
 

 
 
 

Efecto de la coinoculación de Bradyrhizobium sp. y Endomicorrizas 

en el desarrollo inicial de Pseudosamanea guachapele (Kunth) Harms 
en fase de vivero en Barbosa Antioquia 

 
 
 
 
 

AUTOR 
 

NANCY ALEXANDRA URIBE GRACIANO 
 
 
 
 

 

 

 

 

Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD 

Escuela de ciencias agrícolas, pecuarias y del medio ambiente 

Medellín, Colombia 

2019 



 

Efecto de la coinoculación de Bradyrhizobium sp. y 
Endomicorrizas en el desarrollo inicial de Pseudosamanea 
guachapele (Kunth) Harms en fase de vivero en Barbosa 

Antioquia 

 
 
 

NANCY ALEXANDRA URIBE GRACIANO 
 
 
 

Trabajo de investigación presentado como requisito parcial para optar al título de zootecnista 

 
 

Director (a): 

Diego Rosendo Chamorro Viveros  

MSc. Salud y Producción Animal.  

 

Codirector (a):  

Ana María Rey Obando 

Dr. Ciencias Agrarias  

Investigador Universidad Nacional Abierta y a Distancia – UNAD   

 

 

Grupo de Investigación: Agroforestería y Biodiversidad Tropical 

 

Línea de Investigación: Alimentación, Metabolismo y Nutrición Animal, Biodiversidad y 

Recursos Genéticos 

Semillero de Agroforesteria y BPA de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia 

 

 

Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD 

Escuela de ciencias agrícolas, pecuarias y del medio ambiente 

Medellín, Colombia 

2019 



 

Dedicatoria 

 

 

Este trabajo lo dedico a mis padres y mi hermana que siempre me han apoyado y acompañado 

incondicionalmente. 

 

 

La mayor amenaza para nuestro planeta es la creencia que otra persona lo salvará. 

Robert Swan 

 



 

Agradecimientos 

Agradezco a la Universidad Nacional Abierta y a Distancia UNAD, por permitirme adquirir el 

conocimiento con el que hoy cuento, a culminar mi carrera y poner en mi camino compañeros y 

profesores de los cuales he aprendido demasiado y han surgido buenos amigos. 

 

Infinitas gracias al docente Diego Rosendo Chamorro Viveros, por acompañarme todos estos 

años y brindarme su valiosa amistad la cual me ha enseñado detalles muy valiosos que han 

enriquecido mi ser. 

 

 
 



 

 

Contenido 

Pág.  

Lista de figuras ............................................................................................................. VII 

Lista de tablas .............................................................................................................. VIII 

Resumen .......................................................................................................................... 1 

1. Introducción .............................................................................................................. 3 

2. Formulación del problema ....................................................................................... 7 

3. Justificación ............................................................................................................ 10 

4. Objetivos ................................................................................................................. 14 

 Objetivo general .............................................................................................14 
 Objetivos específicos......................................................................................14 

5. Marco teórico .......................................................................................................... 15 

 Modelo de leguminosas y leñosas ..................................................................15 
 Marco Conceptual ..........................................................................................18 

5.2.1 Modelo biofertilizantes .........................................................................18 

6. Metodología ............................................................................................................ 27 

 Localización ...................................................................................................27 
 Recolección de muestras ...............................................................................28 
 Materiales .......................................................................................................28 
 Procedimiento de muestreo ............................................................................28 
 Análisis de muestras ......................................................................................29 

6.5.1 Rhizobium ............................................................................................29 
6.5.2 Muestreo y preservación de nódulos ...................................................29 
6.5.3 Materiales ............................................................................................29 
6.5.4 Procedimiento ......................................................................................29 
6.5.5 Aislamiento de cepas de Rhizobium ....................................................30 
6.5.6 Materiales ............................................................................................30 



Contenido VI 

 

6.5.7 Procedimiento ......................................................................................30 
6.5.8 Identificación de Rhizobium .................................................................30 
6.5.9 Tinción de Gram ..................................................................................30 
6.5.10 Procedimiento ......................................................................................31 
6.5.11 Selección de cepas inoculadas ............................................................31 
6.5.12 Número y peso de nódulos de Rhizobium............................................32 

 Micorrizas .......................................................................................................33 
6.6.1 Micorrizas arbusculares .......................................................................33 
6.6.2 Aislamiento y conteo de esporas .........................................................33 
6.6.3 Materiales ............................................................................................33 
6.6.4 Procedimiento ......................................................................................33 
6.6.5 Tinción de raíces y determinación del porcentaje de infección de los hongos 
MA en raíces de Pseudosamanea guachapele ..................................................34 
6.6.6 Materiales ............................................................................................34 
6.6.7 Procedimiento ......................................................................................34 

 Semillas..........................................................................................................35 
6.7.1 Proceso de desinfección ......................................................................35 
6.7.2 Proceso de escarificación ....................................................................35 

 Sustrato ..........................................................................................................35 
 Pruebas de inoculación en vivero ...................................................................35 

 Diseño experimental .......................................................................................35 
6.10.1 Tratamientos: .......................................................................................36 
 Variables ........................................................................................................38 
 Análisis de datos ............................................................................................39 
6.12.1 Pruebas de comparación con medias de Tukey...................................39 

7. Resultados y discusión .......................................................................................... 40 

 Variables agronómicas. ..................................................................................40 
7.1.1 Crecimiento de las plantas ........................................................................40 
7.1.2 Longitud de raíz. .......................................................................................43 
7.1.3 Diámetro Basal .........................................................................................44 
7.1.4 Peso verde basal. .....................................................................................46 
7.1.5 Peso seco basal. .......................................................................................48 
7.1.6 Materia seca basal. ...................................................................................48 
7.1.7 Peso verde radicular. ................................................................................50 
7.1.8 Peso seco radicular. ..................................................................................51 
7.1.9 Materia seca radicular. ..............................................................................52 

7.2. Variables microbiológicas. ..................................................................................53 
7.2.1 Formación de nódulos. ..............................................................................54 
7.2.2 Evaluación Micorrízica: .............................................................................57 
7.2.2.1. Numero de esporas. ..............................................................................57 
7.2.2.2 Colonización. .........................................................................................58 

8. Conclusiones y Recomendaciones ....................................................................... 60 

 Conclusiones ..................................................................................................60 
 Recomendaciones ..........................................................................................61 

Bibliografía ..................................................................................................................... 62 



 

Lista de figuras 

Pág. 

Figura 1. Individuo adulto en la vía Medellín - Santa Fe de Antioquia (1), Corteza (2). Ramas y 

flores (3), Fruto y flores (4) ........................................................................................................16 

Figura 2. Partes de la micorriza ................................................................................................19 

Figura 3. Esporas e hifas y raicillas micorrizadas asociadas con Iguá Pseudosamanea 

Guachapele. .............................................................................................................................20 

Figura 4. Dinámica del Fósforo.................................................................................................21 

Figura 5. Formación de un Nódulo. ..........................................................................................22 

Figura 6. Morfología del Nódulo de Iguá Pseudosamanea Guachapele. ..................................23 

Figura 7. Raíz con presencia de Nódulos asociados con Iguá Pseudosamanea Guachapele. .23 

Figura 8. Mapa del Municipio de Barbosa (Antioquia). .............................................................27 

Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de muestreo, preservación y aislamiento ...................32 

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de aislamiento, conteo de esporas y colonización. ..34 

Figura 11. Diagrama de campo para el montaje del experimento. ............................................37 

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de campo y recolección de información. ..................38 

Figura 13. Evaluación de variable altura muestreo al cuarto mes. ............................................42 

Figura 14. Evaluación variable longitud de raíz muestreo al cuarto mes. .................................43 

Figura 15. Evaluación variable diámetro basal en las unidades experimentales. ......................45 

Figura 16. Evaluación de las variables peso verde y seco basal. .............................................47 

Figura 17. Procesamiento de raíces para posterior evaluación del peso verde radicular. .........50 

Figura 18. Evaluación de la variable número de nódulos. ........................................................54 

Figura 19. Evaluación variable conteo de esporas muestreo al cuarto mes..............................58 

 

 

 



 

Lista de tablas 

Pág. 

 

Tabla 1. Respuesta a la inoculación y fertilización química sobre la Altura (cm), Longitud Raíz 

(cm) y el Diámetro basal (mm) ..................................................................................................40 

Tabla 2. Respuesta a la inoculación y fertilización química sobre el crecimiento basal .............46 

Tabla 3. Respuesta a la inoculación y fertilización sobre el desarrollo radicular .......................50 

Tabla 4. Respuesta a la inoculación y fertilización sobre variables microbiológicas ..................53 

 

  



1 

 

Resumen 

La especie arbórea multipropósito Pseudosamanea guachapele conocida en Colombia como 

Iguá o cedro amarillo, establece simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno y con micorrizas 

vesículo arbusculares. Se realizó el aislamiento de cepas nativas de rizobios de árboles sanos 

procedentes del municipio de San Jerónimo Antioquia. Se seleccionó una cepa identificada como 

del género Bradyrhizobium sp. para ser evaluada individualmente y en mezclas con un inóculo 

mixto comercial de micorrizas (Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus 

mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana). El efecto de la 

inoculación en P. guachapele se evaluó en fase de vivero durante cuatro meses bajo un diseño 

de bloques completamente al azar, siete tratamientos y tres repeticiones por tratamiento. Se 

realizaron mediciones mensuales de las variables agronómicas y microbiológicas. El efecto de la 

coinoculación de micorrizas y Bradyrhizobium en P. guachapele se vio evidenciada en el 

crecimiento basal con incrementos del 58,96%, en el peso seco basal con 207% y la materia 

seca basal del 39% respecto al tratamiento con fertilización química. En el desarrollo radicular 

se presentaron incrementos del 337% y 530% en el peso verde y seco radicular respectivamente, 

respecto al tratamiento con fertilización química. Microbiológicamente, se obtuvieron incrementos 

del 59% y 320% en el número y peso seco de los nódulos sobre el tratamiento sin fertilización. 

De igual manera, el porcentaje de colonización y número de nódulos presentaron incrementos 

del 61% y 59% respecto al tratamiento con fertilización química. El tratamiento que presentó las 

mejores respuestas fue el T1 conformado por 50 gramos de micorrizas e inoculación con 

Bradyrhizobium. 

 

 

Palabras clave: Pseudosamanea guachapele, Endomicorrizas, Bradyrhizobium,  Coinoculación 
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Abstract 

The multipurpose arboreal species Pseudosamanea guachapele known in Colombia as Iguá or 

yellow cedar, stable symbiosis with nitrogen-fixing bacteria and vesicular arbuscular mycorrhizae. 

Isolation of native strains of rhizobia from trees from the municipality of San Jerónimo Antioquia 

was carried out. A strain identified as of the genus Bradyrhizobium sp. was selected to be 

evaluated individually and in mixtures with commercial mixed inoculum of mycorrhizae (Glomus 

fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora 

rugosa and Entrophospora colombiana). The response to coinoculation in P. guachapele was 

evaluated in the nursery for four months under a completely randomized block design, seven 

treatments and three repetitions per treatment. Monthly measurements of agronomic and 

microbiological variables were made. The effect of the inoculation of mycorrhiza and 

Bradyrhizobium P. guachapele was evidenced in the basal growth with increases of 58,96%, 

basal dry weight with 207% and basal dry matter of 39% with respect to the treatment with 

chemical fertilization. In radicular development there were increases of 337% and 530% in green 

weight and dry radicular, compared to treatment with chemical fertilization. Microbiologically, 

increases of 59% and 320% were obtained in the number and dry weight of the nodules on the 

treatment without fertilization and inoculation. The percentage of colonization and number of 

nodules showed increases of 61% and 59% with respect to the treatment with chemical 

fertilization. The treatment that presented the best answers was the T1 mycorrhiza 50 g and 

Bradyrhizobium. 

 

 

Keywords: Pseudosamanea guachapele Endomycorrhizae, Bradyrhizobium, Coinoculation   
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1. Introducción 

Los sistemas agropecuarios en Colombia contribuyen en el producto interno bruto en un 5.3% 

(DANE.Departamento Administrativo Nacional de Estadistas, 2014), se trata de un reglón que 

genera el 26% de la riqueza nacional, satisfaciendo parte de la demanda alimentaria de la nación 

y generando el 21% del empleo del país, es el sector que más involucra la ocupación de personas 

tanto a nivel rural como agroindustrial (7.5%) y del total de empleos generados por la agricultura 

en donde más del 50% son representados por el café y la ganadería (Guevara, 2002). 

En este mismo sentido, para la economía de Colombia el sector ganadero es uno de los soportes 

más importantes, pues participa con cerca del 3.5% del producto interno bruto (PIB) Nacional, 

del 26% del PIB agropecuario y del 56% del PIB pecuario, además tiene una participación muy 

importante dentro de la economía rural colombiana porque genera unos 950.000 empleos 

directos, esto es la cuarta parte del total agropecuario y casi el 7% del total nacional (Lafaurie, 

2008).  

El  Censo Nacional Agropecuario (DANE.Departamento Administrativo Nacional de Estadistas, 

2016) permitió identificar el uso y la cobertura del suelo, entre los principales resultados obtenidos 

se destaca que del área total censada (111,5 millones de ha), el 56,7% corresponde a bosques 

naturales; el 38,6% tiene uso agropecuario; el 2,2%, uso no agropecuario y el 2,5% está 

designado para otros usos. En la distribución del área destinada al uso agropecuario, que 

equivale a 43,0 millones de ha, el 80,0% corresponde a pastos y rastrojos; el 19,7%, a tierras 

con uso agrícola; y el 0,3% está ocupado con infraestructura agropecuaria. En lo que concierne 

al área con uso agrícola (8,5 millones de ha), el 83,9% corresponde a cultivos (7,1 millones de 

ha); el 13,6% está asignado para áreas en descanso; y el 2,5%, para áreas en barbecho. El 

inventario bovino del territorio nacional para el año 2014 fue de 21.502.811 cabezas. De este 

total, el 35,8% del inventario bovino en el área rural dispersa censada se encuentra en los 
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departamentos de Antioquia, Córdoba, Casanare y Meta, es decir, 7.692.857 cabezas de ganado 

(DANE.Departamento Administrativo Nacional de Estadistas, 2016). 

Actualmente,  de acuerdo al Censo Pecuario Nacional (ICA, 2018), la Población Bovina en el 

país está distribuida en 599.953 predios y constituida aproximadamente por 26’367.814 

animales, ubicados principalmente en los departamentos de Antioquia (11,52%), Córdoba 

(8,12%), Casanare (7,56%), Meta (7,39%), Caquetá (6,86%), Santander (6,05%), Cundinamarca 

(5,39%), Cesar (5,37%), Magdalena (5,16%) y Boyacá (4,45%) que agrupan el 67,87% de la 

población total nacional. 

De acuerdo con estas estadísticas, en nuestro país la ganadería ocupa un lugar importante en 

el sector agropecuario reflejado en la extensión de tierra destinada a la siembra de pasturas y el 

aumento del censo bovino. Sin embargo, la producción ganadera se da en su mayoría de forma 

extensiva con bajo nivel tecnológico y poca inclusión de árboles (Vergara, 2010). Donde los 

impactos generados por la ganadería causados por la sobreutilización de áreas pastoriles en 

todo el país han acarreado la pérdida de fertilidad y la degradación del recurso suelo, además de 

la transformación de numerosas áreas de ecosistemas naturales principalmente bosques de 

trópico bajo, bosques andinos, páramos y humedales. Es así, que entre los años 1960 y 1995 

los bosques naturales se redujeron de 94.6 a 72.4 millones de hectáreas, mientras que la 

ganadería se incrementó de 14.6 a 35.5 millones de hectáreas, cifra que ha venido aumentando 

en los últimos años a 40 millones de hectáreas (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008). 

Pese a estos aumentos en área de pasturas, la producción de leche y carne evidencian un bajo 

crecimiento de productividad el cual ha decrecido en un 3% anual promedio, por las variaciones 

en el precio de los insumos y la disponibilidad de forraje verde para el alimento de los animales 

(DANE.Departamento Administrativo Nacional de Estadistas, 2014), expresado en baja carga 

animal (0,46 carga animal por hectárea) (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008) y bajos índices de 

producción por animal siendo el segundo país más costos de América para la producción de 

leche ($835 litro de leche) (Hernández, 2014). 

Los bajos indicadores zootécnicos y la problemática ambiental han generado la necesidad de 

evaluar nuevos métodos que permitan incrementar los rendimientos agrícolas y forestales, junto 

con el desarrollo de una agricultura y silvicultura sostenible. En los últimos años se ha generado 

un activo desarrollo de sistemas agropecuarios ecológicos, sistemas holísticos de gestión de la 

producción que fomentan y mejoran la salud del agroecosistema y en particular la biodiversidad, 

los ciclos biogeoquímicos y la actividad biológica del suelo. Se basan en un reducido uso de 
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insumos externos y la no utilización de fertilizantes y plaguicidas de síntesis química, impulsado 

por la creciente sensibilidad del consumidor, que está exigiendo productos más sanos que no 

afecten su salud; en temas relacionados con la seguridad alimentaria, inocuidad, impactos 

ambientales y sociales, entre otros, dirigiendo su interés hacia productos que provengan de 

sistemas amigables con el medio ambiente (Murgueitio et al; 2009). 

Los sistemas silvopastoriles son una alternativa socioeconómica y ambiental para la ganadería 

tropical mundial, dadas sus interacciones ecológicas e impactos económicos. En el trópico bajo 

colombiano, la incorporación de árboles en las praderas, principalmente especies fijadoras de 

nitrógeno, además de ofrecer un ambiente de bienestar para los animales, puede ser utilizada 

como barrera rompevientos, para control de erosión y mejorar la fertilidad de los suelos, 

originando beneficios productivos, ecológicos y económicos. Adicionalmente, ofrecen otros usos 

complementarios como son la producción de madera y frutos, la contribución a un microclima, la 

oferta de hábitat para la fauna silvestre, la regulación hídrica en cuencas hidrográficas y una 

mayor belleza del paisaje, proporcionándole otros ingresos al productor y ofreciendo mayor 

estabilidad económica a la empresa ganadera (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008; Chamorro 

y Rey, 2010; Chamorro, 2012).  

Dentro de los sistemas silvopastoriles de trópico bajo es necesario identificar y evaluar nuevas 

especies multipropósito, es así como,  la especie nativa forrajera Pseudosamanea guachapele 

(Kunth) Harms, leguminosa conocida por su capacidad de fijación biológica de nitrógeno, 

presenta altos contenidos nutricionales como alimento para rumiantes al contener niveles de 

proteína del 17 al 24%, niveles de fenoles inferiores al 6%, FDN y FDA de 63% y 37%, 

respectivamente (Cárdenas, Ángel Botero y Pérez, 2011). Además, las investigaciones en 

sistemas silvopastoriles realizados por el grupo de investigación Agroforestería y biodiversidad 

tropical, han demostrado los efectos positivos de esta especie en arreglos silvopastoriles 

(Chamorro, 2012). Por lo tanto, puede ser objeto de estudio como una especie forrajera 

promisoria para mejorar la productividad ganadera. 

Acorde con la producción ganadera climáticamente inteligente, se viene reemplazado el uso la 

fertilización de síntesis química, por productos orgánicos e inoculantes microbianos disponibles 

en el mercado principalmente micorrizas y rizobios, la cual se plantea como una alternativa 

segura, efectiva y económica para recuperar la productividad de los suelos (Perea et al; 2009; 

Rey, Barahona, y Chamorro, 2014; Chamorro, 2012). 
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Los inoculantes microbianos han sido incorporados en prácticas de campo en todo el mundo con 

resultados satisfactorios, aunque, comparando con aplicaciones químicas en la agricultura, su 

presente impacto en los agromercados es pequeño. Sin embargo, la industria de agroquímicos 

cada día está más abierta al concepto de inoculantes biológicos, lo que ha generado un interés 

genuino en desarrollar productos microbianos confiables y que puedan actuar como 

complementos a los químicos que hay actualmente en el mercado y que están disponibles para 

el productor a un precio aceptable (Boraste et al; 2009; Rey, Barahona, y Chamorro, 2014). 

Por lo anteriormente mencionado, esta investigación estuvo enfocada en la evaluación de la 

coinoculación de cepas nativas de Rhizobium, Endomicorrizas y fertilización química sobre el 

crecimiento y desarrollo de Pseudosamanea guachapele sobre variables dasométricas y 

microbiológicas en la fase inicial de crecimiento. 
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2. Formulación del problema  

 

El sector agropecuario en Colombia a pesar de haber avanzado en tecnología, en cuanto al uso 

del suelo, registra todavía deficiencias que tienen que ver con: Pérdidas de suelo laborable, baja 

fertilidad y productividad de los sistemas de producción agropecuaria.  

En regiones con suelos de escasa fertilidad, en terrenos de minifundistas y pequeños 

agricultores, el alto costo de los fertilizantes y las pérdidas de este elemento por lixiviación, hacen 

difícil un rendimiento sostenido de las pequeñas áreas de producción. A lo anterior, se suma la 

necesidad cada vez más sentida del agricultor de áreas marginales, por disminuir el tiempo o 

duración del barbecho o rastrojo, antes de establecer un nuevo cultivo.  

Cada día es necesario proporcionar al campesino pequeño propietario una tecnología barata, 

mediante un aprovechamiento racional e integral de muchas especies vegetales que 

generalmente son subutilizadas y que en numerosas circunstancias constituyen: Un forraje, un 

alimento humano directo, una cerca o lindero, un control natural de malezas, una cobertura 

enriquecedora del suelo, un sombrío adecuado.  

En la mayoría de los casos, la bondad de tales plantas se manifiesta simultáneamente en un 

beneficio o uso múltiple, cuyas modalidades de su empleo van desde la plantación homogénea, 

hasta su asociación con cultivos convencionales. El grupo de plantas conocidas como 

leguminosas se han venido utilizando, aunque en pequeña proporción, pues aún son poco 

conocidas muchas de las especies herbáceas, bejucosas, arbustivas y arbóreas de nuestras 

regiones selváticas.  

La carente información sobre el uso y manejo de las especies arbóreas y arbustivas en los 

sistemas ganaderos ha limitado las prácticas sostenibles agropecuarias, que se reflejan en 

ampliación de la frontera agrícola e implementación de sistemas de producción extensivos, que 
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generan impactos ambientales negativos. Por tal razón, es necesario identificar especies con 

aptitud forrajera, mediante el rescate del conocimiento tradicional (Gallego,Morales y Vivas, 

2011). 

Trabajos en Silvopastoreo realizados por el Grupo de Investigación Agroforestería y 

biodiversidad Tropical, han mostrado sus efectos positivos sobre una producción ganadera 

ecológica. Los sistemas silvopastoriles como bancos de proteína, arboles dispersos en praderas 

y cercas vivas, principales arreglos evaluados en producción animal, han presentado 

incrementos en la producción de leche con un promedio de un 24% y ganancias de peso 

cercanas a 900 g/día (Chamorro, 2010; Broom, Galindo, Murgueitio,2013).  

Sin embargo, el número de especies leñosas en Trópico bajo vinculadas directamente en la 

investigación es mínima, comparada con la megadiversidad del País. Además, las experiencias 

de productores y campesinos, algunas de ellas ancestrales; demuestran que la aplicación de 

estos sistemas agroforestales con especies nativas, aportan beneficios productivos y además 

existe claramente efectos ambientales, y sociales. 

Existe un número considerable de especies forrajeras arbóreas nativas adaptadas a un amplio 

rango de zonas agroecológicas y zonas de vida. Dentro de estas especies, algunas se han 

utilizado por décadas en linderos y como arboles maderables, y han sido reportadas por los 

productores y observaciones de los autores sobre ramoneo de los bovinos como el caso de 

Pseudosamanea guachapele. Por lo tanto, se plantea que es necesario en alianzas estratégicas 

iniciar un proceso de investigación sistemático con esta especie y generar conocimiento en 

sistemas silvopastoriles productivos y amigables con el ambiente en el bosque seco tropical.  

Por lo tanto, se plantea que en conjunto con alianzas estratégicas del sector, se inicie procesos 

de investigación sistemática, en sistemas silvopastoriles productivos y amigables con el medio 

ambiente en el bosque seco tropical (BST) con esta especie. En virtud que P guachapele 

presenta bondades como: reportes de ramoneo, capacidad para fijar nitrógeno, calidad 

nutricional, capacidad de rebrote y aporte de sombra difusa; características que permiten explicar 

la respuesta animal, asociada con un mejor balance de nutrientes en el sistema silvopastoril 

(Cárdenas, Ángel, y Pérez, 2011). 

Algunos suelos de los Valles interandinos son ácidos, con presencia de aluminio y bajo contenido 

de elementos nutricionales como P, K, Ca y Mg, los cuales son esenciales para las plantas 

(Jaramillo, 2002), lo que limita la incorporación de especies leñosas, además de la baja 
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disponibilidad de germoplasmas de leñosas que se adapten a las condiciones edáficas 

contrastantes propias de suelos de estos valles. 

En este contexto, los microorganismos benéficos del suelo específicamente los rhizobium y 

micorrizas interactúan con las raíces de las plantas, creando un ambiente dinámico que mejora 

la estructura y fertilidad del suelo, donde la simbiosis bacteria, hongo y planta se beneficia 

metabólicamente del reciclaje de nutrientes (Pedraza et al;2010). 

Teniendo en cuenta lo anterior, desde un proceso sistemático de evaluación Agrozootecnica de 

especie leñosa como Iguá Pseudosamanea guachapele dada su gran cobertura en los Valles 

interandinos, es necesario incluir fases iniciales de investigación donde se evidencie su 

interacción con microorganismos, y evaluar integralmente esta leguminosa Arbórea, iniciando 

procesos de selección y escalamiento.  

Por lo tanto, en la FASE I. se realizó la evaluación de variables dasométricas de las especies 

Iguá Pseudosamanea guachapele durante la fase de vivero bajo el uso de dos biofertilizantes 

(Micorrizas y Rhizobium). Este proyecto se enmarca en las líneas de investigación de la 

ECAPMA, Alimentación, Metabolismo y Nutrición Animal y Biodiversidad y Recursos Genéticos. 
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3. Justificación  

Los sistemas agropecuarios tradicionales en los Valles interandinos, han disminuido su 

productividad de manera gradual y sistemática, efecto atribuido entre otros factores, a la pérdida 

de la capacidad productiva de los suelos, las bajas precipitaciones características de la región, 

baja disponibilidad de aguas para sistemas de riego, escasa cobertura y a la compactación de 

los suelos creando condiciones desfavorables para la producción ganadera debido a la baja 

capacidad de retención de humedad del suelo, lo cual se agudiza con las altas tasas de 

evapotranspiración ocasionando déficit hídricos considerables (de 1.000 a 1.500 mm por año) 

que conlleva a la deficiente producción y calidad de gramíneas y leguminosas forrajeras y el 

descenso marcado en la oferta de biomasa forrajera presentada en la época de sequía, conduce 

a la disminución en los indicadores de producción zootécnica y por consiguiente de los ingresos 

de los productores (Chamorro, 2002). 

La disponibilidad y calidad del forraje en oferta, está limitada por diversos factores como lo son 

los cambios climáticos, la distribución de las precipitaciones, la composición de los suelos, la 

calidad nutricional y adaptación de las especies y el manejo de las praderas. La baja producción 

zootécnica de los bovinos en el bosque seco tropical está directamente asociada con el mayor 

contenido de pared celular, el menor porcentaje de proteína y la menor digestibilidad, que origina 

un menor consumo voluntario de la materia seca, no satisfaciendo los requerimientos 

nutricionales en las fases productivas de alta demanda de nutrientes, lo cual causa 

estacionalidad en la producción de leche y carne, afectando  la rentabilidad de las empresas 

ganaderas (Fonseca, 2007; Chamorro, 2002) . 

Debido a estos problemas ambientales de clima y suelo que presenta el bosque seco tropical, se 

requiere de la utilización de alternativas de bajo costo, que mejoren la oferta de alimento en 

época de sequía, con la optimización de plantas forrajeras arbóreas con alto potencial de 

rendimiento en calidad, producción y resistencia a las sequías.  
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Para lograr la sostenibilidad y la productividad de los sistemas de producción del trópico bajo, 

estos deben estar directamente relacionados con el manejo y producción de recursos forrajeros 

que le proporcione mayor disponibilidad y calidad de materia seca, para lo cual se debe 

incorporar al sistema leguminosas arbóreas forrajeras, las cuales mejoran la principal limitante 

para la producción animal como es el consumo voluntario durante la época de sequía (Chamorro, 

1998).  

Las actividades ganaderas requieren del uso directo de recursos naturales como el sol, el agua, 

el suelo y la flora. De la forma cómo los use y aproveche el ganadero, dependerá la intensidad, 

calidad y duración de esta actividad fundamental para la economía, la alimentación, el desarrollo 

regional y la cultura.  

La iniciativa de incluir árboles en potreros se implementa para disminuir los costos de producción, 

reducir los riesgos de plagas en los pastos, ayudar a prevenir la erosión en las áreas pendientes 

y mejorar las condiciones actuales de los suelos. Cuando la población de árboles leguminosos 

como guamos, algarrobillos, acacias, búcaros o trupillos está entre 25 a 40 individuos por 

hectárea, se logra una reducción cercana al 30% en la fertilización nitrogenada  

(Moreno et al; s.f).   

Adicionalmente, se reducen los costos de labranza y adecuación de suelos compactados, se 

incrementa la productividad y sostenibilidad de las fincas ganaderas al permitir la intensificación 

en la producción de forrajes y mejoramiento de la dieta, permitiendo la alimentación y 

suplementación estratégica animal a lo largo del año o en épocas críticas.  

En los meses sin lluvias la mayoría de los árboles leguminosos nativos fructifican, llegando a 

aportar entre el 20% y el 50% de la materia seca consumida por el ganado, en forma de 

legumbres ricas en energía y proteína de alta digestibilidad. Además, suministran sombra para 

el ganado disminuyendo el estrés calórico y haciéndolo más eficiente en la producción de carne, 

leche o crías (Chamorro y Rey, 2008).  

Por tal razón, es importante realizar investigaciones enfocadas a la caracterización botánica y 

nutritiva de las leguminosas nativas arbóreas, con el fin de evaluar su potencial forrajero y calidad 

nutritiva ya que la investigación se ha limitado a investigar en pocas especies destacándose las 

arbóreas, Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, Erythrina poeppigiana  y Prosopis juliflora. 
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Teniendo en cuenta lo anterior, se requiere en el bosque seco tropical, investigar y evaluar 

nuevos recursos leguminosos leñosos, e iniciar procesos de selección y escalamiento de algunas 

especies nativas que han demostrado por su presencia en estos ecosistemas su gran 

adaptación, este es el caso de la especie Iguá Pseudosamanea guachapele especie muy 

distribuida en Colombia, Ecuador, México, Islas del Caribe y usada tradicionalmente como 

proveedor de postes para cercas, por lo anterior, es necesario iniciar la investigación desde la 

fase de vivero y potencializar su desarrollo aéreo y radicular con la identificación de sus 

microsimbiontes, por medio de procesos de aislamiento y su posterior aplicación como 

biofertilizantes; como es el caso del Rizobio y las Micorrizas que pueden fijar nitrógeno y, 

solubilizar y absorber del fósforo respectivamente, incrementando el crecimiento vegetal, 

(Mosse, 1981). La fijación del nitrógeno por las bacterias del género Rhizobium es un proceso 

que requiere de energía en forma de ATP (Jones, 1974), por lo que la micorriza que comúnmente 

se hallan en simbiosis con las leguminosas, pueden aumentar la absorción del fósforo debido a 

la capacidad de estas estructuras para solubilizar el fósforo capturado en un mayor volumen de 

suelo explorado; transfiriéndolo luego a la raíz del hospedero (Asimi, Gianinazzi-Pearson, & 

Gianinazzi, 1980). 

La especie Pseudosamanea guachapele se distribuye desde el sureste de México hasta 

Ecuador, crece entre los 0-1.500 m.s.n.m; principalmente en el Bosque seco Tropical (Bs-T); en 

el departamento de Antioquia es frecuente encontrarlo en el cañón y valle del bajo cauca y 

vertiente oriental de la cordillera occidental. Su madera es de color amarillo, medianamente dura, 

muy empleado en ebanistería y construcciones; se le considera recuperador de suelos y 

forrajero; por su porte y copa es propicio como ornamental en zonas urbanas muy amplias como 

parques, retiros de quebradas, glorietas y zonas amplias (Alcadia de Medellín, 2011). 

Es importante anotar que el Grupo de investigación Agroforestería y biodiversidad tropical, ha 

generado estrategias para los ecosistemas del bosque seco tropical, basado en sistemas 

silvopastoriles multiestrato sometidos a un manejo integrado tendiente a incrementar la 

productividad en donde el árbol juega un papel esencial en la relación suelo-planta-árbol-animal-

ambiente, porque además de aportar al sistema proteínas y minerales, mejoran el funcionamiento 

del ecosistema microbial del rumiante favoreciendo la degradación de la fibra e incrementando 

el consumo voluntario de materia seca reflejado en mayor productividad y sostenibilidad de las 

empresas ganaderas.  
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Además, de generar tecnologías en Silvopastoreo, que se convirtieron en un modelo regional 

dada la participación del Sector oficial y privado asociado con  la ganadería en Campoalegre, 

Huila, municipio representativo del  Valle cálido del Magdalena. Asimismo, realizando procesos 

de observación de la regeneración natural y el consumo voluntario de la especie Pseudosamanea 

guachapele en sistemas silvopastoriles establecidos en asocio con L. leucocephala, G. sepium 

en praderas de P. purpureum y Megathyrus maximus.  

Un estudio comparativo de la calidad forrajera de varias especies del género Albizia mostró que 

las hojas del Iguá tienen un 24% de proteína (Stewart & Dunsdon, 2000). La facilidad con que el 

iguá regenera en los pastizales lo convierte en una especie muy útil para la rehabilitación 

ecológica de tierras degradadas, la restauración de bosques y una fuente de proteína. 

Una fase inicial de este programa de investigación con Iguá es evaluar el efecto de la 

biofertilización y fertilización química sobre variables dasométricas de Pseudosamanea 

guachapele en fase de vivero, identificando los microorganismos simbióticos con énfasis en 

Rhizobium y micorrizas que se asocian a esta especie de manera que se haga un uso más 

eficiente de la capacidad genética de producción y calidad de biomasa de esta leguminosa, 

incluyendo estos microorganismos con un manejo integral, de recuperación de suelos, 

disminución de costos de producción y mayor calidad y producción de la oferta de biomasa a los 

rumiantes. 

Por lo anterior, esta investigación está enfocada a la optimización en calidad y producción de 

forraje de la especie Iguá Pseudosamanea guachapele, como árbol multipropósito, por medio de 

la práctica de inoculación de hongos micorrícicos arbusculares nativos y cepas de Rhizobium 

nativas, para mejorar los valores nutricionales, disminuir costos de producción sustituir en gran 

parte la fertilización química y ofrecer una mejor oportunidad de adaptación y supervivencia de 

Pseudosamanea guachapele. 
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4. Objetivos 

 Objetivo general 

 

Evaluar el efecto de la doble inoculación de cepas nativas de Rhizobium y micorrizas asociadas 

con la especie Pseudosamanea guachapele sobre variables agronómicas y microbiológicas. 

 Objetivos específicos 

 

 Recolectar, aislar e identificar cepas nativas de Rhizobium asociadas con la especie 

Pseudosamanea guachapele en Valles Interandinos. 

 

 Evaluar la efectividad de las cepas de Rhizobium asociadas con micorrizas 

seleccionadas, sobre el desarrollo inicial en plantas de Pseudosamanea guachapele. 

 

 Evaluar las variables agronómicas durante la fase de vivero bajo el uso de dos 

biofertilizantes (micorrizas y Rhizobium) comparado con un fertilizante químico. 
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5. Marco teórico 

 Modelo de leguminosas y leñosas 

En un ensayo preliminar de evaluación nutricional del Iguá Pithecellobium guachapele del Huila, 

reportan niveles de proteína del 17 al 24%, niveles de fenoles inferiores al 6%, FDN y FDA de 63 

y 37, respectivamente y concluyen que el Iguá es una forrajera de muy buena calidad nutricional 

para ser usada en la alimentación de rumiantes (Cárdenas, Ángel y Pérez, 2011).   

Según (Rojas y Suarez 2015; Morales y Sarmiento 2008), el Iguá Pseudosamanea guachapele 

(Kunth), es un árbol nativo de la zona de Bosque seco tropical, del departamento del Huila, del 

cual actualmente, sólo se aprovecha la madera de plantas de 20 a 30 años, para la fabricación 

de construcciones rurales como estantillos en potreros y/o linderos, vigas, tablas, tablones, etc.  

Es importante mencionar que, además, de la buena calidad nutricional del forraje, excelente 

palatabilidad, capacidad de fijación de nitrógeno, la especie Pseudosamanea guachapele por la 

rápida degradación de las hojas en el suelo, se puede incluir en los sistemas de producción como 

abono verde (Rey, Chamorro, Correa y Rodríguez, 2011). 

En países como “Costa Rica se ha usado en plantaciones de pequeña escala (<200 ha) para 

madera de aserrío y en el Salvador puede encontrarse como árbol de sombra en cafetales” 

(CATIE, s.f) y en general se encuentra surcando las fuentes de agua. 

Según Noboa (2016), al describir la ecología del Iguá, indica que su distribución natural abarca 

desde México hasta Bolivia (incluyendo Surinam y Venezuela y Ecuador). El hábitat en el que se 

encuentra es: elevaciones de 0-800 metros. Sin embargo, se ha plantado hasta una altitud de 

1200 m.  Esta especie no es capaz de tolerar mal drenaje o las inundaciones. Se desarrolla en 

suelos fértiles cerca de los ríos, la temperatura media anual: 20 - 40 º C. La media de precipitación 

anual: 700 - 2300 mm de suelo. Esta especie es caducifolia por lo que requiere una temporada 

seca anual de aproximadamente 4-5 meses.  Puede alcanzar 30 metros de altura, con troncos 
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de más de 30 cm de diámetro a la altura del pecho.  

La corteza es la característica más notable de este árbol, de color gris muy claro y además está 

cubierta de grandes y llamativas placas de tejido muerto como flecos. De hojas compuestas, 

pinnadas y alternas, grandes, de hasta 30 centímetros de largo, cubiertas en su cara posterior 

por un finísimo terciopelo de color amarillento (Alcadia de Medellín, 2011; Noboa, 2016). 

Las flores poseen largos y abundantes estambres de color blanco o crema, se desarrollan en 

grupos o inflorescencias grandes. Los frutos son legumbres secas y aplanadas de color café 

oscuro. Dentro de cada fruto podemos encontrar de 5 a 10 semillas pequeñas en forma de frijoles. 

El número de semillas por kilogramo está entre 23000 y 29000 semillas/kg. La madera esta lista 

desde 20 a 40 años. Es usado para arte y hacer muebles y las vainas sirven de comida para 

venado, y ardillas (Noboa, 2016). 

 

Figura 1. Individuo adulto en la vía Medellín - Santa Fe de Antioquia (1), Corteza (2). Ramas y 
flores (3), Fruto y flores (4) 

Fuente: (Alcadia de Medellín, 2011) 
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Como afirma Chamorro et al; (2007) esta especie crece en zonas subhúmedas y secas, siendo 

dominante en el paisaje de terrazas sobre el Magdalena en el Departamento del Huila y Tolima, 

y abundante en el cañón del Cauca y en Antioquia. Las hojas son un forraje para el ganado de 

alta calidad, palatables con un 24% de proteína.  

Aunque por el momento no son usadas ampliamente en América para este propósito, este uso 

tiene un enorme potencial. Las hojas se descomponen rápidamente por lo que pueden ser 

usadas también como abono verde aunada a su capacidad de fijar nitrógeno. Se conocen 

algunos análisis del valor nutricional donde los contenidos de proteína cruda son de 24%, materia 

seca de 34%, FDN del 63%, FDA del 37% y una degradabilidad del 68.2%, confirmando su 

potencial forrajero (Cárdenas, Ángel y Pérez, 2011). 

Además, se ha implementado en varios sistemas silvopastoriles, donde alcanza excelentes 

aportes. En rotación de praderas de (42 a 45 días) el Igua se mantiene, demostrando su 

capacidad de rebrote y resistencia al ramoneo; a partir de estas observaciones crece la 

expectativa, como una especie promisoria en sistemas silvopastoriles para ramoneo, no obstante 

se deben realizar evaluaciones, del manejo agrozootécnico para incluirla en sistemas 

silvopastoriles (Hernández, 20011).   

En la actualidad es creciente el interés por incorporar a la actividad agropecuaria, de una manera 

más intensiva, un mayor número de especies de leguminosas considerando su potencial de 

fijación de nitrógeno, este aspecto es importante, especialmente, en regiones donde por el uso 

inadecuado de la tierra y/o la intensidad de cultivo, la cantidad de nitrógeno en el suelo presenta 

niveles críticos.  

En el trópico colombiano existe una gran riqueza biológica de especies de leguminosas, muchas 

de ellas poco conocidas en cuanto a sus potencialidades y usos. El Convenio CONIF-HOLANDA, 

incluye dentro de sus programas de investigación especies de leguminosas asociadas a cultivos 

agrícolas. En este contexto inició estudios de identificación de leguminosas naturales en tres 

diferentes regiones de Colombia (Guaviare, Urabá y Medio Atrato-Chocó) examinando sus 

características como fijadoras de nitrógeno y otras particularidades, y su posible uso en 

actividades de índole agroforestal (Múnevar, 1982). 

En una investigación realizada en el estado de Río de Janeiro (Brasil). Se midió el depósito de 

hojarasca y la transferencia de nitrógeno en cultivos homogéneos de Iguá (Pseudosamanea 

guachapele) y eucalipto (Eucalyptus grandis) y en cultivos mixtos de ambas especies, siete años 
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después de establecidos. La producción anual de hojarasca no tuvo diferencias significativas 

entre los tres arreglos forestales: 12,75 t/ha para Iguá, 11,84 t/ha para eucalipto y 12,44 t/ha para 

las plantaciones mixtas. Sin embargo, cuando se combinan las dos especies, la hojarasca del 

Iguá acelera en cuatro meses la incorporación de los residuos del eucalipto al suelo, en 

comparación con lo que ocurre en la plantación homogénea (de Carvalho Balieiro et al; 2004). 

Algunos otros atributos interesantes de este árbol son su capacidad de rebrotar después de las 

quemas, buen crecimiento y tolerancia a temporadas secas, alta producción de biomasa forrajera 

de buena calidad, alta rentabilidad financiera para pequeños, medianos y grandes productores, 

Cobertura total del suelo durante todo el tiempo que reduce al mínimo  los  procesos  erosivos 

superficiales por acción del agua y el viento, reducen el consumo de madera para postes porque 

se utilizan cercas y cintas eléctricas, exigen un manejo cuidadoso del agua de abrevadero lo que 

obliga al ganadero a proteger y mejorar este recurso natural imprescindible, ayudan a reducir la 

carga de parásitos internos por la ruptura de ciclos de vida con la rotación y por el efecto de los 

metabolitos secundarios del Iguá, es un sistema ideal para alcanzar las metas de buenas 

prácticas ganaderas y luego la producción orgánica certificada para los nuevos mercados de 

leche y carne (Murgueitio et al; 2011). 

También ayudan a reducir la carga de parásitos internos, al romper su ciclo de vida con la rotación 

de praderas, además del efecto de los metabolitos secundarios del iguá. También es una 

alternativa ideal   para implementar en buenas prácticas ganaderas, que certifican una 

producción orgánica para el mercado de leche y carne (Murgueitio et al;2011). 

 Marco Conceptual 

5.2.1 Modelo biofertilizantes 

 

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) interactúan simbióticamente con el 80 % de las 

familias de plantas terrestres en las cuales son capaces de formar Micorrizas Arbusculares (MA), 

encontrándose en casi todos los ecosistemas terrestres (Smith & Read, 2008). 

Las micorrizas son asociaciones simbióticas mutualistas; prácticamente universales entre 

algunos hongos y raíces de las plantas. Esta interacción mutualista brinda un beneficio para el 

hongo y para la planta en la cual, el hongo se considera la parte más activa metabólicamente en 
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la absorción de nutrientes para la planta y ésta a su vez aporta al hongo nutrientes orgánicos 

(fuentes de carbono) procedentes de productos fotosintéticos y un hábitat ecológicamente 

protegido en la rizósfera (Azcón & Barea, 1980). Los hongos micorrízico arbusculares poseen 

tres componentes principales que son: la raíz de la planta hospedera, las estructuras formadas 

en el córtex radicular (arbúsculos, o vesículas) y el micelio o esporas extraradicales (Espinoza, 

2014). 

 

Figura 2. Partes de la micorriza 

Fuente: (Espinoza Antor, 2014) 

En forma general, los beneficios que representa esta asociación para la planta son muchos y 

muy variados, una de las  funciones más importante para la planta está relacionada con aspectos 

nutricionales ya que, desde el punto de vista de la planta se aumenta la superficie de absorción 

de la raíz de tal forma que está puede absorber y asimilar más agua y nutrientes minerales como 

los elementos poco móviles del suelo: K, Zn, S, Ca, Mo, B y principalmente el nitrógeno  y el 

fósforo (en forma de órgano-fosfatos) (Molina, Mahecha y Medina, 2005; Khalil, Gardezi, 

Márquez y Ayala, 2015). 

Además, de otros beneficios ligados a los nutricionales que estimula el crecimiento por la 

absorción de nutrientes no asimilables por la planta especialmente en suelos con bajos 

contenidos de nutrientes, como los son: detoxificación de los minerales pesados, reciclaje de 

nutrientes, tolerancia a condiciones de estrés hídrico, mayor tolerancia de la planta a patógenos 
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por la resistencia de la planta a enfermedades radicales (Guadarrama y Sánchez, 2004). 

Además, de inducir la síntesis de hormonas vegetales, ya que incrementan la capacidad de 

absorción de agua a través de las hifas aumentado su tolerancia a la sequía y aumenta la 

eficiencia de otros simbiontes como Rhizobium (Alarcón y Ferrara, 1999). 

El hongo a su vez toma los carbohidratos (producto de la fotosíntesis) los cuales son necesarios 

para su desarrollo, esto lo hace por medio de las células meristemáticas de los pelos radicales 

de la raíz de la planta. En consecuencia, la micorriza es una adaptación biológica que favorece 

a las plantas en su nutrición mineral, balance hídrico y desarrollo vegetal (Azcón & Barea, 1980). 

  

Figura 3. Esporas e hifas y raicillas micorrizadas asociadas con Iguá Pseudosamanea 
Guachapele. 

Fuente: El autor. 

El fósforo después del Nitrógeno es el elemento que participa en la nutrición de las plantas, este 

se encuentra en el suelo de forma orgánica como inorgánica con baja disponibilidad para las 

plantas; algunos microorganismos son capaces de solubilizar el fósforo convirtiéndolo en 

asimilables para las plantas, dentro de los que se destacan Hongos y bacterias (Perez, De la 

Ossa y Montes, 2012).  

La forma de liberación del fósforo pasa por un proceso de meteorización, lixiviación, erosión y 

extracción industrial como fertilizante de los depósitos de apatitas y depósitos naturales de 

fosfato (Aristizabal y Cerón, 2012).  

Se debe tener presente que el fósforo, a diferencia del nitrógeno, es un elemento prácticamente 

inmóvil en el suelo por lo que su absorción por parte de las raíces depende de la capacidad de 
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exploración de estas últimas. En este sentido, la micorrización proporciona una superficie de 

absorción incrementada y más eficaz (Coyne & Rasskin, 2000). 

Arévalo y Moreno (2014) afirman. “El ciclo del fósforo comienza con los iones de fosfatos 

disueltos, las plantas lo absorben a través de sus raíces y lo distribuyen en todas las células. A 

su vez, los animales lo adquieren al ingerir los vegetales. Al morir las plantas y los animales a 

través de sus excretas liberan fósforo insoluble y las bacterias que solubilizan fosfato transforman 

el fósforo en fosfatos inorgánicos disueltos” . Parte de estos compuestos son distribuidos por 

escorrentías, aves y otros animales terrestres, completando así el ciclo. 

Los hongos a través de la producción de ácidos disuelven los minerales a ácidos orgánicos 

(glicólico, láctico, cítrico, maléico) (Perez, De la Ossa, y Montes, 2012), acidificando el suelo y 

facilitando la absorción del fósforo para las plantas (Corrales, Arévalo y Moreno, 2014). 

 

Figura 4. Dinámica del Fósforo. 

Fuente: (Aristizabal Gutierrez & Cerón Rincon, 2012) 

Los rizobios, son bacterias del suelo, caracterizadas por su habilidad para infectar leguminosas 

e inducir la formación de nódulos fijadores de N2 en las raíces, aunque en algunos casos los 
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nódulos se forman en los tallos como en Sesbania y Aeschynomene (Posada, 2005, p 185). Son 

bacilos Gram negativos no esporulados, aunque se tornan pleomorfos en ciertas condiciones de 

crecimiento, son heterótrofos, aerobios móviles por la presencia de flagelos perítricos o polares 

(Rivera, 2012). La habilidad las cepas de formar nódulos determina la infectividad y la de fijar 

nitrógeno se denomina efectividad. Para la fijación de nitrógeno el Rhizobium obtiene la energía 

que requiere de la fotosíntesis (carbohidratos) que intercambia con la planta, gracias a su 

localización dentro de la planta. (CIAT, 1987); (Iñon). 

 

Figura 5. Formación de un Nódulo. 

Fuente: (Mayz Figueroa, 2004) 
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Figura 6. Morfología del Nódulo de Iguá Pseudosamanea Guachapele. 

Fuente: (Mora de Gonzalez, 1983). 

 

 

Figura 7. Raíz con presencia de Nódulos asociados con Iguá Pseudosamanea Guachapele. 

Fuente: El autor. 

Las bacterias del género Rhizobium son Gram negativas y aerobias obligadas que pertenecen a 

la familia Rhizobiaceae. Entre ellos se encuentran los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium y 

Azorhizobium. Estos microorganismos del suelo forman una asociación simbiótica con distintas 

especies de plantas, y durante la simbiosis son capaces de llevar a cabo la fijación de nitrógeno 

molecular (Mendez, 2010). 

Hay varias especies de Rhizobium las cuales se diferencian en cuanto a las leguminosas que les 

sirven de hospederos; de aquí se desprende que no todas las especies de Rhizobium pueden 
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nodular efectivamente cualquier leguminosa. La capacidad para causar nodulación y fijar 

nitrógeno, está relacionada con el pH del suelo, la especie de leguminosa, la bacteria y el clima. 

Otro limitante son el aluminio y las altas temperaturas (Paredes, 2013). 

Debido a que en muchos casos las poblaciones nativas de Rhizobium son infectivas, se ha 

puesto en práctica la inoculación de semillas de leguminosas con Rhizobium efectivos y 

compatibles. Las especies correspondientes a géneros catalogados como potencialmente 

fijadoras no son descartables, puesto que ameritan un análisis más exhaustivo respecto de la 

cepa de Rhizobium que tienen sus nódulos, si es efectiva o sólo infectiva.  

De ocurrir el último caso, es necesario a través de un mayor muestreo y de ensayos de laboratorio 

llegar a encontrar la especie de Rhizobium efectiva a la especie. Se indica lo anterior por cuanto 

siendo el color rojo el indicativo de presencia de leghemoglobina, supone fijación de nitrógeno 

en forma efectiva; sin embargo, hay tonalidades que como la carmelita oscura o el color 

anaranjado aportan dudas en el análisis de coloración que presentan los nódulos al efectuar un 

corte con cuchilla (Mora, 1983). 

Algunas bacterias, por ejemplo, Azotobacter que vive libre en el suelo, y Rhizobium que crece 

como simbionte en los nódulos de la raíz de leguminosas, así como cianobacterias, pueden fijar 

el nitrógeno gaseoso de la atmósfera, es decir reducirlo convirtiéndolo en nitrógeno orgánico. Por 

otra parte, las formas parásitas obligadas obtienen del hospedador los complejos constituyentes 

de su materia viva, de acuerdo con (Phaff, 1981) citado por (Carrillo, 2003). 

El ciclo bioquímico del nitrógeno comprende una serie de procesos microbiológicos químicos y 

físicos en el cual ocurren varías transformaciones simultáneas y en diverso sentido, en las que 

participan componentes orgánicos, inorgánicos y volátiles. El proceso de fijación del nitrógeno 

atmosférico molecular o dinitrógeno (N2), inicia con la reducción a la forma amoniacal por la 

intervención de la enzima nitrogenasa, la cual permite la reducción de N2 a nitrato (NO3) o iones 

de amonio (NO4), y otros sustratos, como lo es el acetileno (C2H2), el cual es reducido a etileno 

(C2H4) (Mayz, 2004). 

En el proceso de fijación del nitrógeno atmosférico que se encuentra en forma molecular (N2), se 

reduce a la forma amoniacal por la intervención de la enzima nitrogenasa es la que permite la 

reducción de N2 a nitrato (NO3) o iones de amonio (NO4), y otros sustratos, como lo es el acetileno 

(C2H2), que es reducido a etileno (C2H4) (Mayz, 2004). 
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Este importante elemento fertilizante, no se comporta en el suelo del mismo modo como la 

mayoría de los demás nutrientes. En la naturaleza, el nitrógeno pasa por un incesante ciclo de 

cambios, partiendo del Nitrógeno libre en la atmósfera, éste puede ser fijado por una descarga 

eléctrica o por las bacterias simbióticas (Rhizobium), de esta manera es utilizado como alimento 

o nutriente por las plantas. La fijación biológica de N2 contribuye con aporte de minerales al 

sistema suelo-planta esencial para la fertilidad del suelo y la productividad (Cerón y Aristizábal, 

2012). 

El nitrógeno puede llegar a formar parte del suelo de varias maneras, a saber: a) por procesos 

químicos como la oxidación de nitrógeno atmosférico por acción de rayos solares, descargas 

eléctricas, lluvias acidas. b) Por fijación biológica del Nitrógeno (Pellegrini, 2017).  

La fijación biológica de nitrógeno consiste en la conversión del nitrógeno atmosférico por acción 

de un microorganismo a una forma combinada que puede ser utilizada por la planta, directa o 

indirectamente. Por ejemplo, algunos microorganismos de vida libre o asociaciones simbióticas 

entre plantas y microorganismos participan en la fijación biológica del nitrógeno. Algunas plantas 

que participan en la fijación de nitrógeno, la cual se realiza por acción de microorganismos en 

vida libre, o por asociaciones simbióticas entre plantas y microorganismos. La fijación de 

nitrógeno por asociación de plantas leguminosas con bacterias Rhizobium es el sistema más 

importante, sin desconocer el de la asociación simbiótica de plantas no leguminosas con 

bacterias del género Frankia, en los cuales también hay formación de nódulos (Múnevar, 1982). 

Richardson y col. (2009) evaluaron en un suelo bajo en fósforo asimilable, la inoculación de 

Leucaena leucocephala con Glomus fasciculatum y dos cepas eficientes de Rhizobium sp. Los 

resultados mostraron que la doble inoculación mejoró el crecimiento de la planta y el rendimiento 

de biomasa seca, en comparación con la variante sin inoculación. 

La producción de nódulos en las plantas de Pseudosamanea guachapele es la respuesta a la 

infección producida a través de una cepa específica presente en el suelo o mediante una cepa 

específica inoculada en estas plantas. Sin embargo, no todas las cepas de Rhizobium son 

capaces de producir una fijación simbiótica efectiva en todas las leguminosas y pueden mostrar 

diferentes habilidades para nodular cuando son inoculadas, para ello es necesario hacer 

investigaciones para seleccionar las cepas de Rhizobium de mayor efectividad y asociación con 

Pseudosamanea guachapele.  

Por esta razón el presente trabajo está orientado a identificar, y evaluar la efectividad de 
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micorrizas arbusculares y la simbiosis de bacterias diazotróficas del género Rhizobium en la 

especie Iguá Pseudosamanea guachapele especie que se incluirá en fases avanzadas de 

evaluación en sistemas silvopastoriles multiestrato del Bosque seco Tropical (Bs-T). 
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6. Metodología  

 Localización 

El ensayo se realizó en el invernadero de la finca Villa Elena del corregimiento El Hatillo, el cual 

se encuentra ubicada en el Municipio de Barbosa (Antioquia), a 36 kilómetros de la ciudad de 

Medellín, Situado en el extremo norte del Valle de Aburra sobre la margen derecha del río 

Medellín en una estribación de la cordillera de los Andes. El municipio de Barbosa hace parte del 

Área Metropolitana y es paso obligado hacia el nordeste del departamento, Magdalena 

Medio, Santanderes, la Costa Norte, Venezuela y sirve como vía alterna con la capital del país. 

La zona se clasifica como bosque húmedo premontano 1.300 m.s.n.m; con Temperatura 

promedio de 25°c y una precipitación promedio anual de 2.000 mm. 

Limita al oriente con el Municipio de Santo Domingo, al occidente con el Municipio de Girardota, 

al norte con el Municipio de Don Matías y al sur con los municipios de Concepción y San Vicente. 

 

 

Figura 8. Mapa del Municipio de Barbosa (Antioquia). 

Fuente: (Saldarriaga, 2007). 
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Las muestras de suelo recolectadas para el aislamiento fueron llevadas a los laboratorios de 

Microbiología de la Universidad Nacional de Colombia sede de Medellín, donde se realizaron los 

aislamientos y multiplicación de las cepas de Rhizobium o Bradyrhizobium e identificación de las 

micorrizas asociadas a la especie en investigación.  

 

 Recolección de muestras 

 

Las muestras de Micorrizas y Rhizobium se recolectaron de suelo rizosférico y raíces nodulares 

de poblaciones naturales de la zona de influencia de Pseudosamanea guachapele, de la vía San 

Jerónimo (Antioquia), las muestras de suelo se utilizaron para realizar los análisis fisicoquímicos 

iniciales del ensayo. Se recolectó suelo, raíces y nódulos de tamaño grande a mediano de la 

parte superior de la raíz principal.  

En todos los casos se escogieron plantas vigorosas en la etapa de floración, sin indicios de 

ataque de plagas o enfermedades. Los nódulos fueron conservados en tubos con silica gel y 

algodón (Rey, Chamorro y Ramírez, 2005). 

 Materiales 

Tubos tapa rosca de 10 ml, silica gel, algodón, bolsas plásticas, pala, nevera, desecador. 

 Procedimiento de muestreo 

En las áreas seleccionadas se forma una capa superficial de aproximadamente 20 cm de 

profundidad, en la cual se entretejen las raíces del árbol que compiten eficientemente con otras 

especies vegetales.  

Se obtienen bloques de 20 cm por cada lado y 20 cm de profundidad a 50 cm de la base de cada 

uno de los árboles seleccionados.  

Se recolectaron aproximadamente 1500g de suelo los cuales se homogenizaron, se retiró las 

raíces para tinción y se extrajeron dos submuestras de 300g y 500g para aislamiento y conteo 
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de esporas, y para análisis físicos y químicos respectivamente, y el suelo restante se lleva a 5°C 

en nevera para su conservación. 

 Análisis de muestras 

6.5.1 Rhizobium 

6.5.2 Muestreo y preservación de nódulos 

6.5.3 Materiales 

Tubos con cierre hermético, Algodón, Sílica Gel Con Indicador de Humedad. 

6.5.4 Procedimiento 

Se ubicó en el fondo del tubo (1/3) sílica gel seca (color azul) y una mota de algodón. Se 

recolectaron las raíces de leguminosas en el campo y se guardaron, previa identificación, en 

bolsas plásticas. Es recomendable dejar suelo rizosférico recubriendo las raíces para evitar 

resecamiento de los nódulos. Una vez en el laboratorio se lavaron bien las raíces y se separaron 

cuidadosamente los nódulos, según (Rey, Chamorro y Ramírez, 2005).  

Se recolectaron nódulos que no presentaban daños de insectos, enfermedades o heridas, 

preferiblemente de tamaño mediano y grande. En cada tubo se colocaron nódulos de una sola 

planta. La sílica gel se cambió cada vez que tomó coloración rosada debido a la absorción de la 

humedad (Rey, Chamorro y Ramírez, 2005). 

Los datos que se utilizaron para la identificación de los nódulos fueron: Fecha de recolección, 

lugar de recolección, altura sobre el nivel del mar, datos climáticos del lugar, características del 

suelo, características de la ondulación (tamaño de nódulos, coloración interna número de 

nódulos, distribución en la raíz etc.) y nombre del recolector. 
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6.5.5 Aislamiento de cepas de Rhizobium 

6.5.6 Materiales 

Solución salina estéril 0.85 %, etanol 95%, hipoclorito de sodio agua destilada estéril, cajas de 

Petri con medio levadura manitol agar (LMA) y agar Rojo Congo, placas de vidrio o cerámica. 

6.5.7 Procedimiento 

Los nódulos fueron lavados y se separaron cuidadosamente de la raíz, y fueron almacenados en 

tubos con sílica gel. Para la esterilización se colocaron los nódulos en solución salina (0.85%) 

por un lapso de media hora. Luego se sumergieron los nódulos en una solución de etanol 70% 

(v/v) por un periodo de 10 minutos. Posteriormente se realizaron tres lavados con agua estéril, 

con una duración de 1 min cada uno (CIAT, 1985).  

Los nódulos previamente esterilizados fueron macerados con 5 ml de agua destilada estéril en 

un mortero previamente esterilizado. Posteriormente, se tomó 1 ml del macerado y se diluyó con 

agua destilada estéril hasta obtener diluciones de 101a 107. De cada dilución se estriaron 500 μl 

sobre cajas Petri que contenían medio de cultivo levadura manitol agar (LMA) y medio libre de 

nitrógeno (NFB) y fueron incubadas a 27º durante 15 días. 

A partir del cultivo inicial se realizaron aislamientos hasta obtener un cultivo puro de Rhizobium. 

Y se llevaron las cepas a prueba de caracterización microscópica y macroscópica para su 

subsiguiente inclusión en el Banco de Cepas. Se obtuvo 150 ml de inoculo con una de 

concentración 2,46 x 109 ufc de bacterias fijadoras de nitrógeno, según métodos descritos por 

(CIAT, 1985). 

6.5.8 Identificación de Rhizobium 

6.5.9 Tinción de Gram 

La pureza se comprobó por tinción de Gram. Las cepas se conservaron en el mismo medio LMA 

con rojo Congo a 4°C.  Para la identificación del género Rhizobium se utilizó la técnica de tinción 

de Gram, la cual permitió observar la característica de Gram-negativas y las diferentes 

morfologías presentadas por las bacterias.  
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Se realizó la prueba de confirmación, la cual consistió en tomar muestra del cultivo en un 

portaobjeto y se le agregó una gota de azul de bromotimol, si se observa un cambio a amarillo 

se comprueba la presencia de Rhizobium, en caso negativo corresponde a Bradyrhizobium. Las 

colonias circulares, secas, rara vez translúcidas, blancas, convexas y tienden a ser granulosas 

son características de Bradyrhizobium. Según Wang et al; (2001) en Bradyrhizobium se agrupan 

bacterias de crecimiento lento, cuyas colonias miden menos de 1 mm entre los 5 y 7 días de ser 

incubadas permitiendo ver la morfología, coloración y purificación de las cepas.  

6.5.10 Procedimiento 

Se recolectó una pequeña muestra de la colonia y se esparció suavemente sobre la lámina de 

forma tal que quedo cubierta en un área de un centímetro o dos centímetros de diámetro, se dejó 

secar al aire y se fijó pasando rápidamente la lámina sobre el mechero. Se adicionaron, unas 

gotas de solución de cristal violeta y se dejó de 30 a 60 segundos, luego se lavó con agua. según 

métodos descritos por (CIAT, 1985). 

Luego se adicionaron unas gotas de solución Lugol y dejo por 30 a 60 segundos, se lavaron con 

agua. Se decolora el preparado con alcohol (95%) por 10 a 30 segundos, aplicando el alcohol 

hasta que la preparación deja de liberar cristal violeta y se lavó inmediatamente con abundante 

agua, se adiciono una gota del colorante fucsia por 10 segundos y se lavó de nuevo, se dejó 

secar y se observó al microscopio. según métodos descritos por (CIAT, 1985). 

Para determinar la morfología de las bacterias aisladas se realizó la tinción de Gram y se observó 

al microscopio óptico. Las características culturales y la tasa de crecimiento se determinaron 

sembrando las cepas en medio LMA, con rojo congo, a pH 6.8 y se incubó durante 10 d a 28 °C  

6.5.11 Selección de cepas inoculadas 

Se escogieron las cepas de Rhizobium de acuerdo con los siguientes parámetros: 

1. Cepas nativas de mayor crecimiento asociadas con la especie Pseudosamanea 

guachapele; 2. Alta efectividad, 3. Alta infectividad, 4. Adaptación a las condiciones 

edafoclimáticas de la zona. 
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Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de muestreo, preservación y aislamiento  

y producción de Rhizobium. 

Fuente: El autor. 

 

6.5.12 Número y peso de nódulos de Rhizobium 

Desde el tercer mes de muestreo se realizó el conteo de nódulos, peso verde y seco. 

Inicialmente se extrae la tierra de la raíz con el fin de poder observar los nódulos y así realizar el 

conteo. Luego se separan los nódulos de la raíz para ser lavados y posteriormente pesados. 

Para tomar el peso seco de los nódulos, estos se guardan en sobres de papel, los cuales se 

llevan a secar en un horno a una temperatura de 60°c por 48 horas. Pasado este tiempo se pesan 

los nódulos en una balanza de precisión. El pesaje de los nódulos secos debe ser 

inmediatamente se retiran del horno, para evitar errores por rehidratación. (Rivero, Giraldo y 

Graham, 1976). 
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 Micorrizas 

6.6.1 Micorrizas arbusculares 

Se utilizaron Micorrizas de Safer micorrizas arbusculares (M.A) las cuales contenían una mezcla 

de esporas, micelio y propágulos de Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus 

mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana, el inoculante 

contenía 300 esporas/g. 

6.6.2 Aislamiento y conteo de esporas 

6.6.3 Materiales 

Centrífuga, Tamiz de 38 m y 400  m, Beaker, Tubos plásticos Falcón de 45 ml. 

Reactivos: Peróxido de Hidrógeno, Solución de tween 80 al 2% más sacarosa 2M, Polinivil 

Lactoglicerol. 

6.6.4 Procedimiento 

El método que se utilizo fue el de (Gerdemann & Nicolson, 1963), con algunas modificaciones. 

Esta metodología se basa en suspender 10g de suelo en agua agitar por unos 10 minutos y 

pasarlo por unos tamices de malla descendente (400, 250, 100 y 38 m) con la finalidad de aislar 

las esporas, luego se le adiciona con una jeringa una solución de sacarosa 2M con tween 80 al 

2% de manera que este quede suspendido con el material recolectado y se lleva a centrifugación 

a 2800 rpm durante 10 minutos. Se saca cuidadosamente el tween y se lleva al tamiz de menor 

diámetro con una malla de 38 m ,se lava con agua corriente para quitar el exceso de sacarosa, 

se transfieren las esporas y el material retenido en el tamiz a el papel de filtro en un embudo, 

recolectando así la muestra que se pasó a una caja de Petri para hacer el conteo.  

Después de tener las esporas en una caja Petri con una grilla de 5 mm x 55 mm y manteniendo 

húmedo las esporas, se procede a realizar el conteo utilizando un estereoscopio. 
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6.6.5 Tinción de raíces y determinación del porcentaje de infección de 
los hongos MA en raíces de Pseudosamanea guachapele 

6.6.6 Materiales 

Tubos Plásticos Falcón de 10 ml, Baño María, Beakers. 

Reactivos: Hidróxido de Potasio al 10% (KOH), Peróxido de Hidrógeno al 10% (H2O2), Ácido 

Clorhídrico 1N, Lacto Glicerol, Azul de Trypan 0.05%. 

6.6.7 Procedimiento 

Se utilizó la metodología de tinción con azul de Trypan descrita por (Phillis & Hayman, 1970) 

modificado por (Koske & Gemma, 1989). Se lavaron las raíces con agua corriente, se colocaron 

en el baño María a 90°C con KOH por 15 minutos. Se lavaron y se sumergieron en KOH al 10% 

y H2O2 al 10% mezclando solución 1:1 (v/v) de 5 a 10 minutos dependiendo de la raíz.  Se lavó 

de nuevo y se sumergieron en la solución de HCl al 1N por 10 minutos se retiraron de la solución 

y se llevaron al azul de Trypan por 12 horas, se sacaron, se lavaron y se montaron en láminas 

con glicerina, se taparon con una laminilla y se llevaron para su posterior observación. 

 

Figura 10. Diagrama de flujo del proceso de aislamiento, conteo de esporas y colonización. 

Fuente: El autor. 
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 Semillas 

Las semillas de Pseudosamanea guachapele fueron recolectadas en el Centro Agropecuario la 

Angostura SENA CALA de Campoalegre - Huila.  

6.7.1 Proceso de desinfección 

Las semillas vienen acompañadas por organismos capaces de causar infección una vez entren 

en contacto con algún los medio que le de los nutrientes y la humedad necesaria para crecer. 

Por ello es necesaria una desinfección superficial utilizando diversas soluciones. Para la 

desinfección se sumergen las semillas en una solución de hipoclorito de sodio al 1% por 10 

minutos. 

6.7.2 Proceso de escarificación 

Las semillas de Pseudosamanea guachapele tienen una cubierta impermeable por lo que es 

preciso utilizar métodos de escarificación para asegurar la germinación in vitro rápida y uniforme. 

El proceso de escarificación permite romper la tensión superficial de la semilla y logra mayores 

porcentajes de germinación. Para el proceso de escarificación, se sumergió la semilla en agua 

estéril a 80°C por 3 minutos Según (CORANTIOQUIA, 2005). 

 Sustrato 

Como sustrato se utilizó una mezcla comercial que contenía suelo, gallinaza, cal y cascarilla de 

arroz, procedente de la empresa Vivero Tierra Negra S.A.S. Una vez listo el suelo se siembro las 

semillas según los tratamientos, por un tiempo de cuatro meses y se evaluaron las variables. 

Según (Rey, Chamorro y Ramírez, 2005). 

 Pruebas de inoculación en vivero 

 Diseño experimental 

Se utilizó un diseño de bloques completos al azar, con siete tratamientos y tres repeticiones por 

tratamientos. Los datos se recolectaron a los 30, 60, 90 y 120 días después de la siembra. Se 

analizó la respuesta a la inoculación a través de: Variables agronómicas altura (cm), longitud de 
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raíz (cm), peso verde basal (g), peso verde de raíz (g), peso seco basal (g), materia seca basal 

(%), peso seco de raíz (g), materia seca de raíz (g), diámetro basal (mm). Variables 

Microbiológicas: Número de nódulos, peso nódulos verdes (g), peso nódulos secos (g), número 

de esporas y porcentaje de colonización por la técnica de azul de tripan (Phillis & Hayman, 1970). 

La información fue procesada mediante el programa SAS (1997). La comparación de medias fue 

realizada acorde a la prueba de Tukey. 

6.10.1 Tratamientos: 

T1: Cepas de Micorrizas (Safer) 50 g + Cepa de Bradyrhizobium 2ml + semilla de 

Pseudosamanea guachapele 

T2: Cepas de Micorrizas (Safer) 50 g + semilla de Pseudosamanea guachapele 

T3: Cepas de Micorrizas (Safer) 100 g + Cepa de Bradyrhizobium 2ml + semilla de 

Pseudosamanea guachapele 

T4: Cepas de Micorrizas (Safer) 100 g + semilla de Pseudosamanea guachapele 

T5: Cepa de Bradyrhizobium 2ml + semilla de Pseudosamanea guachapele 

T6: Semilla de Pseudosamanea guachapele + Fertilización con N y P, (Fosfato diamónio) 

T7: Testigo, Semilla de Pseudosamanea guachapele sin inocular. 
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Figura 11. Diagrama de campo para el montaje del experimento. 

Fuente: El autor. 
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Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de campo y recolección de información. 

Fuente: El autor. 

 

 Variables  

Variables Dependientes: 

Agronómicas: 

 

Altura (cm), diámetro basal (mm), presencia de plagas, peso verde y seco en hojas, tallos y 

planta completa. Longitud y peso verde y seco de la raíz, metodología modificada para los 

Ensayos Regionales B (ERB), de (Toledo & Schultze, 1982). 

 

Microbiológicas:  

 

Se cuantificará la incidencia micorrítica a través del aislamiento y conteo de esporas, según 

la metodología planteada por (Gerdemann & Nicolson, 1963) por la metodología de tinción 

con azul de Trypan descrita por (Phillis & Hayman, 1970) modificado por (Koske & Gemma, 

1989) y Número y peso de nódulos. 
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 Análisis de datos 

La información fue procesada mediante el programa SAS (1997). La comparación de medidas 

fue realizada acorde a la prueba de Tukey. 

6.12.1 Pruebas de comparación con medias de Tukey 

La prueba (Honestly-significant-difference) de Tukey es una prueba de comparaciones múltiples. 

Permite comparar las medias de los t niveles de un factor después de haber rechazado la 

Hipótesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA.  
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7. Resultados y discusión 

 Variables agronómicas.  

 

En la Tabla 1 se muestra la comparación de medias según la prueba de Tukey, de las variables 

agronómicas Altura (cm), Longitud Raíz (cm) y el Diámetro basal (mm) estrechamente asociadas 

al crecimiento de la planta, como efecto a los tratamientos evaluados.  

Tabla 1. Respuesta a la inoculación y fertilización química sobre la Altura (cm), Longitud Raíz 
(cm) y el Diámetro basal (mm) 

Tratamiento 

Altura planta  

(cm) 

Longitud Raíz  

(cm) 

Diámetro Basal 

(mm) 

Días 

30 60 90 120 30 60 90 120 90 120 

Significancia ** ns ** ** ** ns ** * * ** 

T1 5,57ab 8,63 16,57a 38,67a 5,22b 7,04 26,12a 37,66ª 0,24a 0,27a 

T2 5,39ab 7,20 14,82a 34,62a 4,78b  7,811 24,68a  33,89 ab  0,21ab 0,28a 

T3 4,49ab 8,09 12,37bc 38,96a 5,23b 8,80 25,66a 38,44a 0,19b 0,29a 

T4 3,29c 7,31 13,24bc 40,01a 3,91b 6,60 26,40a 41,33a 0,19b 0,28a 

T5 5,82a 8,12 13,57bc 35,38a 5,56ab 8,94 25,39a 34,44a  0,21ab 0,27a 

T6 4,44bc 8,44 11,88c 25,17b 5,31b 6,933 14,33b 22,33b 0,18b 0,19b 

T7 5,92a 8,70 13,67bc 36,53a 7,21a 9,511 24,35a 32,22ª 0,18b 0,28a 

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5): 
Bradyrhizobium (T6): Fertilización con N y P (DAP); (T7): Testigo sin inocular. 

** 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 según la prueba de Tukey (P>0.05). 

 

 

7.1.1 Crecimiento de las plantas.  

 

Se presentaron diferencias altamente significativas a los 30, 90 y 120 días (P>0.01) en la variable 

altura (Tabla 1). A los 30 días de evaluación los tratamientos T5 y T7 presentaron las mayores 

alturas.  

 

A los 90 días fueron los tratamientos T1 y T2, está dinámica de crecimiento fue consistente en la 

respuesta que se obtuvo a los 120 días en la cual los tratamientos inoculados se caracterizaron 

por presentar alturas constantes con valores que fluctuaron entre 34,5 y 40 cm. Con estos 
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resultados podemos afirmar, como la biofertilización con micorrizas ayuda al crecimiento y 

nutrición de las plantas; además de mejorar la actividad del Rhizobium, como afirma (Quilambo, 

2003). 

 

Se demuestra, la efectividad de los biofertilizantes para formar simbiosis individual o doble entre 

micorrizas y Rhizobium, la cual se observó en un mejor desarrollo en la variable altura, en las 

plantas inoculadas, respuesta asociada como afirma Gonzales et al; (2012) y Barea et al; (1992) 

a que la infección de micorrizas incrementa el suministro de fosforo y así favorece la fijación de 

nitrógeno por medio de la simbiosis con Rhizobium, superando el desarrollo con el tratamiento 

con fertilización química. 

Por otra parte, la asociación mutual de Micorrizas y Rhizobium con las plantas inoculadas ayudo 

al mejor crecimiento de las plantas, posiblemente al aumentarse los nutrientes, por una mejor 

absorción de las raíces ayudadas por la micorriza, además del aporte que hace el rhizobium 

como promotor de crecimiento (Parkash & Aggarwal, 2009 ; Ahmed 2003). 

Como mencionan (Nadeem, Ahmad, Zahir, Javaid, & Ashraf, 2014; Quilambo, 2003; González, 

Núñez y Barceló, 2012) la coinfección de rizobacterias y micorrizas son promotoras del 

crecimiento inicial de las plantas, debido a mecanismos como la fijación de nitrógeno y la 

solubilización del fósforo.  

La asociación simbiótica de Micorrizas y Bradyrhizobium con las plantas inoculadas ayudó a 

mejor el crecimiento de las plantas. Posiblemente, al haberse aumentado la disponibilidad de 

nutrientes por una mejor absorción de las raíces ayudadas por la micorriza. Además, del aporte 

que hace el Bradyrhizobium como promotor de crecimiento las plantas lograron mejores 

indicadores de crecimiento (Parkash & Aggarwal, 2009; Ahmed & Thakore, 2003). Es importante 

anotar que el tratamiento con fertilización química (T6) presentó los menores crecimientos en la 

variable altura durante todo el periodo de evaluación.  
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Figura 13. Evaluación de variable altura muestreo al cuarto mes. 

Fuente: El autor. 

 

Así mismo, se observó que en los estados tempranos la inoculación con microorganismos generó 

una sinergia positiva, que impactó sobre el crecimiento de las plantas, lo que fue correspondiente 

con las respuestas microbiológicas obtenidas en los tratamientos con biofertilizantes a los 90 y 

120 días (Tabla 4).  

 

El efecto en el crecimiento inicial de las plantas que se obtuvo en los tratamientos con la 

inoculación se asocia con los mecanismos de fijación de nitrógeno y solubilización del fósforo 

generado entre las rizobacterias y micorrizas (Meng, Zhang, Wang, Han, & Wang Dejiang, 2015).  

 

Se conoce que en la etapa de asociación de la simbiosis no hay intercambio de metabolitos hacia 

la planta, por el contrario se produce el drenaje de carbono hacia el hongo y ocurre una 

disminución en la velocidad de crecimiento del hospedero (Dodd et al; 1996), por lo que al 

parecer, las especies Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus mosseae, 

Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana en estas condiciones 

necesitan más tiempo para establecerse en la raíz y comenzar el proceso simbiótico. 

 

El tratamiento sin inoculación T7, evidenció la dependencia que presenta P. guachapele en 

generar asociaciones simbióticas mutualistas con especies nativas de microorganismos nativos 

del suelo (rizobios y micorrizas) (Tabla 4), lo cual impactó de manera positiva en las variables 

asociadas al crecimiento de las plantas. Todo esto parece confirmar, que los simbiontes 
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obligados nativos presentaron algún grado de dependencia o susceptibilidad de la planta a la 

colonización y nodulación, donde el aporte metabólico en su establecimiento, desarrollo y 

nutrición promovió el crecimiento de las plantas (Requena, 1996). 

 

7.1.2 Longitud de raíz.  

 

El análisis de varianza indico diferencias significativas y altamente significativas a los 30, 90 y 

120 días. A los 30 días los tratamientos T5 y T7, presentaron las mayores longitudes con 5,56 y 

7,21 cm respectivamente.  

 

  

Figura 14. Evaluación variable longitud de raíz muestreo al cuarto mes. 

Fuente: El autor. 
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En los últimos periodos de evaluación se presentó una tendencia similar entre los tratamientos 

inoculados, que fue más frecuente en aquellos tratamientos con doble inoculación. La asociación 

con micorrizas y rizobios estimulan el crecimiento de las raíces, debido producción de exudados 

que favorecer la permeabilidad (Sarabia, Madrigal y Carreón, 2013; Crush, 1974).  

 

Por su parte las micorrizas proporcionan un incremento y eficacia de las raíces, traducido en 

mayor superficie de raíz, mayor capacidad de exploración y absorción de nutrientes (López, 

Espinoza y Caballero, 2005; Tajini, Trabelsi, & Drevon, 2012).  

 

En la variable desarrollo radicular el tratamiento T6 con fertilización química presentó los 

menores crecimientos durante el periodo de evaluación. Asociado posiblemente a toxicidad por 

acumulación de fertilizantes o a un aumento en la concentración de aluminio e hidrogeno 

(Alzugaray, Haase & Rose, 2004), así mismo, de perdida de nutrientes por lixiviación, además 

de producirse una menor penetración de las raíces al subsuelo debido a la obtención de la 

fertilización localiza, traducido en menor crecimiento radicular y por ende menor exploración de 

suelo para capturar nutrientes (Douglass, 2001). 

 

7.1.3 Diámetro Basal 

 

El diámetro basal fue medido a los 90 y 120 días, y presentó diferencias significativas y altamente 

significativas en los tratamientos evaluados. A los 90 días los tratamientos T1, T2 y T5 mostraron 

las mayores respuestas. En efecto, se observó como la inoculación de micorrizas y 

Bradyrhizobium  incrementaron el grosor del tallo, involucrando en cierta medida, la acción de la 

fijación de nitrógeno, producción de hormonas, aumento del desarrollo radical; traducido en 

mayor toma de agua y nutrientes (Zamorano, 2015) citando a partir de (Bashan y de Bashan, 

2010; Souchie et al, 2006;Van der Heijden et al; 2006; Constantino, Gómez, Álvarez, Pat-

Fernández Y Espín, 2010), además de , reducir hasta en un 50% el tiempo utilizado para cultivar 

en el vivero las plantas y poder realizar su trasplante al campo con mayor grosor de tallo como 

lo experimento (Aguirre et al;2011) en su investigación con café. De igual manera, el diámetro 

basal es una variable que mide la capacidad de transporte de agua hacia la parte aérea, de la 

resistencia mecánica y de la capacidad relativa de tolerar altas temperaturas de la planta, y los 

tratamientos con biofertilizantes presentaron los mayores valores. 
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Al final del periodo de evaluación todos los tratamientos inoculados y el tratamiento control, 

superaron al tratamiento con fertilización química, donde podemos inferir posiblemente, que un 

aumento de la acidez del suelo del T6, inhibió procesos de asimilación de nutrientes, reflejándose 

en el mínimo valor del diámetro de tallo (Prieto, Orjuela y Cárdenas, 2005), ya que la relación, de 

los efectos de los fertilizantes en características químicas del suelo, residuos, aumento de 

aluminio, deficiencia de algunos minerales, entre otros, ejercen una influencia en la productividad, 

respuesta de las plantas al adicionar nutrientes y en su desarrollo físico (Sadehgian, 2004; 

Morón, 2000) . Una de las principales funciones del tallo es el transporte de agua y nutrientes, 

almacenamiento de asimilado y sostenimiento de las partes áreas de la planta, por lo anterior el 

diámetro basal, es frecuentemente utilizado en los estudios forestales ya que presenta altas 

relaciones con variables de producción, que permite observar y determinar el desarrollo 

fenológico en campo de especies forestales (Rey, Chamorro y Ramírez, 2005). 

 

 

Figura 15. Evaluación variable diámetro basal en las unidades experimentales. 

Fuente: El autor. 

 

El efecto de la inoculación sobre las variables de respuesta peso verde (g), peso seco (g) y 

materia seca basal (%) de las unidades experimentales durante los cuatro muestreos, se indican 

en la Tabla 2.  
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Tabla 2. Respuesta a la inoculación y fertilización química sobre el crecimiento basal 

Tratamiento 

Peso Verde Basal  

(g) 

Peso Seco Basal  

(g) 

Materia Seca Basal 

 (%) 

Días 

30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120     

Significancia * ** ** * * ns ** * ns ** ** * 

T1 0,14ab 0,20b 1,36a 6,14a 0,019ab 0,07 0,36a 2,08a 14,15 37,87a 26,47a 36,40a 

T2 0,13ab 0,16b 1,15ab 5,14ab 0,016ab 0,06 0,31ab 1,47ab 13,08 38,44a 27,38a 28,84a

b 

T3 
0,11ab 0,24b 0,83bc 7,22a 0,018ab 0,07 0,22bc 2,22a 17,64 30,46ab 26,14a 30,48a

b 

T4 
0,09b 0,17b 0,82bc 7,65a 0,011b 0,06 0,22bc 2,37a 13,46 35,37a 27,55a 30,69a

b 

T5 0,14ab 0,19b 0,88bc 5,46ab 0,022a 0,06 0,23bc 1,64ab 16,07 34,09ab 26,31a 29,86a

b 

T6 0,13ab 0,35a 0,78c 2,85b 0,016ab 0,08 0,17c 0,77b 13,99 23,87b 21,21b 26,17b 

T7 0,16a 0,18b 0,73c 5,30ab 0,022a 0,06 0,19c 1,58ab 14,14 33,71ab 26,05a 29,54a

b 

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5): 
Bradyrhizobium (T6): Fertilización con N y P (DAP); (T7): Testigo sin inocular. 
** 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 según la prueba de Tukey (P>0.05). 
 
 

7.1.4 Peso verde basal.  

 

Los valores del peso verde basal oscilaron entre 0,09 a 0,16; 0,16 a 1,35; 0,73 a 1,36 y 2,85 a 

7,65 g en los cuatro periodos de evaluación respectivamente. En esta investigación se 

presentaron diferencias significativas y altamente significativas en todos los periodos de 

evaluación.  

 

Al inicio de la evaluación el menor peso fue obtenido por el tratamiento T4. A los 60 días el 

tratamiento con fertilización química manifestó el mayor peso verde basal con un valor de 0,35 

g/planta, superando a los demás tratamientos.  
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Figura 16. Evaluación de las variables peso verde y seco basal. 

Fuente: El autor. 

 

A los 90 días el tratamiento con doble inoculación micorrizas-Bradyrhizobium, presentó el mayor 

valor con 1,36 g. superando en 74,3% y 86,3% a los tratamientos fertilización química y sin 

inoculación respectivamente, notando como la presencia de micorrizas y asociación con 

Bradyrhizobium parece aumentar la búsqueda, transporte y absorción de nutrientes, reflejado en 

mejores pesos verdes (Noda, 2009; Parkash & Aggarwal, 2009).  

 

Al final del periodo de evaluación los tratamientos T1, T3 y T4 superaron al tratamiento con 

fertilización química, con valores de 6,14, 7,22 y 7,65 g. Según (Welbaum, Sturz, Dong, & Nowa, 

2004), los consorcios bacterianos por inoculación, a medida que aumenta el tiempo de 

interacción, mejoran la fertilidad del suelo a través de la regulación de los ciclos biogeoquímicos 

e influyendo en la cinética de afluencia de nutrientes y agua. En efecto, el aumento en los pesos 

frescos podría estar influenciado por fitohormonas como las auxinas, las cuales al activar la 

división celular y en consecuencia, se da el crecimiento de diferentes órganos en la planta, como 

son las hojas (Pimienta, Zaudo y López, 2009) citando a (Walch et al; 2000), además de atribuir 

que la simbiosis micorrícica mejora la absorción de minerales del suelo (Pimienta, Zaudo y López, 

2009 ;Constantino, Gómez, Álvarez, Pat, Espín, 2011) citando a (Barker y Tagu, 2000; Fitze et 

al; 2005). 
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7.1.5 Peso seco basal.  

 

En el peso seco basal, se presentaron diferencias entre tratamientos a los 30, 90 y 120 días de 

evaluación.  

 

Al inicio de la evaluación el T4 presentó el menor valor respecto a los demás tratamientos. A los 

90 días los tratamientos T1 y T2 obtuvieron los mayores pesos con valores de 0,36 y 0,31 g 

respectivamente. A los 120 días de evaluación los tratamientos presentaron una tendencia similar 

superando al tratamiento con fertilización química. 

 

Se observó como las plantas inoculadas con micorrizas y Bradyrhizobium permitieron un 

aumento del peso seco basal comparado con las plantas testigo, como también se observó en 

el experimento de (Tajini, Trabelsi, & Drevon, 2012) asociado al beneficio mutualista del 

Bradyrhizobium y las micorrizas que se benefician en la captura de nutrientes, procesos 

metabólicos, obtención de nitrógeno, fósforo y solubilización que se reflejó en las plantas 

inoculadas.  

 

Los consorcios bacterianos, regulan los ciclos biogeoquímicos e influyendo en la cinética de 

afluencia de nutrientes y agua, permitiendo mayores indicadores de crecimiento vegetal 

(Welbaum, Sturz, Dong, & Nowa, 2004). 

 

7.1.6 Materia seca basal.  

 

La variable presentó las mejores respuestas a los 60, 90 y 120 días. Los tratamientos inoculados 

y sin inocular superaron al tratamiento con fertilización química. Se observó que el T1 con valores 

de 37, 26,47 y 36,4 g y el T2 obtuvo una mayor respuesta en la respuesta de esta variable.  

 

La asociación con microorganismos no solo aumenta la biomasa vegetal, sino que influye en su 

distribución en la parte área de la planta. El estímulo de la captación de nutrientes y posterior 

translocación de éstos a la parte área propicia la transferencia de fotosintatos a la raíz y la mayor 

retención en la parte aérea, donde son utilizados en la producción de materia vegetal (Sarabia, 

Madrigal y Carreón, 2013). 
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El desarrollo de las plantas expresado en peso fresco, peso y materia seca radicular presentó 

diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados (P<0.01) a los 90 y 120 días 

de evaluación.  

 

Durante los primeros 30 y 60 días de evaluación no se presentaron diferencias significativas entre 

los tratamientos, posiblemente porque es durante este tiempo donde se daba el establecimiento 

de la simbiosis. Este es un proceso que requiere de espacio-tiempo y señales específicas para 

garantizar el reconocimiento de los microorganismos. Además, que la aceptación es controlada 

por la planta a través de exudados de la raíz (Ramírez y Rodríguez, 2010; Sanjuán, 2001). 

 

Como afirma Colon, Gutiérrez y Probanza (1999), citados por (Hernández, 2014)  la simbiosis de 

las bacterias de Rhizobium y micorrizas favorecen el incremento de la biomasa aérea y radicular, 

además de mejorar la fertilidad del suelo, a través de la fijación biológica del nitrógeno 

beneficiada por el Rhizobium, la cual es estimulada por procesos microbianos en la 

transformación de la materia orgánica y reciclaje de nutrientes, enriquece y mejora la fertilidad 

del suelo.  

 

Por otra parte, las micorrizas incrementan la actividad microbiana que además de inducir cambios 

fisiológicos comprendidos en un aumento de la tasa fotosintética y redistribución del carbono 

fijado, favoreciendo así la nutrición del suelo (Blanco y Salas, 1997; Ferrara y Alarcón, 2001). 

 

Las raíces de los árboles en los sistemas silvopastoriles contribuyen y aportan de manera 

importante nutrientes al sistema por medio de la descomposición-mineralización de raíces, 

nódulos y exudación de nutrientes (Sylvia, Fuhrmann, Hartel, & Zuberer, 2004). La respuesta a 

la inoculación y a la fertilización química sobre el desarrollo radicular se indica en la Tabla 3.  

 

 

El efecto de la inoculación sobre las variables de respuesta de pesos secos de raíz de las plantas, 

se indican en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Respuesta a la inoculación y fertilización sobre el desarrollo radicular 

Tratamiento 

Peso Verde Raíz  

(g) 

Peso seco Raíz  

(g) 

Materia Seca Raíz  

(%) 

Días 

30 60 90 120 30 60 90 120 30 60 90 120 

Significancia ns ns ** ** ns ns ** ** ns ns ** ** 

T1 0,10  0,11 1,64a 3,82 a  0,009 0,04 0,45a 1,04a 9,83 39,16 26,57a 46,23a 

T2 0,12  0,12 1,26abc 2,32 ab 0,013 0,05 0,35ab 0,97a 11,78 45,11 26,56a 42,9abc 

T3 0,11 0,14 1,23abc 2,75 a 0,008  0,05 0,35ab 0,99a 8,35 41,72 27,45a 37,18bcd 

T4 0,10 0,11 1,21abc 2,36 ab 0,007 0,05 0,34abc 1,26a 6,90 44,87 26,24a 35,75cd 

T5 0,11 0,15 1,29ab 2,41 ab 0,012 0,06 0,36ab 0,84ab 10,10 40,59 27,65a 35,13cd 

T6 0,10 0,12 0,66c 0,80 b 0,017 0,04 0,15c 0,20c 19,86 34,98 22,13b 26,82d 

T7 0,15 0,14 0,86bc 2,30 ab 0,013 0,05 0,22c 0,67ab 8,69 41,40 25,55b 33,96d 

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5): 

Bradyrhizobium (T6): Fertilización con N y P (DAP); (T7): Testigo sin inocular. 
** 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 según la prueba de Tukey (P>0.05).  

 
 

7.1.7 Peso verde radicular.  

 

Se observaron diferencias altamente significativas a los 90 y 120 días de evaluación El 

tratamiento 1, inoculado con micorrizas y cepas nativas de Bradyrhizobium, presentó las mayores 

respuestas sobre el desarrollo radicular con 1,64 y 3,82 g respectivamente. 

 

Figura 17. Procesamiento de raíces para posterior evaluación del peso verde radicular. 

Fuente: El autor. 
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A los 90 días el T1 superó al tratamiento testigo (T7 0,86 g) y a la fertilización química (T6 0,66 

g) con incrementos de 131 y 86% respectivamente; a los 120 días el tratamiento T1 superó al 

tratamiento T6 en un 377%, donde se asume que la asociación mutualista de las micorrizas y 

bacterias de Bradyrhizobium demuestran un importante desarrollo radicular de las plantas 

inoculadas. 

 

Es importante anotar que estas asociaciones representan un complemento para el sistema 

radicular, el cual mejora las propiedades de absorción y crecimiento de la raíz (Torreogroza, 

Salamanca y Barea, 1992). Según (Ojeda, Herrera, Furrazola y Hernández, 2014) la eficacia de 

la simbiosis entre Rhizobium y micorrizas se refleja en un mejor desarrollo de las raices y en 

crear un nicho protector en el suelo. Ademas, los hongos micorricicos reducen la perdida de 

agregados y mejoran la estabilidad del suelo (Van Der Heijden et al; 2006). 

 

7.1.8 Peso seco radicular.  

 

En la variable peso seco radicular, no se evidenciaron diferencias significativas a los 30 y 60 días 

de evaluación. Probablemente, es durante este tiempo que se da el contacto y penetración de 

los microorganismos con la planta, tiempo en el cual los beneficios para el hospedero, no se 

expresaron, en la variable de peso seco radicular. Como afirma (Catford et al;2003) citado por 

Juge et al; (2012) la doble inoculación puede inhibir sistemáticamente a uno de los simbiontes, 

en donde esta inhibición puede explicarse por el origen común y características fisiológicas entre 

la simbiosis; donde la planta podría tener una señal alterada cuando se establece uno de los 

simbiontes. Sin embargo, esta inhibición es transitoria, ya que al final del experimento se observó 

un aumento del peso seco radicular en plantas con doble inoculación.   

 

Se observaron diferencias altamente significativas a los 90 días, donde se presentaron pesos 

radiculares que oscilaron entre 0,15 a 1,04 g. El tratamiento T1 presentó los mayores valores 

superando al tratamiento T6 en 530% y al T7 en un 104%. A los 120 días con diferencias 

altamente significativas se observó un efecto positivo a la inoculación, los tratamientos T1, T2, 

T3 y T4 presentaron el mayor desarrollo radicular, con valores de 1,04, 0,97, 0,99 y 1,26 g. 

notando como las plantas inoculadas con micorrizas y Bradyrhizobium presentaron mayor 

rendimiento de peso seco atribuido al mayor desarrollo radicular y captación de nutrientes al 
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tener mayor área de exploración del suelo (Hernández, 2014) que las plantas que se le aplico 

fertilizante químico y las plantas testigo. 

 

Así mismo, se observó como la sinergia entre Rhizobium y micorrizas fue positiva, presentado 

mejores resultados localizados a nivel de la raíz, a partir de un mejor desarrollo de raíces y de 

mejorar el aprovechamiento de nutrientes (Romagnoli, Denoia, Osso y Estancich, 2017; 

Spagnoletti, Fernández, Tobar y Chiocchio, 2013). 

 

 

7.1.9 Materia seca radicular.  

Se observó un efecto positivo a la inoculación en los dos últimos periodos de evaluación (P<0.01). 

A los 90 días de evaluación, los tratamientos T1, T2, T3, T4 y T5 presentaron los mayores valores 

con 26,57, 26,56, 27,45, 26,24 y 27, 65% respectivamente. El tratamiento T1 doble inoculación 

superó al tratamiento T6 en 20% y al tratamiento T7 en 3,9%.  

A los 120 días el T1, superó en un 72 % al tratamiento con fertilización química, demostrando la 

utilidad de la asociación de micorrizas y Bradyrhizobium en las plantas para aumentar el producto 

de las raíces en cantidad de biomasa (Juge, Prévost, Bertrand, Bipfubusa, & Chalifour, 2012).  

Estos resultados nos indican como la inoculación con HMA puede causar cambios fisiológicos y 

bioquímicos a través de la simbiosis la cual modifica la morfología de la raíz, posiblemente 

relacionado con la capacidad del hongo para producir hormonas, que inducen y aceleran, la 

elongación de los tejidos (Fernández, 2003), además los rhizobium promueven el desarrollo de 

los pelos radicales mediante la producción de fitohormonas, como el ácido indol acético, ácido 

giberélico y citoquinas, regulando el crecimiento y  modificando así la morfología y aumento de 

la biomasa radical, (Santillana, Arellano y Zúñiga, 2005) Citando a (Chabot et al; 1996 ; Perrine 

et al; 2004; Yanni et al; 2001). 

Los resultados positivos de la coinoculación del Bradyrhizobium con endomicrorrizas como 

Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus mosseae, Glomus manihotis, 

Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana, generan respuestas positivas en la producción 

de las plantas de P. guachapele en la fase de vivero; se evidencia que estas especies fueron 

capaces de modificar la arquitectura del sistema radical a través del desarrollo de las hifas en el 

suelo.  
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La aplicación de inóculos de HMA en leguminosas ha registrado además del incremento de 

nutrientes en la planta, mayores respuestas en el desarrollo radicular, reflejados en la red de 

hifas y las raicillas micorrizadas. La combinación de las micorrizas con el Rhizobium puede 

favorecer aún más el efecto de los hongos micorrizógenos al establecer mecanismos de sinergia 

a nivel biológico que repercuten en las plantas hospederas (Talbot & Treseder, 2010). 

De esta forma, transfieren hacia la leguminosa elementos minerales, agua y otras sustancias 

importantes para el crecimiento vegetativo (Ortiz, Osorio, Echeverri, González y Medina, 2015). 

En otras investigaciones se evidencia que las hifas de las micorrizas producen glomalina, que es 

una glicoproteína insoluble en agua que actúan como aglutinantes de minerales y materia 

orgánica; las cuales están relacionada con mejorar y estabilizar los agregados de la estructura 

del suelo (Grumberg et al; 2013). La sinergia que se presentan entre los microrganismos y las 

plantas inoculadas favorece la absorción de nutrientes esenciales (Ojeda, Herrera, Furrazola, y 

Hernández, 2014). 

 

7.2. Variables microbiológicas.  

En la Tabla 4 se muestra la comparación de medias según la prueba de Tukey, de las variables 

microbiológicas asociadas a la coinoculación de plantas de Pseudosamanea guachapele, como 

efecto a los tratamientos evaluados.  

 

Tabla 4. Respuesta a la inoculación y fertilización sobre variables microbiológicas 

Tratamiento 

Nódulos Micorrizas 

Número  
(No) 

Peso  
fresco  

(g) 

Peso  
seco 
(g) 

Número 
esporas 

(No) 

Colonización 
(%) 

Días 

90 120 120 120 120 120 
Significancia ** ** ** ** ** ** 

T1 23,67 a 42,22ab 4,83a 0,21ª 86,8c 40,8d 

T2 21,78 a 53,22ab 4,94a 0,14ab 87,4c 75,3c 
T3 24,67 a 62,33ª 5,07a 0,19ab 310,9b 87,3a 
T4 23,33 a 54,22ab 5,07a 0,16ab 93,7c 83,7ab 

T5 20,78 a 53,11ab 4,96a 0,11bc 532,0a 23,0e 
T6 0  0 0 b 0 135,2c 1,4f 
T7 17,78 a 34b 4,88a 0,05c 516,7a 78,4bc 

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5): 
Bradyrhizobium (T6): Fertilización con N y P (DAP); (T7): Testigo sin inocular. 
** 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 según la prueba de Tukey (P>0.05).  
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7.2.1 Formación de nódulos.   

 

En todos los muestreos inoculados se observó que las plantas presentaron formación de nódulos 

radiculares por lo cual se puede afirmar que la cepa de Bradyrhizobium fue infectiva. 

 

La capacidad de estimulación de la cepa de Bradyrhizobium en P. guachapele en la formación 

de nódulos, presentó diferencias altamente significativas entre los tratamientos en los dos 

periodos de evaluación.  

 

Figura 18. Evaluación de la variable número de nódulos. 

Fuente: El autor. 

 

El número de nódulos promedio a los 90 días fue de 18,8 y a los 120 días de 45,65 nódulos; los 

mayores valores matemáticos se observaron en los tratamientos T3 y T4. Similar respuesta se 

presentó en las variables peso fresco y peso seco de nódulo. Los nódulos presentaban buen 

tamaño, con coloración interna rojiza. 

 



55 

 

Los tratamientos con coinoculación mostraron un número superior de nódulos comparado con el 

tratamiento testigo; demostrando la efectividad de los biofertilizantes en simbiosis de 

Bradyrhizobium y micorrizas, así como de forma individual para incrementan el número de 

nódulos y mejorar sus características morfológicas (Abd-Alla, El-Enany, Nafady, Khalaf, & Morsy, 

2014); (Leij, 2002). 

 

Cabe resaltar que el tratamiento control T7 presentó nodulación, efecto asociado a la 

dependencia de la especie por generar asociación simbiótica con poblaciones nativas de 

rizobios; este experimento demostró como la especie P guachapele crece y se desarrolla en 

condiciones de vivero en suelos no esterilizados con buenas respuestas agronómicas y 

asociaciones simbióticas con rizobios y hongos nativos, sin embargo la respuestas de producción 

de las plantas se puede mejorar con el uso de Bradyrhizobium inoculados mejorados de la 

especie y con hongos micorrízicos seleccionados (Patreze & Cordeiro, 2005; Lodeiro, 2015). 

 

Efecto contrario observado en el tratamiento T6 donde podemos mencionar que el nivel de 

fertilización puede inhibir o disminuir la formación de nódulos (Pérez et al; 1996). Entre los 

factores que afectan el crecimiento de las leguminosas y que influyen negativamente en la 

nodulación y fijación del nitrógeno es la presencia de nitrógeno en suelo, el efecto que ejerce el 

exceso de nitrógeno en el proceso simbiótico se relaciona con la disminución de las poblaciones 

de rizobios, con la interferencia del fenómeno del reconocimiento hospedero-bacteria precursor 

del proceso de infección o porque los carbohidratos disponibles en el suelo, se emplean en la 

asimilación de nitrógeno y no en la formación de nódulos (Sylvia, Fuhrmann, Hartel, & Zuberer, 

2004).  

 

El peso fresco de los nódulos osciló entre 5,07 a 4,88 g. Todos los tratamientos inoculados fueron 

similares. El peso seco de los nódulos presentó diferencias altamente significativas a los 120 

días de evaluación, el tratamiento T1, presentó el mayor peso con 0,21 superando al tratamiento 

sin inocular en un 320%.  

 

La respuesta positiva a la nodulación y la respuesta en la germinación y desarrollo de las plantas 

de P. guachapele, posiblemente está asociada a la mayor producción de pectinas por las cepas 

de Bradyrhizobium, las cuales incrementan la permeabilidad de la pared celular de la raíz 

aumentando la penetración del simbionte (Costales, Nápoles y Falcón, 2007).  
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De igual manera, la producción del ácido-3-acético (AIA), el cual está asociado a la estimulación 

en el desarrollo del primordio del nódulo participa como regulador y control de la nodulación y la 

nitrogenasa (Woodward & Bartel, 2005; Gray & Smith, 2005) mencionan que los 

microorganismos son considerados la fuente primaria de sustancias biológicamente activas en 

el suelo y en microorganismos fijadores de nitrógeno, estimulan la producción de etileno, la 

respuesta a la nodulación y fijación de nitrógeno.  

 

Adicionalmente, (Baker, Hill, & Parsons, 1997) sugieren que la concentración de compuestos 

nitrogenados reducidos a nivel foliar, presentan un proceso de retroalimentación con el estatus 

de nitrógeno en la planta, lo cual está estrechamente relacionado con la estimulación de la 

nodulación, retornando estos compuestos nitrogenados en aminoácidos a los nódulos para 

regular su crecimiento y actividad.  

 

Dado que estos microorganismos simbiontes son de gran importancia para la captación de 

nutrientes por parte de las plantas, al contribuir al ciclo del nitrógeno y del fósforo en el suelo, es 

interesante poder reconocer que algunos rizobios pueden verse beneficiados con la asociación 

de hongos HMA, donde las hifas pueden servir de nicho, como lo menciona (Artursson, Finlay, & 

Jansson, 2006; Sarabia, Madrigal y Carreón, 2013) “algunos Rhizobium y Psuedomonas 

adheridas a las esporas e hifas de hongos germinados”, posiblemente logran mejorar la 

nodulación gracias al contacto cercano a la raíz, además de mejorar colonización de hongos, 

beneficiando posiblemente al facilitar las interacciones metabólicas e intercambio de nutrientes. 

 

Uno de los principales efectos de la biofertilización, se relaciona a la posibilidad de incrementar 

el área superficial subterránea combinada (raíces, raicillas y micorrizas) al mejorar absorción y 

conducción de sustancias agua y minerales (savia bruta) del suelo, a través de los pelos 

absorbentes, por intermedio del xilema y floema, además de almacenamiento de sustancias en 

el parénquima, lo que se favorece aún más en las leguminosas, al tener raíces y pelos radicales 

cortos. En varias leguminosas esta relación es también relacionada con el número de nódulos, 

que incide directamente en el nivel de proteína cruda de la especie forrajera (Morales, 2008). 
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7.2.2 Evaluación Micorrízica:  

 

7.2.2.1. Numero de esporas.  

 

El número de esporas presentes en el suelo presentó diferencias altamente significativas entre 

los tratamientos, el mayor número de esporas en el suelo se obtuvo en los tratamientos T5 y T7 

con 532 y 516 esporas/g/suelo/seco. Donde se observó como la interacción de rizobios 

inoculados no afecto la propagación y numero de esporas nativas en la rizósfera del tratamiento 

T5, sin embargo, se notó una baja susceptibilidad de la planta a la colonización de los hongos la 

cual presentó un 23% (Tabla 4), suponiendo como a menudo el número de esporas no indican 

infectividad, además de pensar en especificidad de la simbiosis (Requena, 1996). 

 

Aunque se evidenció la presencia de esporas de micorrizas nativas en el suelo del tratamiento 

con fertilización química T6 (123 esporas/g/suelo seco), la colonización de las raíces en este 

periodo fue la más baja 1,49% (Tabla 4).  

 

Este efecto se puede asociar a la presencia de nutrientes generados por la fertilización química, 

por lo que, la respuesta de la planta hospedante pudo variar dependiendo de la capacidad que 

presentaron los hongos nativos para producir hormonas como el ácido abscísico, giberelinas, 

auxinas y citocininas (Woodward & Bartel, 2005) o porque no se presentó dependencia al 

endófito por parte de la planta. Aunque si bien en diferentes estudios, (Noda, Martin, Pentón y 

Matos, 2013; Salto, Sagadin, Luna, Oberschelp y Harrand, 2015) se ha evidenciado que las 

micorrizas pueden ser estimuladas por la fertilización, en este ensayo, se evidenció que en P. 

guachapele la presencia y disponibilidad de nutrientes en el suelo, pueden ser definitivos para 

que el hospedero permita la colonización de este microsimbionte. 

 

Además, de conocer por otros autores que altos niveles de N y P afectan negativamente la 

funcionalidad de la micorriza y se puede mencionar que está sujeta a varios factores como: clase 

de fertilizantes, características del suelo, cultivo, tipo de hongos MA, etc. (Blanco y Salas, 

1997;Molina, Mahecha y Medina,2005; Guerra, 2008).  

 

En esta investigación se pudo observar, que la fertilización química no inhibió la germinación de 

esporas, sin embargo, la capacidad de las micorrizas para establecer simbiosis con la planta fue 
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baja, asumiendo que la disponibilidad de fosforo para la planta impidió la asociación de los 

hongos micorrízicos nativos (Sánchez de Prager et al; 2007; Ballesteros,Unigarro, Cadena y 

Cadena , 2004). 

 

 

Figura 19. Evaluación variable conteo de esporas muestreo al cuarto mes. 

Fuente: El autor. 

 

7.2.2.2 Colonización.  

 

La respuesta en el porcentaje de colonización mostro diferencias altamente significativas entre 

los tratamientos evaluados, todos los tratamientos inoculados presentaron colonización por hifas 

de las micorrizas tanto por las introducidas como de las nativas. Los porcentajes de colonización 

oscilaron entre 1,4% y 87,39%. Como se observa en la tabla 4, la mayor colonización se observó 

en los tratamientos T3 y T4, con valores de 87,39 y 83,77%. 

 

Teniendo en cuenta que la colonización de las raíces es el primer paso de la interacción entre 

plantas y microorganismos, se genera una relación íntimamente relacionada con el sistema 

radicular llegando a cubrir parcialmente la superficie (Sylvia, Fuhrmann, Hartel, & Zuberer, 2004), 

motivo por el cual, el uso de las variables microbiológicas puede dar indicadores más completos 

sobre el proceso de nodulación y la relación que pueda tener la formación del nódulo y la 

colonización de la raíz y la respuesta en planta. Donde se cree que los Bradyrhizobium benefician 

el establecimiento de las micorrizas al estimular el crecimiento micelial de los hongos como lo 

expresa (Barea, Azcón y Azcón Aguilar, 2002).  
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Estudios como el de (Sarabia, Madrigal y Carreón, 2013) mencionan como las rizobacterias 

estimulan el crecimiento de las micorrizas posiblemente por la estimulación al desarrollo radicular 

y una mayor sensibilidad de la raíz y reconocimiento a ser colonizada por los hongos. 

 

Es importante mencionar como el tratamiento T6 se presentó un 1,4% de colonización donde se 

puede afirmar que la efectividad de las micorrizas puede verse reducida por altas dosis de 

fertilizantes fosfatados y nitrogenados, los cuales no permitieron que los hongos nativos lograran 

infectar y ser efectivos en un alto porcentaje las plantas (Montaño, Quiroz y Cruz, 2001).  

 

Caso contrario al observado en el tratamiento testigo T7 el cual presento una respuesta efectiva 

de cepas y porcentaje de colonización de hongos nativos, demostrando así simbiosis con las 

plantas de P guachapele (Ballesteros, Unigarro, Cadena, y Cadena, 2004). 

 

El impacto positivo de las interacciones sinérgicas entre la Micorrizas y Bradyrhizobium en el P. 

guachapele en la medida de los aumentos en indicadores agronómicos y microbiológicos, están 

asociados con el incremento en el suministro de N fijado por el Bradyrhizobium, y este 

posiblemente dependió del nivel de suministro de fósforo de la micorriza. Azcón, Rubio y Barea 

(1991) afirman que las cepas de Rhizobium permiten un mejor crecimiento en las plantas, cuando 

se inoculan con diferentes hongos micorrízicos VA, los cuales mejoran la fijación de nitrógeno 

por parte del rhizobium, además esta respuesta está asociado a que los hongos aumentan las 

concentraciones de fosforo en el suelo. 

 

De ahí que, el incremento del suministro de fósforo como consecuencia directa de la colonización 

de HMA o como consecuencia indirecta de la infección por Bradyrhizobium tuvo efectos positivos 

sobre la acumulación de biomasa foliar y radicular. Por lo anterior, el aumento de la acumulación 

de fósforo tuvo una influencia positiva en la eficiencia del uso de N fotosintético y que los límites 

superiores de la productividad del nitrógeno o la eficiencia del uso de N fotosintético pueden 

depender del nivel de suministro de fósforo (Xavier & Germida, 2003; Jia, Gray, & Straker, 2004). 
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8. Conclusiones y Recomendaciones 

 Conclusiones 

 

8.1.1. Los resultados indican, que acorde a las características culturales, tintoriales y fisiológicas 

de las colonias y en el desarrollo de los nódulos Pseudosamanea guachapele se asocia con 

cepas del género Bradyrhizobium sp. 

 

8.1.2. El efecto positivo de la inoculación de micorrizas y Bradyrhizobium en Pseudosamanea 

guachapele, se vio evidenciado en las respuestas de: crecimiento basal con incrementos del 58, 

96%, peso seco basal con 207% y materia seca basal del 39%, con respecto al tratamiento con 

fertilización química. 

 

8.1.3. Se evidencio con la inoculación una respuesta positiva en las variables radiculares de 

Pseudosamanea guachapele, con incrementos del 337 y 530% en las variables de peso verde y 

seco radicular respectivamente, comparadas con el tratamiento con fertilización química. 

 

8.1.4. En el análisis de las variables microbiológicas, se hallaron incrementos en un 59 y 320% 

en el número y peso seco de los nódulos, comparado con el tratamiento testigo e inoculado. De 

igual manera, el porcentaje de colonización y numero de nódulos, presentaron incrementos del 

61 y 59% respecto al tratamiento con fertilización química. 

 

8.1.5. La mejor interacción de los microsimbiontes con la leguminosa arbórea Pseudosamanea 

guachapele reflejada en las variables agronómicas y microbiológicas evaluadas bajo las 

condiciones del experimento, fue la coinoculación del inoculo mixto de cepa nativa de 

Bradyrhizobium y 50 g de micorrizas. 
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 Recomendaciones 

 

8.2.1. Es importante fomentar el uso de biofertilizantes de micorrizas, en cantidad de 50 gramos 

e inoculante con Bradyrhizobium de la especie arbórea Pseudosamanea guachapele en el 

momento de la siembra y en el establecimiento de la especie en los sistemas silvopastoriles.  

 

8.2.2. Evaluar el efecto del biofertilizante mixto Micorrizas y Bradyrhizobium, en la composición 

química nutricional del follaje de Pseudosamanea guachapele mediante el fraccionamiento de la 

proteína, según el Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS), la digestibilidad de la 

materia seca, y la concentración de minerales con énfasis en calcio y fósforo. 

8.2.3. Se sugiere, evaluar la inclusión de la especie leguminosa nativa Pseudosamanea 

guachapele en diferentes arreglos silvopastoriles multiestratos y multiespecies en el Bosque seco 

Tropical (Bs-T), utilizando en su establecimiento los biofertilizantes y dosis evaluadas en este 

experimento. 

 

8.2.4. Realizar alianzas estratégicas con la comunidad científica y el sector productivo, y darle 

así continuidad a esta investigación con la especie nativa Pseudosamanea guachapele. 

Fortaleciendo el uso y preservación de especies leguminosas arbóreas nativas en sistemas 

silvopastoriles del Bosque seco Tropical. 
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