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ABSTRACT

Title: The effect of double inoculation
of rhizobium and mycorrhiza

on Leucaena leucocephala forage
production and quality

This work was aimed at evaluating the
effect of double inoculation with rhizobios
Entrophospora colombiana and Glomus sp. on

Leucaena leucocephala (Lam) plants 30, 60, 90
and 120 days after germination. Agronomic,
microbiological and chemical composition
variables were evaluated. The treatment
(T9) which included consecutive inoculation
with C-202, E. colombiana and Glomus sp.,
displayed the best agronomic and micro-
biological response, reflected in the highest
forage production and nutritional quality,
greatest b3 protein and phosphorus content.
The mycorrhizal strains evaluated presented

different behaviour and there was little effi- |

ciency in the treatment without inoculation.
This corroborates the need for using double
inoculation with native strains from effective
arbuscular mycorrhizal associated with L.
leucocephala to achieve greater production for
this legume.
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Efecto de la doble inoculacién de rizobios y
micorrizas sobre la produccién y calidad del
forraje de Leucaena leucocephala

RESUMEN

Esta investigacién evalué el efecto de la doble inoculacién de bacterias rizobiales,
Entrophospora colombiana y Glomus sp. sobre la produccién y calidad de forraje de
Leucaena leucocephala (Lam) de Wit a los 30, 60, 90 y 120 dias después de la germina-
cion. A tal fin se evaluaron variables agrondmicas, microbiolégicas y de composicion
quimica. El tratamiento (T9) en el que se inocularon consecutivamente la cepa C-202,
E. colombiana y Glomus sp. presentd las mejores respuestas agronomicas y microbio-
légicas y obtuvo la mayor produccion y calidad nutricional del forraje expresada
en incrementos de la proteina cruda, la fraccion b3 de la proteina y el contenido de
fosforo. Las cepas de micorrizas evaluadas mostraron un comportamiento diferente
entre si, mostrando infectividad mas no efectividad en el tratamiento sin inocular.
Esto corrobora la necesidad de utilizar la doble inoculacion con cepas nativas de
micorrizas arbusculares efectivas asociadas a Leucaena leucocephala para lograr una

mejor respuesta productiva de esta leguminosa.

Palabras clave: Leucaena leucocephala, Glomus sp., Entrophospora colombiana, rhizobium,
Cornell Net Carbohydrates and Protein System (CNCPS).

INTRODUCCION

LA ReGION CariBE COLOMBIANA €S una
llanura extensa con diez millones de ha
que corresponden al 8.7% del territorio
nacional (IGAC, 1996). La zona mas
extensa corresponde al bosque seco tro-
pical, que cubre aproximadamente el
60% del area. El Valle del Cesar, aporta
cerca del 38% de la produccion nacional
de carne y el 43% de leche, produccién
basada fundamentalmente en pastoreo
de gramineas nativas (1.4 millones de
ha) e introducidas (1.9 millones de ha),
ambas asociadas con leguminosas espon-
taneas (Corroica, 1999). Sin embargo,
las condiciones ambientales del suelo
de la zona limitan la disponibilidad y
calidad del forraje durante periodos pro-
longados del afio.

Como una alternativa se han imple-
mentado sistemas silvopastoriles condu-
centes a superar la escasez de forraje en
la época de sequia, en donde las legu-
minosas arboreas son un componente
importante para mejorar las condiciones
fisicoquimicas y biolégicas del suelo.
Dentro de éstas se destaca Leucaena leu-
cocephala por su alto rendimiento en bio-
masa (21 tha’ MS), elevado contenido
proteico, resistencia a sequias, habilidad
de fijar el nitrogeno atmosférico y alta
selectividad por los bovinos (Chamorro
et al., 1998; Chamorro, 2000).

Debido a la problematica de la region
y al alto potencial de uso de L. leucoce-
phala para la solucion de algunos de
estos limitantes, el presente trabajo tuvo
como objetivo aislar bacterias diazotrd-
ficas rizobios a fin de evaluar la produc-
cién y calidad del forraje por medio de
la inoculacion de rizobios y micorrizas
arbusculares.

MATERIALES Y METODOS

Fase 1. Se recolectaron raices nodu-
ladas y suelo rizosférico en arreglos
silvopastoriles de Leucaena leucocephala
del Centro de Investigacion Motilonia de
Corroica {Valle del Cesar). Se evaluaron
la composiciéon quimica y la poblacién
micorrizogénica del suelo. Este mismo
suelo fue utilizado como sustrato para la
evaluacion en vivero. A partir de las rai-
ces noduladas se aislaron y purificaron
los rizobios.

Fase II. Respecto de la capacidad fija-
dora de nitrégeno, se determiné la acti-
vidad enzimatica de las cepas aisladas
inoculando plantas de L. leucocephala y
midiendo a los 75 dias después de la
siembra mediante la técnica de reduc-
cion de acetileno por cromatografia de
gases (CIAT, 1988).
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Fase III 0 de vivero. A partir de la prue-
ba de la actividad enzimatica se selec-
ciond la mejor cepa (C-202) y una cepa
control C-50 especifica de L. leucocephala
del banco de germoplasma.

Los géneros de micorrizas arbuscula-
res (MA) utilizadas fueron Glomus sp. y
Entrophospora colombiana, inéculos pro-
venientes del Centro de Investigacién
de Agricultura Tropical (CIAT) que con-
tenian una mezcla de hifas, suelo y un
promedio de 100 esporas/g en plantas de
L. leucocephala.

Para la fertilizacién nitrogenada se
utilizaron 4 g de turea por planta. Los
tratamientos fueron: (T1) cepa C-50;
(T2) C-50 + Glomus sp.; (T3) C50 + E.
colombiana; (T4) C-50 + Glomus sp. + E.
colombiana; (T5) Glomus sp. + E. colombia-
na; (T6) C-202; (T7) C-202 + Glomus sp.;
(T8) C-202 + E. colombiana; (T9) C-202 +
Glomus sp. + E. colombiana; 10) fertiliza-
¢ién con N; (T11) testigo sin inocular y
sin fertilizar.

El experimento se realizé bajo un
disefio de bloques completos al azar con
once tratamientos y cuatro repeticiones.
Se utilizé el programa SAS (Stadistical
Analisis System, 1997), mediante proce-
dimientos de ANOVA y la comparacién
de medias con la prueba de Tukey. Los
datos se recolectaron a los 30, 60, 90 y
120 dias después de la germinacion.

Se monitorearon y analizaron los
componentes agronimicos y microbiold-
gicos, segun el siguiente esquema:

Variables agronémicas. Produccién de
materia fresca y seca total de la planta,
peso seco y fresco de tallo y hoja, peso
fresco y longitud de raiz, nimero y
color de hojas. Para la evaluaciéon de la
composicion quimica del forraje se uti-
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Figura 1. Relacion entre la selectividad de leguminosas y el periodo de ocupacion en praderas

de B. repens al final de la época de Iluvia.

liz6 el sistema de evaluaciéon de Cornell
Net Carbohydrate and Protein System
(CNCPS) (Fox et al., 1992) con énfasis en
el fraccionamiento de la proteina (Lisitra
et al, 1996) y niveles de fosforo de la
planta (Hanson, 1960).

Viariables microbiolégicas: En micorri-
zas: numero de esporas (Gerdeman y
Nicolson, 1963) y porcentaje de colo-
nizacién (Philips y Hayman, 1970). En
rizobios: niimero de esporas, peso fresco
y seco de los nédulos (Vincent, 1970).

RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I
Andlisis quimicos inicial del sustrato.
El pH del suelo fue de 6.2, adecuado

Tabla 1. Caracteristicas quimicas de los suelos del C.I. Motilonia (Codazzi_—Cesar).

pH M.O. P S Ca
(%) mg-kg"
6.2 30 245 18 7.4
- Fra_cciones
P disponible

mg K Na CC CE
mol-kg' Dsm' |
15 17 02 108 ‘ 0.6

Fraccionamiento de P

Formas biol6gicamente disponibles para las plantas

P inorgénico labil

P orgénico facilmente mineralizable
P menos disponible para fas plantas

P quimioadsorbido

P orgdnico moderadamente resistent
P unido al calcio
P resistente o residual
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para el establecimiento de L. leucocepha-
Ia (Hu y Cheng, 1981). Los niveles de K,
Cu, Ca, y Zn fueron altos y se hallaron
niveles medios de MO, S, Na, Mn y
B. Los niveles de Mg fueron bajos con
una relaciéon Ca:Mg de 7:1. El fésforo
total fue alto (245 mg-kg”) asi como las
fracciones biologicamente disponibles.
Por lo tanto, el suelo experimental pre-
sentd una dinamica positiva del P con
tendencia a la disponibilidad y reserva
(Tabla 1).

Microtofia. E1 preliminar de la micro-
tofia se realiz6 con el fin de determinar
la dependencia micorricica de L. leu-
cocephala en la zona de recoleccién de
las muestras. Se presentd una relacién
inversa entre el porcentaje de coloni-
zacion y el nimero de esporas, posi-

Cu Mn

mgkg”
93

Fe In B

4.0 49

Muestra
58.6

128.0
447

1127
109.5
2542
130.9
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blemente asociado al déficit de agua,
que estimula la produccién de esporas
y reduce el porcentaje de colonizacion
(Guerrero y Hodson, 1990), por lo tanto,
la época de recoleccion de la muestra
influy6 en el alto recuento de esporas
que explicé el 70% de la colonizacién
(P<0.01) (Figura 1).

Fase II

Se aislaron 12 cepas las cuales pre-
sentaron un crecimiento rapido (3 dias)
y una reaccién acida en medio LMA con
azul de bromotimol.

Reduccién de acetileno. Para la estima-
cién de la actividad de la nitrogenasa
se realiz6 una curva patron con seis
concentraciones de etileno, realizando
diluciones seriales 1/10 partiendo de
una muestra de 100% de etileno. Al
graficar los valores de la altura real
corregida con los pumoles de etileno/ml
con interseccion en cero, se obtuvo la
ecuacion:

Y=563,66x + 36888, R* = 0,992.

Segun los resultados obtenidos en
la prueba de reduccién de acetileno, el
mayor valor matematico lo reportd la
cepa C-202 nativa con un valor de 0.90
umol/ml de etileno/planta/h, seguido
por las cepas C-50 control y C-200 nati-
va. Los menores valores se observaron
en las cepas C-196, C-197, C-191 y el tes-
tigo. Las demads cepas mostraron niveles
medios a bajos con respecto a los mayo-
res valores obtenidos (Tabla 2).

En estudios realizados por el Centro
Internacional de Agricultura Tropical
(1987), con las leguminosas forrajeras
Centrosema macrocarpum y Desmodium
ovalifolium reportaron niveles de 0.8
y 0.4 pmol de etileno/planta/h, lo que
demuestra la efectividad de las cepas
C-202, C-200 y C-50. En la leguminosa
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Figura 2. Respuesta microbiolégica a los 30 dias.
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Figura 3. Respuesta microbiolégica a los 60 dias.

arborea Gliricidia sepium o "matarraton”,
Melchor et al. (2000) reportaron un valor
de 0.38 pmol/ml de etileno/planta/h a
las cuatro semanas después del corte;
por lo tanto, se observa una alta activi-
dad enzimatica de las cepas nativas en
evaluacion.

Tabla 2. Nivel_es de etileno de las cepas de rizobios de L. leucocephala.

Cepa No pmol/ml etileno/

Cepa No pmol/ml etileno/

planta/h planta/h
C-190 0.153 C-198 0.318
0.068 0.062

C-191

" -

C-199

| Fase III

Los valores agronémicos obtenidos
en los cuatro meses de evaluacidén se
muestra en la Tabla 3, mientras los resul-
tados microbiolégicos se consolidan en
la Tabla 4.

Evaluacion de la inoculacion a los 30 dias
de edad. En la fase inicial se observé que
el tratamiento T10 (fertilizacidon nitro-
genada) presentd un crecimiento lento,
amarillamiento y muerte de muchas uni-
dades experimentales, efecto asociado al
tipo de fertilizante utilizado, por lo cual,
se decidié no incluir este tratamiento en
los andlisis
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Tabla 3. Respuesta agronémica de Leucaena leucocephala a la inoculacion con rizobios y micorrizas.

Tts. Peso seco hoja (g) Peso seco tallo (g) Peso fresco total (g) Materia Seca total (g)
Dias 30 60 20 120 | 30 60 90 120 | 30 60 S0 120 | 30 60 90 120
Significancia * . " A = ns ns = ns = = e ns > ot e

T 037ab 424b 6.08bc 471b 012b 630a 874a 892ab 167a 2154a 3331bc 4928bc 051a 7.85ab 1482b 13.64b
T2 033ab 332b 590bc 379b 014ab 241a 11.3a 1029ab 138a 1605ab 3905abc 4788bc 049a 573bc 17.23ab 14.09b
T3 050ab 359b 579%c 409b 018ab 263a 993a 932ab 210a 1844ab 3784abc 4927bc 067a 6.27abc 1573ab 14.22Db
T4 030b 373b 543bc 600b 011b 275a 889a 958ab 126a 1919ab 3884abc 5488ab 044a 648abc 1433b 1559ab
T5 06tab 387b 659b 522b 025ab 260a 939a 1015ab 2.80a 1845ab 4037ab 5297abc 087a 647abc 1598ab 1538D
T6 041ab 363b 6.36bc 69tab 019ab 231a 978a 874ab 1.81a 1862ab 39.79abc 5791ab 061a 594abc 16.15ab 1566 ab
T7 071ab 325b 546bc 513b 030ab 206a 68a 762b 287a 1611ab 3008bc 4861bc 098a 531bc 1250b 12.76b
T8 039ab 374b 538 727ab 015ab 306a 668a 907ab 139a 1853ab 33.99abc 5251abc 047a 680abc 1407b 1634ab
T9 088a 599a 101a 1052 033ab 28a 130a 1289a 111a 2141a 4968a 6483a 042a 88la 2316a 2304a
T 036ab 195c 386c 396b 036a 250a 767a 733b 265a 1286b 2453c 3996c 085a 446¢ 1154b 11.29b
Tts. Peso fresco raiz (g) Longitud de raiz (cm) Altura (cm)

Dias 30 60 90 120 | 30 60 90 120 30 6 9 120

Significancia e =3 - . - - = = = T o s

T 1.26ab 7.6 ab 2529b 26.77ab  31.43ab 5160a 60.3 bc 81.0b 11.65abc 61.0ab 87.6 ab 93.0ab
T2 0.48b 7.0ab 2398 b 2159b 2289ab 55.82a 70.8 ab 792bc 11.80abc 48.0abc 101 ab 90.2 ab
T3 1.45ab 72b 2398b 2671ab 39.03ab 5270a 59.5 be 702bc  1243abc 539abc  95.6ab 926 ab
T4 0.82 ab 6.4ab 2402b 2415ab 1873b 53.45a 69.0 ab 800bc 1120abc 510abc 824 bc 116.7 a
5 1.74 ab 79ab 2772ab 2494ab 3913ab 5070a 68.0 ab 870b 1193abc 433 bc 89.0 ab 92.2 ab
T6 1.05ab 6.76ab 19.84bc 2732ab 2608ab 5292a 75.8b 840b 1240abc 521abc 974ab 101.5ab
T7 1.74ab 6.2 ab 20.05bc 2574ab 3245ab  4357a 58.8 bc 716bc 1553ab 46.1abc 884ab 88.5ab
T8 0.79 ab 6.7 ab 2441 b 2232b 2285ab 44,62 68.3 ab 741bc  10.13cb 558abc 933ab 91.75ab
T9 2.08a 92a 34752 35.74a 4384 a 57.70a 90.0a 120 a 18.36 2 632a 117.3a 129.2a
ki 0.53 ab 500 1452¢ 1625b 2081ab 36.02a 46.0c 482¢c 750¢ 390¢ 512¢ 68.2b

colombiana, T11: Testigo

** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns: no existen diferencias. Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren significativamente segun la prueba de

Tukey (P> 0.05)

ficativas (P<0.01): el T9 present6 62.5
esporas/g superando a los tratamientos
testigo, T1, TS y T8 (33.0, 29.75, 33.0 y
26.25 esporas/g respectivamente).

Los resultados obtenidos en el nime-
ro de nédulos presentaron diferencias
significativas (P< 0.05) entre los trata-
mientos, dentro de los cuales, el trata-
miento T9 con un valor promedio de
238.25 nodulos/planta con lo que superd
al tratamiento T7 (109 nédulos/planta).
A pesar que el testigo no fue inoculado
las plantas presentaron 151.75 nédulos/
planta confirmando la dependencia de la
simbiosis de L. leucocephala (Figura 2).

El efecto positivo manifestado por las
plantas se puede asociar a un mayor
desarrollo radicular promovido por la
inoculacion, que le permite a la legumi-
nosa extraer mayor cantidad de nutrien-
tes para su posterior traslocacion a la
parteé aérea. La asociacion micorricicas
ha demostrado que no solo incrementa la
biomasa vegetal, sino que también influ-

ye en su distribucién en la parte aérea y
raiz de la planta (Pearson y Azcon 1991).

Evaluacion de la inoculacion a los 60
dias de edad. El tratamiento T9 presento
mayores respuestas superando al testigo
en el peso fresco y seco de la hoja, pro-
duccién de materia seca total, peso seco
de la raiz y altura en un 138.3%, 207.1%,
97.5%, 84.8% y 62.1% respectivamente,
expresando un mejor crecimiento y pro-
duccion de biomasa, respuesta posible-
mente asociada con un mayor desarrollo
radicular, que estimulé a la legumino-
sa a extraer mas nutrientes y posterior
translocacion a la parte aérea (Pearson y
Azcon, 1991) (Figura 3).

Evaluacién la inoculacion a los 90 dias de
edad. En la produccion de forraje verde
las mejores respuestas fueron los trata-
mientos T9 y T5 superando al testigo en
123.4% y 72%, respectivamente. En la
produccién total de MS, el tratamiento
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T9 superé a los tratamientos T11, T1, T4,
T7 y T8, y presentd un incremento del
100.6% con relacion al testigo.

Estas respuestas obtenidas fueron
superiores a los reportes de Ezenwa y
Atta-Krah (1990) quienes encontraron
una produccion de 4.6 g/planta de MS
para L. leucocephala; también superaron a
los resultados obtenidos por De Lucena
et al. (1992), quienes evaluaron Scutellos-
pora heterogama asociada con Rhizobium y
80 kg'ha” de P,0; obteniendo valores de
13.2 g/planta de MS. De igual manera,
superan considerablemente los reportes
de Michelsen y Rosendahl (1990), quie-
nes reportaron 1.6 g/planta cuando se
inoculd con Rhizobium, G. etunicatum, G.
mossae y G. occultum a las 12 semanas y
en suelos con 11 mg P.

Los mayores pesos frescos de la raiz
los presentaron los tratamientos T9 y T5.
La longitud de raiz fue mayor (P<0.01)
en el tratamiento T9 y superd en 95.6%
al testigo (Tabla 3). Estos resultados son



superiores a los reportados por Michel-
sen y Rosendahl (1990), quienes con
Rhizobium, G. etunicatum, G. mossae y G.
occultum, reportaron una longitud de
raiz de 74.8 y 62.8 cm con y sin la aplica-
cién de P, respectivamente.

El mayor ntimero de esporas lo pre-
senté el tratamiento T9, superando a
los tratamientos testigo y T2. Este estu-
dio demuestra la relacion estrecha entre
el nimero de esporas y el porcentaje
de colonizacién, siendo el mayor valor
para el tratamiento T9 (Tabla 4). Resulta-
dos similares fueron reportados por De
Lucena ef al. (1992) quienes evaluaron
Scutellospora heterogama asociada con Rhi-
zobium reportando valores de porcentaje
de colonizacién de 68.7%. Los resultados
en numero de esporas superan notoria-
mente los reportados por Manjunath et
al. (1984) quienes obtuvieron 138 espo-
ras en 50 gr de suelo seco; sin embargo,
reportan 71.2% de colonizacion, similar
respuesta a la obtenida en esta fase de la
investigacion.

El mayor numero de nédulos (Tabla 4)
lo present6 el tratamiento T9 superando
en 407.4% al testigo y a todos los demas
tratamientos inoculados, excepto a T8.
Estos resultados superan notoriamente
a los reportes de Manjunath et al. (1984),
quienes observaron 38 nédulos en L. leu-
cocephala inoculada con G. fasciculatum y
Rhizobium; de igual manera, se superan
los reportes de Ezenwa & Atta-Krah
(1990) quienes obtuvieron 38 nddulos
para L. leucocephala y a los reportes de
Michelsen & Rosendahl (1990), quienes
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evaluaron la inoculacion con Rhizobium,
G. etunicatum, G. mossae y G. occultum y
la aplicacion de P y riego, con valores de
63 y 50 nodulos/planta. El peso fresco de
los nédulos presenté diferencias (P<0.05)
entre tratamientos, el mayor valor lo
obtuvo el T2 superando al testigo en un
339.4% (Tabla 4).

Estos resultados demuestran claramen-
te el efecto de la doble inoculacién con
cepas nativas de rizobios asociadas con
MA, pues se corobora el efecto positivo en
la nodulacién (Date, 1977; Trinick, 1968).

Evaluacién de la doble inoculacién a los
120 dias. Teniendo en cuenta las caracte-
risticas y uso de la leguminosa L. leucoce-
phala dentro de los sistemas silvopastori-
les, se realizé un muestreo a los 120 dias
después de la siembra; los datos obteni-
dos se muestran en las Tablas 3 y 4.

Las mayores producciones en peso
fresco de hojas las reportaron los trata-
mientos T9, T6 y T8 con rendimientos de
10.52, 6.91 y 7.27 g MS hojas/planta, res-
pectivamente. El tratamiento T9 superd
a todos los tratamientos con la excepcion
de los tratamientos T6 y T8. La produc-
cion de MS de la hojas fue superior en
un 165.2 % del T9 con relacion al testigo
(3.96 g MS hojas/planta).

Los rendimientos en peso fresco total
de la planta presentaron diferencias sig-
nificativas (P<0.01): el mayor valor lo
reporto el tratamiento T9 que superd a
los tratamientos T1, T2, T3, T7 y T11.

Respecto de la materia seca total, el
tratamiento T9 super6 a todos los trata-
mientos con excepcion de T6 y T8, alcan-

Tabla 4. Respuesta microbioldgica de L. /eucocephalaa los 90 y 120 dias.

zando un incremento del 107.18% con
respecto al testigo (11.298 g MS/planta).
Resultados similares fueron reportados
por Ezenwa y Atta-Krah (1990), quienes
obtuvieron valores de 18.11 g MS/planta
con la inoculacién de Rhizobium y Glo-
mus sp. La produccion de biomasa de
este ensayo fue superior a la reportada
por De Lucena et al. (1992), quienes eva-
luaron S. heterogama, Rhizobium y con
aplicacién de P (100 y 200 kg-ha" de roca
fosférica) reportando valores de 9.14 y
12.29 g MS/planta, respectivamente.

En la variable del peso fresco de
la raiz (P<0.01) el T9 obtuvo el mayor
resultado (35.743 g/planta), superando
al testigo, T2 y T8 (125, 21.59 y 22.31
g/planta, respectivamente); el T9 obtu-
vo un incremento de 119.91% respec-
to al testigo. En cuanto la longitud de
la raiz, el tratamiento T9 (120.35 cm)
obtuvo diferencias altamente significa-
tivas (P<0.01) con respecto a los demas
tratamientos, superando en 149.43% al
testigo. Estos resultados son superiores
a los reportados por Ezenwa y Atta-Krah
(1990), quienes observaron longitudes de
84.75 cm en L. leucocephala. Con relacién
a las variables microbiolégicas, el nume-
ro de esporas presentd valores medios
entre 60.8 a 103.75 esporas/planta, donde
el T9 supero a los tratamientos T11, T1,
T2, T3y T8.

El porcentaje de colonizacion no pre-
sent6 diferencias significativas (P>0.05)
aunque el mayor valor lo obtuvo el T9
(92.2%), valor superior a los reportados
por De Lucena et al. (1992), quienes eva-

Micorrizas Rizobios
Tratamientos Esporas Esporas ~ Nédulos Nédulos Peso freso Peso freso
(8 (8) (N°) (N°) nédulos (g) nédulos (g)
o Dias 20 120 90 120 90 120
. . P “ * »

e 575ab 69.5 bo 7250 ¢ 9.5 be 095 ab 0.73 abc =
12 488b 60.8 ¢ 115.2 be 164.3 be 167 a 0.303 ¢
T3 63.0 ab 75.0 abc 66.75 ¢ 90.8¢ 0.67 ab 0.49abc
T4 63.8ab 75.8 abc 1435 be 1735 be 0.75ab 1.35ab
T5 69.5 ab 99.3 ab 63.25¢ 87.3¢ 127 ab 0.39bc
T6 65.3 ab 77.3ab 126.5 be 150.5 be 1.1ab 0.87 abc
T7 64.0 ab 73. abc 9325 be 122.3 be 0.68 ab 0.76 abc
T8 56.0 ab 68 abc 2022 ab 228.8 ab 0.66 ab 147 a
19 91.8a 103.8 a 291.75a 324 a 0.99 ab 0.70 abc
T 548D 66.8 ¢ 5750¢ 815¢ 038b 0.54 abc

"T1: C-50; T2:C-50 + Glomus sp; T3 C50+E colombiana; T4: C-50 + Glomus + E. colombiana, 15: Glomus + E. colombianaT6: C-202; 17: C-202 + Glomus; T8: C-202 + E. colombiana, T9: C-202 + Glomus + E.

colombiana; T11: Testigo

** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns: no existen diferencias. Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren significativamente segin la prueba de

Tukey (P> 0.05)
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Tabla 5. CQmEosicic’Jn quimica del forraje de Leucaena leucocephala a la inoculacién con rizobios y micorrizas (cosechado a 120 dias).

Fracciones de proteina (CNCPS) Composicion nutricional

Tratamientos (a%+Pbc') (%bf»c) (%bzc) %PO (%) (gplanta) (%) o) (%)
ns - ns 3 * ns ok Ll ns o

R 71 2253 a 2774 a 3461b 15ab 1948 a 264b 84.8 ab 50.22 a 0.21b

T2 24,40 a 29.05a 3455b 145ab 1954 a 277b 85.4 ab 4897 a 0.71b

T3 20.69 a 29.83 a 3426 b 152 ab 1991 a 2832 84.7 ab 4398 a 0.19b

T4 2216 a 2718a 33.86b 16.7 ab 2017 a 323b 83.2ab 51.53a 0.19b

T5 19.00 a 2745a 3411b 19.42 a 20.24 a 314 ab 50.57 b 46.70 a 0.19b

T6 50.57 a 2703 a 355ab 16.8 ab 19.57 a2 3.03ab 831ab 46.90 a 0.19b

T7 23.44 a 26.54 a 36.0 ab 139ab 1821a 228b 86.0 ab 46.52 a 023a

T8 2322 a 26.31a 35.7ab 147 ab 19.31a 3.13ab 85.2 ab 4876 a 0.21b

T9 23.00a 2712 a 40.04 a 982b 2054 a 477 a 90.18 a 46.31a 0.28a

T11 23852 26.76 a 33.35b 16.0 ab 2043 a 229b 83.9ab 46.48 a 022 a

' T1: C-50; T2: C-50 + Glomus sp; T3: C-50 + E. colombiana, T4: C-50 + Glomus + E. colombiana, T5: Glomus + E. colombiana; 16: C-202; 7 C-202 + Glomus, 18: C-202 + E. colombiana, T9: C-202 + Glomus +E£.

colombiana, T11:Testigo

** Diferencias altamente significativas (P< 0.01). * Diferencias significativas (P<0.05). ns: no existen diferencias. Promedios en una misma columna con letras iguales no difieren significativamente segun la prueba de

Tukey (P> 0.05)

luaron la doble inoculacién con S. hetero-
gama y Rhizobium obteniendo un 78% en
la colonizacién con la aplicacion de 100
kg'ha" de roca fosférica.

El niimero de nodulos presentd dife-
rencias altamente significativas (P<0.01)
entre los tratamientos. Los tratamientos
con mayor numero de nédulos fueron
T9 y T8 (324 y 228.7 nodulos/planta). El
T9 fue superior estadisticamente a los
demas tratamientos, con excepcién del
T8; asi mismo, superd en 297.5% al tes-
tigo (81.5 noédulos/planta). Las investiga-
ciones de De Lucena et al. (1992) quienes
evaluaron la inoculacién en L. leucocepha-
la con S. heterogama, Rhizobium y fertili-
zacion (200 kg'ha” de P,O,) obteniendo
menores resultados a los reportados en
esta investigacion, con un valor de 36
nodulos; de igual manera esta investi-
gacion superd los resultados reportados
por Ezenwa y Atta-Krah (1990), quienes
lograron un recuento de 133 nédulos/
planta.

El peso fresco de los ndédulos presentd
diferencias entre tratamientos (P<0.01):
el valor mayor lo presento el tratamien-
to T8 superando estadisticamente a los
tratamientos T5 y T2. Aunque no se
presentaron diferencias significativas se
evidencié una tendencia similar en la
variable peso seco de los nédulos, en
la cual, el mayor y menor peso lo obtu-
vieron los tratamiento T8 y T2. Estos
valores son superiores a los reporta-
dos por De Lucena et al. (1992) con
valores de 0.08 g/nédulos/planta. Otras
investigaciones realizadas por Ezenwa
y Atta-Krah (1990), reportaron mayores
resultados que los obtenidos en esta

investigacion, con un peso de 3.36 g para
L. leucocephala.

El efecto positivo y significativo de la
doble inoculacion se puede explicar en
gran medida por la cooperaciéon entre
ambos microorganismos responsables
de las simbiosis, efectos de fitohormonas
producidas por enzimas pécticas que
debilitan la pared celular de la planta
hospedadora, y por la produccién de
polisacaridos extracelulares de los rizo-
bios que incrementan la permeabilidad
celular y radicular necesarios para la
formacion de MA estimulando su pene-
tracion en la raiz (Azcdn et al., 1992).

Esta investigacion muestra que existe
una intima relacion entre la producciéon
de materia seca de L. leucocephala y el
recuento de esporas, el cual la explica en
un 92% (P< 0.01) durante los 120 dias de
experimentacion. Para esta investigacion
existe una relacion positiva entre la pro-
duccion de L. leucocephala y el nimero
de nédulos de la planta a los 30, 60, 90 y
120 dias. La produccién de materia seca
del forraje esta definida en un 86% por
la capacidad de la cepa de rizobios C-202
en la produccién de nédulos (P<0.01).

Es importante apreciar que duran-
te todo el periodo experimental existio
una intima relacién entre el nimero de
noédulos y el nimero de esporas, pues
éste explica en un 92% el nimero de
nodulos. Este efecto fue explicado por
Azcon y Barea (1980), quienes reportan
que las leguminosas que presentan doble
simbiosis normalmente muestran mayor
nodulacién; de igual manera, Costa et al.
(1987), reportaron el efecto positivo de la
inoculacién con la micorriza G. margarita
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que incremento el numero y peso de los
noédulos.

Evaluacion de la composicion quimica del
forraje. La composicién quimica de forraje
de L. leucocephala cosechada a los 120 dias
de edad, con énfasis en las fracciones
proteicas y el nivel de fosforo, se muestra
en la Tabla 5.

El contenido de nitrégeno total (como
proteina cruda, PC), no fue afectado
significativamente por los tratamientos
(P>0.05), aunque se observo una ten-
dencia a presentar mayores niveles de
proteina en el tratamiento T9 (20.45%).
Resultados similares fueron reportados
por Saavedra et al. (1987) citado por
Chamorro (2002), quienes obtuvieron un
nivel de 20.30% en forraje de L. leucoce-
phala a los 98 dias.

Los niveles de nitrégeno foliar fue-
ron superiores a los reportados por De
Lucena et al. (1992), quienes inocularon
con A. heterogama y Rhizobium logrando
valores de nitrégeno de 2.5% (15.62%
PC). De igual manera, Manjunath et al.
(1984) reportaron valores de N de 2.25%
(14.08% PC).

En algunas investigaciones la fertili-
zacion con N y P supera los resultados
de calidad obtenidos en esta investiga-
cién, como los reportes de Razz et al.
(1995) quienes evaluaron L. leucocephala
con diferentes niveles de fertilizacién
nitrogenada y fosférica, considerando
los mismos ecotipos en condiciones de
bosque seco tropical, pero no informa-
ron efectos significativos de éstos sobre
los contenidos de N y PC en la fraccién
fina.
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En cuanto la produccion total de pro-
teina por planta, los mayores valores
fueron obtenidos por los tratamientos
T9, T8, T6 y T4. El T9 fue superior a
los demas tratamientos y superd en un
107.18% al testigo; valores inferiores fue-
ron conseguidos por Costa et al. (1987),
quienes demostraron el efecto positivo
de la inoculaciéon con micorriza G. mar-
garita al incrementar el contenido de N
en un 61.9% con respecto al testigo y
en un 47.82% con la aplicacion de P. De
igual manera, De Lucena ef al. (1990) con
la inoculacién de micorrizas A. muricata
y Rhizobium lograron el maximo efecto
con la doble inoculacion que con ino-
culaciones independientes, reportando
incrementos de nitrogeno del 103.3%.

Dentro de las proteinas existen frac-
ciones que en los rumiantes se degradan
a diferentes tasas en el rumen; éstas pue-
den ser solubles, que son rdpidamente
(a) y medianamente degradables (b1) y
la fraccion lentamente degradable deno-
minada b2 (Licitra et al., 1996). En esta
investigacion las fracciones solubles (a +
bl) no presentaron diferencias (P>0.05)
entre tratamientos, valores similares a
los reportados por Fox et al. (1992) en la
biblioteca del CNCPS (23.75%). De igual
manera, los reportes de Chamorro et al.
(2002) obtuvieron niveles de 21.95% de
proteina soluble en L. leucocephala bajo
ramoneo en el Caribe colombiano.

En la evaluacion de la fraccién b2 no
se advirtié un efecto de los tratamientos
(P>0.05). Estos valores concuerdan con
los reportes de Fox et al. (1992), quienes
informaron valores de 26.6%, aunque
difieren de los valores obtenidos por
Chamorro et al. (2002) quienes evaluaron
la selectividad de bovinos ramoneando
L. leucocephala, y la dieta seleccionada
con valores de la fraccién b2 de 47.66%
de la proteina cruda.

Cierta cantidad de proteina de la dieta
escapa a la degradacion ruminal y pasa
al intestino donde es absorbida, por lo
cual se le denomina "proteina sobrepa-
sante" y conforma la fracciéon b3. Esta
fraccion es la de mayor eficiencia para el
rumiante y principalmente esta formada
por el nitréogeno verdadero ligado al
FDN, que en el rumen se degrada entre
un 10 y un 25%; el resto pasa al intestino
delgado donde las proteasas intestinales
digieren el 80% sobrepasante (Fox et al,
1992).

En esta investigacion el porcentaje
de la fraccion b3 presenta una respuesta
significativa (P<0.01) entre tratamientos.

La mayor respuesta fue del tratamiento
T9 (40.04%). Resultados superiores a los
obtenidos en los tratamientos T1 a T5 y
el T11 fueron reportados por Fox et al.
(1992) logrando un valor de 33.9%.

Chamorro (2002) obtuvo valores simi-
lares (44.97%) con L. leucocephala, cuando
comparé 29 especies arbdreas utilizadas
en la alimentacion de bovinos en el Valle
del Cesar, en el cual, el promedio de las
especies fue de 43.10%, indicando que
existe una gran oportunidad de utilizar
esta leguminosa como fuente de pro-
teina protegida en suplementos para
animales de alta produccién.

En L. leucocephala la proteccién de la
proteina a la degradacion ruminal puede
estar influida por los contenidos de tani-
nos que se encuentran recubriendo las
moléculas proteicas del forraje y hacen
que la proteina pueda ser utilizada sdlo
parcialmente por las bacterias existentes
en el rumen. Estos compuestos son muy
resistentes a la acciéon enzimatica con la
consiguiente disminucion de la digesti-
bilidad de la proteina, de la hidrdlisis de
los enlaces peptidicos y de la disponibili-
dad de aminoacidos (Nocek et al., 1986).

Es claro que la utilizacién de la doble
inoculacién de rizobios asociadas con
las micorrizas Glomus sp. y E. colom-
biana en L. leucocephala, puede ofrecer
una solucion para proporcionar proteina
sobrepasante e incrementar la cantidad
de proteina digestible. En nuestro pais
,la ventaja de utilizar proteina protegida
naturalmente se relaciona con la mayor
eficiencia en la utilizacién de nutrientes
absorbidos y, fundamentalmente, con el
incremento del consumo voluntario de
materia seca.

La fraccion de proteina que no se uti-
liza en ningtin compartimiento del tracto
gastrointestinal se denomina "fraccién
¢" y es una proteina constituida por el
nitrégeno ligado al FDA. Los valores de
esta fraccion fueron diferentes (P<0.01),
entre el tratamiento T5 (19.42%) y el T9
{(9.82%). Valores promedios similares a
los aqui encontrados fueron reportados
por Fox et al. (1992) con niveles del
14.5%; de igual manera, estos valores
son similares a los reportados por Cha-
morro et al. (2002).

Los resultados obtenidos sefialan que
en la evaluacion de la proteina diges-
tible se presentaron diferencias entre
tratamientos (P<0.01), y el mayor valor lo
presentd el T9 que supero al tratamiento
T5, valores similares a los reportados por
Chamorro et al. (2002) quienes informan
del 81,79% de proteina digestible.

El contenido de fdsforo presenté dife-
rencias altamente significativas entre
tratamientos (P<0.01), con los mayores
niveles en el tratamiento T9 que superd a
los demas tratamientos, con excepcion de
T7 y T11. Estos valores superan los repor-
tados por Manjunath et al. (1989) quienes
obtuvieron 0.10% en L. leucocephala inocu-
lada con G. aggregatum y con aplicacién
de niveles de 5.44 g de P/planta. De igual
manera, los resultados de esta investiga-
cién son superiores a los reportes de De
Lucena et al. (1992), quienes evaluaron S.
heterogama y Rhizobium, obteniendo valo-
res de 0.17%, Sin embargo, los resultados
de esta investigacion son inferiores a los
valores hallados por Michelsen y Rosen-
dahl (1990) quienes, en L. Leucocephala
inoculada con Rhizobium asociado con G.
etunicatum, G. mossae y G. occultum, bajo
aplicaciones de P y riego, reportan valo-
res de 0.36 y 0.35% en los tratamiento con
la doble inoculacién y aplicacién o no de
fosforo, respectivamente.

CONCLUSIONES

La prueba de reduccién de acetileno
permitié comparar la efectividad de las
cepas aisladas a partir de los nédulos de
L. leucocephala, obteniéndose una mejor
respuesta productiva con la cepa C-202.

L. leucocephala demostro alta capa-
cidad de asociacién con las cepas de
rizobios aisladas de la misma planta,
produciendo una mayor respuesta en la
interaccion con Glomus sp. asociada con
E. colombiana, sinergismo positivo obser-
vado en el crecimiento y la produccion
de forraje, con un mayor nivel proteico y
mineral en la fase de vivero.

Las cepas de micorrizas evaluadas
mostraron un comportamiento diferente
entre si, mostrando infectividad mas no
efectividad en el tratamiento sin ino-
cular. Esto corrobora la necesidad de
utilizar la doble inoculacion con cepas
nativas de MA efectivas para lograr una
mayor respuesta productiva de esta L.
leucocephala.

El trabajo demostré el potencial de
Glomus sp., y E. colombiana en consorcio
con las especies nativas, para asociarse
con la leguminosa L. leucocephala en sue-
los con altos niveles de fosforo, donde
la colonizacién aumentd en un 81% la
produccion de forraje verde total, y en
un 71% el peso seco de la hoja.

La doble inoculacion con la cepa C-
202 nativa asociada con E. colombiana y
Glomus sp. en el suelo experimental, per-
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mitié una alta nodulacién en L. leucoce-
phala, influyendo en el 84% del peso seco
de la hoja y en el 86% de la produccion
de MS total.

La asociacién de las cepa C-202 y las
MA evaluadas permiti6 incrementar sig-
nificativamente tanto la produccién de
forraje de L. leucocephala (162.5%), la can-
tidad de proteina cruda (107.18%), como
su calidad nutricional, alto porcentaje de
la fraccién sobrepasante b3 y fdsforo, lo
que favorece la mayor utilizacion de los
nutrientes por el rumiante.

La utilizacién de la cepa C-202 nativa
en asocio con E. colombiana y Glomus sp,
permitié disminuir sustancialmente el
tiempo en la fase de vivero de L. leucoce-
phala a 60 dias.
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