálidos y lluviosos, y en suelos con valores de 
pH ácidos o con valores tendientes a la acidez. Por ello, 
resulta necesario estudiar los efectos de la inoculación 
en suelos con otras características como aquellos con pH 
cercano a la neutralidad.

A través de algunos estudios, se ha podido comprobar 
que ciertas especies de HMA presentan afinidad por uno 
u otro tipo de suelo, más que entre hospedero y simbionte 
(González et al. 2016). Tal es el caso de la especie Glomus 
cubense, que suele ser más efectiva en suelos de mediana 
a alta fertilidad, en contraste con Funneliformis mosseae 
que se comporta con mayor efectividad en suelos de baja 
fertilidad, con tendencia a la acidez (Rivera y Fernández 
2003).

En el caso de los rizobios se conoce de la especificidad 
existente entre la especie bacteriana y la planta hospedera, 
aunque algunas especies de plantas se consideran 
promiscuas por mostrar alta compatibilidad con una gran 
variedad de especies de estas bacterias. Pero también, el 
suelo puede ser determinante para el buen funcionamiento 
de esta simbiosis debido a que existen ciertos factores 
que la inhiben, como la salinidad, el pH, la deficiencia o 
toxicidad de ciertos elementos químicos (P, Ca, Mo y Al), 
la presencia de nitrógeno combinado (NO3

-) y el exceso o 
déficit de agua, etc. (De Souza et al. 2003).

En este sentido, es importante continuar las 
investigaciones relacionadas con el comportamiento 
de la efectividad de cepas y especies de HMA y 
rizobios, de manera aislada y conjunta, en distintas 
condiciones edáficas y especies de plantas. En el caso 
de este estudio se evaluaron inoculantes a base de 
estos microorganismos que funcionen eficientemente 
en condiciones con características que han sido poco 
estudiadas, como son el pH neutro y el clima semiárido. 
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La información generada de dichos estudios contribuirá 
a garantizar que el manejo de estos microorganismos sea 
efectivo en función de la productividad de las plantas en 
distintas condiciones.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realizó este 
trabajo para evaluar el efecto de la inoculación simple 
y combinada de cepas de HMA y aislados locales de 
rizobio, en el comportamiento de variables micorrízicas, 
y su efecto sobre la nodulación y el crecimiento de 
L. leucocephala.

Materiales y Métodos

Condiciones del experimento. El experimento se 
realizó bajo invernadero en la Facultad de Agronomía 
y Veterinaria de la Universidad Autónoma de San Luis 
Potosí (UASLP), San Luis Potosí, México. El sustrato 
utilizado fue una mezcla de suelo y arena de río en una 
proporción 1:1. El suelo utilizado provenía de un área 
experimental de la UASLP, y la arena fue extraída del 
cauce de un río. Se agregó 1 kg de sustrato a cada bolsa 
para vivero cuyas dimensiones fueron 20.0 x 12.5 cm de 
altura y ancho respectivamente. El sustrato preparado 
presentó 35; 66.3; 3,300 y 540 mg/kg de P, K, Ca y Mg 
respectivamente y 34.5 mg/kg (0.7 % de las bases) de Na, 
1.92 % de materia orgánica (MO), así como un pH= 6.9. 
Los métodos utilizados para determinar estos valores 
fueron los siguientes: pH (H2O) por potenciómetro (1:2.5, 
relación suelo:agua) (NC ISO 10390 1999), materia 
orgánica por el método de Walkley y Black (NC 51 1999), 
fósforo (P) asimilable por el método de extracción con 
H2SO4 0.05 mol/L, Ca y Mg por complejometría y Na y K 
por fotometría de llama (NC 52 1999). Según los valores 
del análisis químico, el sustrato presentó concentraciones 
bajas de K y MO, altos valores de P asimilable, Ca y 
Mg, un porcentaje de Na aceptable y pH cercano a la 
neutralidad (Agrolab 2005). El sustrato presentó en 
promedio 140 esporas/50g, lo cual fue determinado 
mediante la extracción de las esporas en muestras de 50g 
de sustrato con la técnica de lavado y decantado húmedo 
(Gerdemann y Nicholson 1963, modificado por Herrera et 
al. 1995); su cuantificación se realizó con un microscopio 
estereoscópico (BX43, OLYMPUS) sobre una placa 
de conteo con círculos concéntricos. La población de 
rizobacterias semejantes a rizobios presentes en el suelo 
se determinó mediante la metodología de recuento en 
placa por plaqueo (Hoben y Somasegaran, 1982), a partir 
de diluciones seriadas 1:10 de la solución del sustrato 
agregando 100 µl de cada dilución a la placa en el medio 
de cultivo. El medio de cultivo utilizado fue Levadura 

Manitol Agar (LMA) con Rojo Congo a un pH= 6.8 y a 
una temperatura de incubación de 28 °C, durante 4 días. 
Las colonias con características culturales semejantes a 
los rizobios, que no absorbieron el colorante Rojo Congo, 
se cuantificaron con un microscopio estereoscópico. El 
número de células bacterianas cuantificadas fue de 102 
UFC/g de sustrato.
Diseño experimental. El experimento contó con 13 
tratamientos, que consistieron en la inoculación de dos 
cepas de HMA (HMA1 y HMA2) y tres aislados de 
rizobios (R1, R2 y R3) inoculados de manera individual 
y en combinaciones, más un testigo sin inocular y un 
tratamiento de fertilización como referencia. Los 
tratamientos resultantes fueron: Testigo sin inocular; 
tratamientos de inoculación simple (HMA1, HMA2, 
R1, R2, R3); tratamientos de inoculación combinada 
o coinoculación (HMA1+R1, HMA1+R2, HMA1+R3, 
HMA2+R1, HMA2+R2, HMA2+R3); testigo sin 
inocular con fertilización (Fert). Los tratamientos se 
distribuyeron en un diseño completamente aleatorizado 
con cinco repeticiones.
Inoculantes empleados. El inóculo HMA1 [IMCAM 
4 Glomus cubense (Y. Rodr. & Dalpé)] procede de 
la colección de hongos micorrízicos arbusculares del 
Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas (INCA) en San 
José de las Lajas, Mayabeque, Cuba. El inóculo HMA2 
[Claroideoglomus claroideum (N.C. Schenck & G.S. Sm) 
C. Walker & A. Schüssler] fue aislado de una parcela en 
la zona agrícola de producción de cacahuate, en Ciudad 
Fernández, SLP, México (22°00'47.36"N 100°21'14.66"W), 
de un suelo arenoso con bajo contenido de arcilla. Ambos 
inóculos se prepararon a partir de esporas extraídas de 
inóculos previamente multiplicados en sustrato arcilloso 
esterilizado y Sorghum vulgare como planta hospedera. 
El cultivo de rizobios fue preparado en el medio LMA 
líquido a 28 °C y en condiciones de agitación, durante 24–
30 horas (Vincent 1970), a partir de cepas que se aislaron 
de plantas de Vachellia schaffneri (R1 y R2) y Leucaena 
leucocephala (R3). Las muestras de raíces de estas plantas 
fueron recolectadas en su hábitat natural ubicados en sitios 
cercanos a la carretera Venustiano Carranza-Pajacuaran, 
Michoacán (20º07ˈ09.8ˈ̎N 102º36 5̍2.5ˈ̎W) y en la 
localidad Tocoy en el municipio San Antonio, San Luis 
Potosí (21º38 1̍9.0ˈ̎N 98º52 1̍5.0ˈ̎W), respectivamente.
Propagación de las plantas. Las semillas de 
L. leucocephala fueron sometidas a escarificación para 
facilitar su germinación, que consistió en sumergirlas en 
agua a 80 °C durante dos minutos, seguidamente fueron 
sumergidas en una solución de hipoclorito de sodio al 5% 
durante tres minutos, luego se pusieron a germinar en 
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bandejas de 200 cavidades con peat moss como sustrato. 
Cuando las plántulas alcanzaron entre 5–6 cm de altura, 
se trasplantaron a las bolsas que contenían la mezcla 
de suelo y arena y se inocularon. En el tratamiento de 
fertilización se aplicó a cada bolsa 0.125 g de fertilizante 
17-17-17 soluble en agua (Vigoro Excelso) cada 15 días, 
a partir de los 21 días después del trasplante.
Aplicación de los inoculantes. Las especies de HMA se 
inocularon aplicando 0.5 ml de solución Ringer (NaCl 7.5 
g, KCl 0.75 g, CaCl2 0.1 g y NaHCO3 0.1 g en 1 L de H2O) 
que contenía 60 esporas de cada especie, directamente 
alrededor de las raíces de las plántulas. En el caso de los 
rizobios (R1, R2 y R3), 1 ml del inóculo se aplicó en el 
sustrato, en una región muy próxima a la corona radical. 
Cada ml de inóculo contenía 108 UFC. El número de UFC 
del inóculo se determinó mediante la técnica de goteo en 
placa (Herigstad et al. 2001; Hoben y Somasegaran 1982).
Evaluación de las variables de crecimiento. El 
crecimiento de las plantas se evaluó a partir de la altura 
de planta (cm), el diámetro de tallo (mm) y el número 
de foliolos por cada planta. La altura se midió desde la 
superficie del sustrato hasta la yema terminal empleando 
una regla graduada de 40 cm de longitud y 1 mm de 
precisión. El diámetro del tallo se midió con un pie 
de rey digital a 1 cm de altura a partir de la superficie 
del sustrato. Las mediciones de altura y diámetro del 
tallo se realizaron a los 180 días después del trasplante 
(ddt), el número de foliolos a los 120 ddt. Al final del 
experimento, se procedió a separar la raíz de la parte 
aérea de cada planta. Seguidamente se colocaron las 
muestras en la estufa a 65 °C durante aproximadamente 
72 horas hasta alcanzar valores de masa constante. El 
peso de masa seca (MS) se registró en una balanza 
Precisa LS320M SCS.
Evaluación de la nodulación. El número de nódulos 
totales y su actividad se evaluaron según lo indicado 
en FAO (1985). Para esto, las raíces fueron extraídas 
de la bolsa separándolas del sustrato y lavadas 
cuidadosamente con agua corriente. Una vez limpias, se 
realizó un conteo de los nódulos totales y su efectividad 
se determinó observando la coloración interna mediante 
un corte transversal del nódulo; aquellos que presentaron 
coloración roja a rosada se consideraron como nódulos 
activos por evidenciar presencia de leghemoglobina, 
mientras que los de color blanco se les consideró como 
nódulo no activo.
Evaluación de las variables fúngicas. La colonización 
micorrízica se determinó en raíces previamente lavadas 
con agua corriente y después fueron secadas al aire. Se 

pesaron aproximadamente 200 mg de raicillas que fueron 
secadas a 70 °C, y se tiñeron según la metodología descrita 
por Phillips y Hayman en 1970. Se evaluó la frecuencia 
de colonización micorrízica, que expresa el grado de 
ocupación de las raicillas por los HMA, mediante el 
método de los interceptos (Giovannetti y Mosse 1980) y 
la densidad visual o intensidad de la colonización, según 
Trouvelot et al. (1986). La cuantificación del número de 
esporas (esporas/50g de sustrato) se realizó a partir de 
muestras de 50 g de sustrato de las macetas, extrayendo 
dichas estructuras mediante el tamizado y decantado por 
vía húmeda y su observación en microscopio (Gerdemann 
y Nicholson 1963, modificado por Herrera et al. 1995).
Análisis estadístico. Los datos se evaluaron mediante 
el análisis de varianza de clasificación simple y se 
utilizaron cinco repeticiones. Para establecer las 
diferencias entre las medias se empleó la prueba de 
comparación múltiple de medias de Duncan en los casos 
en que hubo efecto significativo de los tratamientos. 
Para el cumplimiento de los supuestos de normalidad, 
los datos correspondientes a las variables número de 
foliolos por planta, número de esporas/50g y porciento de 
nódulos efectivos se transformaron mediante el Sistema 
de Familias de Distribuciones de Johnson (3.11554 + 
1.45266 * Asenh ((X – 76.2046) / 2.66838); (-0.595988 
+ 0.933598 * Asenh ((X - 479.853) / 57.6200); (1.14219 + 
0.836499 * Asenh ((X - 95.1760) / 5.86159). Para el caso 
del número de nódulos por planta se utilizó la función 
√2(x) y la función arcsen √x/100 para los porcentajes 
de colonización. Se utilizó el programa estadístico IBM 
SPSS Statistics 25 para Windows (SPSS 2017).

Resultados

Efecto de la inoculación en las variables fúngicas y la 
nodulación

Las estructuras micorrízicas mostraron diferencia 
altamente significativa (P<0.001) entre los tratamientos. 
En todos los casos donde las plantas fueron inoculadas 
con las cepas de HMA, tanto solas como combinadas con 
rizobios, se produjeron más estructuras micorrízicas en 
comparación con el testigo sin inocular y el tratamiento 
fertilizado. A su vez, las combinaciones R2+HMA2 y 
R3+HMA2 superaron de manera significativa (p<0.001) 
al resto de los tratamientos con respecto a estas variables 
(Cuadro 1). Se observó una tendencia a mostrar mayores 
valores de frecuencia e intensidad de colonización para los 
tratamientos de inoculaciones combinadas, seguido por los 
HMA de manera aislada y por los rizobios sin combinar.
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Con excepción del fertilizado, todos los tratamientos 
presentaron un comportamiento similar en cuanto al 
número de nódulos, incluyendo al testigo sin inocular. 
En el testigo sin inocular, aunque en menor grado, hubo 
nodulación producida por los rizobios residentes del suelo 
empleado en el sustrato, tal nivel de nodulación sólo 
superada estadísticamente (p<0.001) por el aislado R2. 
Sin embargo, el porcentaje de nódulos activos (%) se vio 
favorecido por la inoculación de los aislados de rizobios, 
especialmente cuando se combinaron con los HMA, con 
93, 92 y 94% para R1+HMA1, R2+HMA2 y R3+HMA2, 
respectivamente (Cuadro 1).

Efecto de la inoculación sobre variables de crecimiento 

La inoculación favoreció el crecimiento de L. leucocephala, 
los tratamientos R2, R1+HMA1, R3+HMA1, R2+HMA2 
y R3+HMA2 fueron los que produjeron plantas más 
altas (P<0.05) que el testigo (Figura 1A). El aislado R2 
sobresalió por promover mayor diámetro del tallo en las 
plantas, y diferente con respecto al testigo (Figura 1B). 
Las plantas inoculadas, con HMA o con rizobios, o 
inoculadas con ambos simbiontes independientemente, 
tendieron a presentar las mayores valores de altura, 

número de foliolos y biomasa en la parte aérea.
El número de foliolos por planta en los tratamientos 

inoculados fue mayor (P < 0.05) que en el testigo 
sin inocular y que en el tratamiento fertilizado, con 
excepción de R1 y R1+HMA2. Las cepas de HMA 
inoculadas de manera simple y al combinarse con los 
aislados de rizobios, promovieron plantas con mayor 
número de foliolos que cuando se inoculó solamente 
con rizobios. La excepción a este comportamiento fue 
el aislado R2, el cual sobresalió por presentar la mayor 
cantidad de foliolos (P < 0.05) por encima del resto de los 
tratamientos. En contraste, la combinación R1+HMA2 
presentó valores inferiores al resto de los tratamientos 
inoculados (Figura 2).

La producción de biomasa aérea de las plantas 
también fue afectada por la inoculación de ambos 
microorganismos de manera significativa. Las plantas 
inoculadas con R1+HMA1, R2+HMA2 y R3+HMA2 
produjeron más (P<0.05) MS biomasa aérea que el 
testigo sin inocular y el fertilizado. La MS de la raíz se 
comportó de manera similar en todos los tratamientos 
incluyendo al testigo sin inocular, y todos superaron al 
tratamiento fertilizado, tanto en la parte aérea como en 
las raíces de las plantas (Figura 3).

Cuadro 1. Efecto de la inoculación con rizobios y con HMA, en las variables fúngicas y de la nodulación en L. leucocephala.
Tratamientos Estructuras micorrízicas Nodulación

Colonización (%) Densidad visual (%) Esporas/50 g Nódulos/planta Nódulos efectivos (%)
Testigo (26) 0.53f (0.77) 0.09de (430) -1.26i (16) 3.79b (52) -1.08e

HMA1 (37) 0.65d (1.46) 0.12b (587) 0.64bc (32) 5.24ab (72) -0.55de

HMA2 (34) 0.62de (1.22) 0.11bc (517) -0.09defg (34) 5.81ab (69) -0.69de

R1 (28) 0.56f (0.86) 0.09d (480) -0.60gh (28) 5.16ab (85) 0.15c

R2 (32) 0.61e (1.02) 0.10cd (487) -0.50fg (53) 7.08a (88) 0.33bc

R3 (31) 0.59e (0.98) 0.10cd (537) 0.21bcde (37) 5.75ab (90) 0.52abc

R1+HMA1 (52) 0.80b (1.52) 0.12b (574) 0.49bcd (30) 5.35ab (93) 0.83ab

R2+HMA1 (46) 0.74c (1.39) 0.12b (501) -0.28efg (41) 6.25ab (89) 0.41bc

R3+HMA1 (47) 0.75c (1.19) 0.11bc (530) 0.04cdefg (25) 4.55ab (87) 0.35bc

R1+HMA2 (46) 0.74c (1.46) 0.12b (540) 0.19bcdef (36) 5.72ab (82) -0.12cd

R2+HMA2 (54) 0.83b (2.44) 0.16a (602) 0.76b (36) 5.21ab (92) 0.97ab

R3+HMA2 (58) 0.87a (2.45) 0.16a (841) 1.76a (43)6.24ab (94) 1.08a

Fert (22) 0.48g (0.59) 0.08e (436) -1.19hi (0) 0c (0) -1.77f 

EE ± 0.004*** 0.001*** 0.060*** 0.237*** 0.11***
abcdefghiValores con letras no comunes en cada variable difieren significativamente para (P < 0.05) (Duncan 1955). Números entre 
paréntesis (Medias de los datos originales). Números sin paréntesis (Medias de los datos transformados). EE representa el error 
estándar. ***P < 0.001. R1, R2 y R3 (Aislados de rizobios). HMA1 (G. cubense) y HMA2 (C. claroideum). Fert (0.125 g de 
fertilizante 17-17-17 soluble en agua cada 15 días).
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Figura 1. Efecto de la inoculación con rizobios y con HMA, en la altura de la planta (A) y diámetro de tallo (B) de L. leucocephala 
a los 180 después del trasplante.
abcdef Valores con letras no comunes en cada variable difieren significativamente para (P < 0.05) (Duncan 1955). Las barras de error 
muestran el error estándar de las medias. R1, R2 y R3 (Aislados de rizobios). HMA1 (G. cubense) y HMA2 (C. claroideum). Fert 
(0.125 g de fertilizante 17-17-17 soluble en agua cada 15 días).
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Figura 2. Efecto de tratamientos de inoculación y co-inoculación, con rizobios y con HMA, en el número de foliolos de plantas de 
L. leucocephala cuantificados a los 120 días después del trasplante.
abcdef Valores con letras no comunes en cada variable difieren significativamente para (P < 0.05) (Duncan 1955). Las barras de error 
muestran el error estándar de las medias. R1, R2 y R3 (Aislados de rizobios). HMA1 (G. cubense) y HMA2 (C. claroideum). Fert 
(0.125 g de fertilizante 17-17-17 soluble en agua cada 15 días).
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Figura 3. Efecto de tratamientos de inoculación y co-inoculación, con rizobios y con HMA, en la producción de masa seca de la 
parte aérea (MS PA) y raíz (MS R) de L. leucocephala a los 180 ddt.
abc Valores con letras no comunes en cada variable difieren significativamente para (P < 0.05) (Duncan 1955). Las barras de error 
muestran el error estándar de las medias. MS PA (masa seca de la parte aérea). MS R (masa seca de la raíz). R1, R2 y R3 (Aislados 
de rizobios). HMA1 (G. cubense) y HMA2 (C. claroideum). Fert (0.125 g de fertilizante 17-17-17 soluble en agua cada 15 días).
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Discusión

En esta investigación se encontró que la inoculación y la 
coinoculación, tanto de rizobios como de HMA, solos o de 
manera combinada, favorece la generación de estructuras 
micorrízicas, la mayor colonización y también el mayor 
número de nódulos efectivos en L. leucocephala (Cuadro 
1) en sustratos con pH cercano a la neutralidad. Resultados 
similares han sido documentados por Aguirre et al. (2015) 
al encontrar en L. leucocephala mayor crecimiento vegetal 
con la inoculación conjunta de rizobios y HMA, y las 
ventajas de la coinoculación también han sido señaladas 
para otras especies como Pueraria phaseoloides (González 
et al. 2012) y Stylosanthes guianensis (Crespo-Flores 
et al. 2014), pero en todos los casos trabajando en suelos 
ácidos o ligeramente ácidos. Este es el primer estudio que 
demuestra ese efecto benéfico en sustratos con pH cercano 
a la neutralidad. La interacción entre los microorganismos y 
la leguminosa permite el establecimiento de una simbiosis 
tripartita (rizobio-leguminosa-HMA), como han señalado 
anteriormente varios autores (Rabie et al. 2005; Lara et 
al. 2019). La simbiosis tripartita favorece el desarrollo de 
cada organismo de manera individual y en conjunto, lo 
que representa oportunidades de mejor crecimiento de las 
plantas asociadas, y, en consecuencia, mayor productividad 
(Toro et al. 2008).

El beneficio de la interacción tripartita registrada 
entre la leguminosa, los rizobios y los HMA en 
esta investigación se explica porque cada uno de los 
simbiontes proporciona recursos que favorecen el 
funcionamiento de los otros. El proceso de fijación 
biológica del nitrógeno que realizan los rizobios requiere 
de gran cantidad de energía en forma de ATP (Adenosin 
trifosfato) para romper la molécula de N2 (Fernández-
Pascual et al. 2002). Los HMA facilitan la absorción de 
P mediante el aumento de la superficie de exploración 
más allá del alcance de las raíces (Rivera y Fernández 
2003; Rabie et al. 2005). Así, es probable que una mayor 
absorción de P favorecida por los HMA promueva el 
aprovisionamiento de ATP requerido por los rizobios. A 
su vez, la planta provee de recursos provenientes de la 
fotosíntesis a los simbiontes, quienes los aprovechan para 
su crecimiento. Adicionalmente los HMA contribuyen a 
facilitar la absorción de otros nutrientes que favorecen 
el crecimiento vegetal (Smith 2002). Por su parte, los 
rizobios se destacan por la aportación de nitrógeno a 
las plantas, como producto de la fijación biológica. La 
fijación del N ocurre en los nódulos, en donde el N 
atmosférico es transformado a amonio, forma química 
asimilable para las plantas. Una mayor absorción de 

nitrogeno favorece el crecimiento de las plantas, pues el 
N es el macronutriente requerido en mayor cantidad para 
el crecimiento vegetal (Wang et al. 2001).

El aumento en el crecimiento debido a la inoculación 
que se registró en esta investigación coincide con los 
encontrados por Quintana et al. (2014) y Rey et al. 
(2005), quienes al emplear la inoculación de estos 
microorganismos de manera aislada y combinada 
obtuvieron mayores valores en las variables de crecimiento 
y biomasa del cultivo con relación al testigo sin inocular, 
y las inoculaciones combinadas fueron más efectivas que 
las inoculaciones simples. Sin embargo, en el presente 
estudio, hubo también aislados que arrojaron valores 
superiores en dichas variables cuando se inocularon de 
manera individual, como el caso de R2 en el número de 
foliolos, la altura y el diámetro del tallo, lo que estuvo 
relacionado con la tendencia de este aislado a producir 
mayor número de nódulos (Cuadro 1). En este sentido, 
aunque por lo general, cuando se inoculan de manera 
combinada los rizobios y los HMA se refleja un mayor 
crecimiento en las plantas (Seguel 2014) que cuando se 
inoculan de manera aislada, la respuesta del hospedero 
va a depender de una combinación particular de cepas de 
ambos microorganismos (Castillo et al. 2008). Por otro 
lado, la efectividad de una cepa o aislado de rizobio va a 
depender mayormente de su especificidad con la especie 
vegetal (Wang et al. 2001). Lo anterior sugiere que R2 
presenta mayor compatibilidad con L. leucocephala, así 
como con los HMA provenientes del sustrato, respecto 
al resto de los aislados de rizobio inoculados. De igual 
manera, se puede apreciar en los resultados la sinergia 
mostrada en el aislado R3 y la cepa HMA2 (R3+HMA2), 
al destacarse por producir mayor altura y MS en las plantas, 
mayor colonización y efectividad de los nódulos. Cabe 
destacar que, independientemente del efecto observado 
en las plantas de L. leucocephala debido a la inoculación, 
hay que tener en cuenta la interacción del hospedero y 
simbiontes inoculados con los microorganismos presentes 
en el sustrato, el cual no fue esterilizado.

Aunque en todos los tratamientos coinoculados 
se manifestó la sinergia entre ambos simbiontes 
por sus resultados frente al testigo sin inocular, las 
combinaciones R1+HMA1, R3+HMA1, R2+HMA2 
y R3+HMA2 mostraron mayor efectividad en cuanto 
a la altura de las plantas (Figura 1) y R1+HMA1, 
R2+HMA2 y R3+HMA2 en la producción de MS de la 
parte aérea (Figura 3). El mayor crecimiento registrado 
en L. leucocephala coincidió con un incremento en la 
colonización micorrízica y en el número de nódulos 
efectivos (Cuadro 1).
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La compatibilidad entre HMA y rizobios encontrada 
en este estudio, se ha venido estudiando y demostrando 
desde hace algunos años por varios autores. Se plantea 
que la colonización de las raíces por los HMA puede 
afectar a las comunidades de bacterias asociadas a la 
rizosfera, de manera directa en lo que refiere al suministro 
de energía mediante compuestos ricos en carbono, que 
son transportados desde la planta hospedera hacia la 
micorrizosfera mediante las hifas del hongo (Bonfante 
y Anca 2009). Indirectamente, se relacionan con los 
efectos de los HMA en el crecimiento de la planta 
hospedera, la exudación de sustancias estimuladoras 
del crecimiento y la mejora de la estructura del suelo, 
factores que incrementan la actividad de las bacterias 
nitrofijadoras (Antoun y Prévost 2005).

La sinergia entre los HMA y los rizobios en favor 
de la productividad de las plantas ha sido también 
detectada por González et al. (2012) al evaluar el efecto 
de la coinoculación de aislados de rizobios y una 
cepa de HMA (Glomus cubense) en plantas de Kudzú 
(Pueraria phaseoloides), obteniendo incrementos en 
rendimiento y contenido nutricional de la leguminosa 
en aquellos tratamientos donde se combinaron ambos 
microorganismos. De manera similar, Martín et al. 
(2015), obtuvo mayores valores de masa seca en el cultivo 
de canavalia (Canavalia ensiformis (L.) D.C.) al inocular 
con aislamientos específicos de HMA por tipo de suelo.

El aislado R2 y la combinación R3+HMA2 
destacaron en la mayoría de las variables estudiadas. R2 
produjo mayor número de nódulos, altura de la planta, 
diámetro de tallo y número de foliolos. Con R3+HMA2 
se consiguieron mayores valores de colonización, 
densidad visual, número de esporas, nódulos efectivos, 
altura de la planta y MS de la parte aérea (Figuras 1, 
2 y 3; Cuadro 1). No obstante, también se observó 
que algunos tratamientos de inoculación tuvieron 
similitudes con el testigo sin inocular en la mayoría 
de las variables estudiadas. Esta situación puede estar 
determinada por la mayor o menor efectividad de las 
cepas de rizobios utilizados, o bien por la efectividad 
de las cepas residentes. Tal efectividad de cepas está 
mayormente marcada, en el caso de los HMA, por la 
especificidad cepa-suelo (Rivera y Fernández 2003), y 
en una especificidad cepa-especie de leguminosa en la 
mayoría de los casos de las especies de rizobios (Balatti 
1996). En este sentido, se reconoce que el tipo de suelo 
determina la composición de las comunidades de HMA 
(Miranda et al. 2008; Oehl et al. 2010), de manera que 
las características de las poblaciones de HMA residentes 
pueden influir también en la capacidad de las especies de 

HMA introducidas para competir con tales poblaciones.
Uno de los factores que provoca la inhibición de 

la nodulación es el exceso de nitratos (NO3
-) en el 

suelo, debido a que se afecta la actividad de la enzima 
nitrogenasa. Según Paredes (2013), esta inhibición se 
debe a que el nitrato se une a algún receptor específico 
del Rhizobium sobre la raíz de la leguminosa, aunque 
esto no está totalmente demostrado. La cantidad de 
fertilizante empleado en el tratamiento correspondiente, 
al parecer en una dosis suficientemente alta para 
provocar la inhibición total de la nodulación natural de 
L. leucocephala (Cuadro 1), aparentemente influyó en 
que se produjera menor crecimiento y producción de MS 
en el tratamiento de fertilización comparado en el resto, 
incluyendo al testigo absoluto (Figura 1, 2 y 3).

El tratamiento testigo (sin inocular ni fertilizar) 
presentó nódulos en las raíces (Cuadro 1). Evidentemente, 
tales nódulos fueron producidos por los rizobios 
nativos o residentes del suelo utilizado como parte 
del sustrato. Como toda leguminosa, la nodulación de 
L. leucocephala ocurre de manera natural en varios tipos 
de suelos. En este sentido, varios autores (Hernández 
et al. 2012; Neira 2018; Bueno y Camargo 2015) han 
reportado aislamientos de rizobios en leucaena, ya sea 
directamente de sus raíces o de la rizosfera.

Teniendo en cuenta los resultados en el crecimiento 
de las plantas mostrados en este estudio, es probable que 
la inoculación de L. leucocephala con HMA y rizobios, 
especialmente en los tratamientos que demostraron mayor 
efectividad, haya favorecido su nutrición, de manera 
que, a pesar del bajo contenido de MO del sustrato, la 
movilización de nutrientes mediante las estructuras de 
la micorriza y el aporte de nitrógeno y otros elementos 
por el rizobio posiblemente contribuyó a compensar 
dicho déficit. L. leucocephala es una especie que crece 
favorablemente en suelos arenosos, de pH neutro y buena 
fertilidad, aunque también se ha probado que presenta 
cierta plasticidad ecológica, ya que algunos cultivares 
se adaptan a suelos incluso ácidos (Pérez et al. 2008). Y 
es en sustratos ácidos en los que se ha probado el efecto 
benéfico de la inoculación y co-inoculación; por lo que 
la presente investigación es la primera que documenta el 
efecto benéfico de la asociación tripartita en suelos con pH 
neutro. Lo anterior evidencia la efectividad de los aislados 
probados en este estudio, y aumenta las posibilidades de 
éxito en el uso de inoculantes a base de rizobios y HMA 
en un mayor rango de suelos según su pH.

R1 y R2 fueron aislados de Vachellia schaffneri y 
R3 fue aislado de L. leucocephala. Las características 
fisio-morfológicas y culturales y los resultados positivos 
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a una prueba de nodulación in-vitro permiten agrupar a 
los tres aislados en un mismo grupo, candidato a formar 
parte de los géneros Rhizobium o Sinorhizobium (datos 
no publicados). Resulta interesante que dichos aislados 
presentaran compatibilidad con L. leucocephala, incluso, 
R2 demostró ser tan eficiente en algunas variables, como 
R3 combinada con HMA2. Aunque L. leucocephala no 
es de las especies más promiscuas, como lo son especies 
de los géneros Macroptilium y Vigna, se ha documentado 
que es capaz de nodular con otros rizobios, especialmente 
del género Rhizobium aislados de diferentes especies. 
No obstante, aunque nodulen no siempre resultan ser 
efectivos (Almaraz-Suárez y Ferrera-Cerrato 2007). 
Los resultados de este estudio aportan nuevos aislados 
de rizobio compatibles con L. leucocephala y que son 
promotores de crecimiento.

Conclusiones

La combinación de aislados de rizobios y especies de 
HMA en sustratos con pH cercano a la neutralidad 
favorece el desarrollo de las estructuras micorrízicas, 
la nodulación, el crecimiento y producción de biomasa 
de L. leucocephala. El aislado R2 (procedente de la 
rizosfera de Vachellia schaffneri) y la combinación 
R3 (un aislado de la rizosfera de L. leucocephala) co-
inoculado con HMA2 (Claroideoglomus claroideum) 
constituyen inoculantes efectivos para aumentar el 
crecimiento de L. leucocephala.
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