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Resumen

La especie arb6rea multipropdsito Pseudosamanea guachapele conocida en Colombia como
Igua o cedro amarillo, establece simbiosis con bacterias fijadoras de nitrdgeno y con micorrizas
vesiculo arbusculares. Se realizé el aislamiento de cepas nativas de rizobios de arboles sanos
procedentes del municipio de San Jer6nimo Antioquia. Se seleccion6 una cepa identificada como
del género Bradyrhizobium sp. para ser evaluada individualmente y en mezclas con un indculo
mixto comercial de micorrizas (Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus
mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana). El efecto de la
inoculacion en P. guachapele se evalué en fase de vivero durante cuatro meses bajo un disefio
de blogues completamente al azar, siete tratamientos y tres repeticiones por tratamiento. Se
realizaron mediciones mensuales de las variables agronémicas y microbiolégicas. El efecto de la
coinoculacién 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 fertilizacion quimica. En el desarrollo radicular
se presentaron incrementos del 337% y 530% en el peso verde y seco radicular respectivamente,
respecto al tratamiento con fertilizacion quimica. Microbiol6gicamente, se obtuvieron incrementos
del 59% y 320% en el niumero y peso seco de los nddulos sobre el tratamiento sin fertilizacion.
De igual manera, el porcentaje de colonizacion y nimero de nédulos presentaron incrementos
del 61% y 59% respecto al tratamiento con fertilizacién quimica. El tratamiento que presento las
mejores respuestas fue el T1 conformado por 50 gramos de micorrizas e inoculacion con

Bradyrhizobium.

Palabras clave: Pseudosamanea guachapele, Endomicorrizas, Bradyrhizobium, Coinoculaciéon



Abstract

The multipurpose arboreal species Pseudosamanea guachapele known in Colombia as Igué 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 Jerénimo 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



1.Introduccion

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 reglon que
genera el 26% de la riqueza nacional, satisfaciendo parte de la demanda alimentaria de la nacion
y generando el 21% del empleo del pais, es el sector que mas involucra la ocupacién de personas
tanto a nivel rural como agroindustrial (7.5%) y del total de empleos generados por la agricultura

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

En este mismo sentido, para la economia de Colombia el sector ganadero es uno de los soportes
mas 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, ademas tiene una participacion muy
importante dentro de la economia rural colombiana porgue 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) permiti6 identificar el uso y la cobertura del suelo, entre los principales resultados obtenidos
se destaca que del area 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% esta
designado para otros usos. En la distribucién del area 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 agricola; y el 0,3% est& ocupado con infraestructura agropecuaria. En lo que concierne
al area con uso agricola (8,5 millones de ha), el 83,9% corresponde a cultivos (7,1 millones de
ha); el 13,6% esta asignado para areas en descanso; y el 2,5%, para areas en barbecho. El
inventario bovino del territorio nacional para el afio 2014 fue de 21.502.811 cabezas. De este

total, el 35,8% del inventario bovino en el area rural dispersa censada se encuentra en los



departamentos de Antioquia, Coérdoba, 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 Poblacién Bovina en el
pais estd distribuida en 599.953 predios y constituida aproximadamente por 26’367.814
animales, ubicados principalmente en los departamentos de Antioquia (11,52%), Cérdoba
(8,12%), Casanare (7,56%), Meta (7,39%), Caqueta (6,86%), Santander (6,05%), Cundinamarca
(5,39%), Cesar (5,37%), Magdalena (5,16%) y Boyaca (4,45%) que agrupan el 67,87% de la

poblacién total nacional.

De acuerdo con estas estadisticas, en nuestro pais la ganaderia ocupa un lugar importante en
el sector agropecuario reflejado en la extension de tierra destinada a la siembra de pasturas y el
aumento del censo bovino. Sin embargo, la produccion ganadera se da en su mayoria de forma
extensiva con bajo nivel tecnolégico y poca inclusion de arboles (Vergara, 2010). Donde los
impactos generados por la ganaderia causados por la sobreutilizacion de areas pastoriles en
todo el pais han acarreado la pérdida de fertilidad y la degradacion del recurso suelo, ademas de
la transformacion de numerosas areas de ecosistemas naturales principalmente bosques de
tropico bajo, bosques andinos, paramos y humedales. Es asi, que entre los afios 1960 y 1995
los bosques naturales se redujeron de 94.6 a 72.4 millones de hectareas, mientras que la
ganaderia se increment6 de 14.6 a 35.5 millones de hectéareas, cifra que ha venido aumentando

en los ultimos afios a 40 millones de hectareas (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008).

Pese a estos aumentos en area de pasturas, la produccion 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 vy 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 hectarea) (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008) y bajos indices de
produccion por animal siendo el segundo pais mas costos de América para la produccion de
leche ($835 litro de leche) (Hernandez, 2014).

Los bajos indicadores zootécnicos y la problemética ambiental han generado la necesidad de
evaluar nuevos métodos que permitan incrementar los rendimientos agricolas y forestales, junto
con el desarrollo de una agricultura y silvicultura sostenible. En los Ultimos afios se ha generado
un activo desarrollo de sistemas agropecuarios ecolégicos, sistemas holisticos de gestioén de la
produccion que fomentan y mejoran la salud del agroecosistema y en patrticular la biodiversidad,

los ciclos biogeoquimicos y la actividad biol6gica del suelo. Se basan en un reducido uso de



insumos externos y la no utilizacion de fertilizantes y plaguicidas de sintesis quimica, impulsado
por la creciente sensibilidad del consumidor, que esta exigiendo productos mas 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 socioeconémica y ambiental para la ganaderia
tropical mundial, dadas sus interacciones ecoldgicas e impactos econémicos. En el trépico bajo
colombiano, la incorporacion de arboles en las praderas, principalmente especies fijadoras de
nitrégeno, ademas de ofrecer un ambiente de bienestar para los animales, puede ser utilizada
como barrera rompevientos, para control de erosion y mejorar la fertilidad de los suelos,
originando beneficios productivos, ecoldgicos y economicos. Adicionalmente, ofrecen otros usos
complementarios como son la produccion de madera y frutos, la contribucién a un microclima, la
oferta de habitat para la fauna silvestre, la regulacion hidrica en cuencas hidrograficas y una
mayor belleza del paisaje, proporcionandole otros ingresos al productor y ofreciendo mayor
estabilidad econdémica a la empresa ganadera (Murgueitio, Cuartas y Naranjo, 2008; Chamorro
y Rey, 2010; Chamorro, 2012).

Dentro de los sistemas silvopastoriles de trépico bajo es necesario identificar y evaluar nuevas
especies multipropésito, es asi como, la especie nativa forrajera Pseudosamanea guachapele
(Kunth) Harms, leguminosa conocida por su capacidad de fijacion bioldgica de nitrégeno,
presenta altos contenidos nutricionales como alimento para rumiantes al contener niveles de
proteina del 17 al 24%, niveles de fenoles inferiores al 6%, FDN y FDA de 63% y 37%,
respectivamente (Cardenas, Angel Botero y Pérez, 2011). Ademas, las investigaciones en
sistemas silvopastoriles realizados por el grupo de investigacion Agroforesteria 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 produccion ganadera climaticamente inteligente, se viene reemplazado el uso la
fertilizaciéon de sintesis quimica, por productos organicos e inoculantes microbianos disponibles
en el mercado principalmente micorrizas y rizobios, la cual se plantea como una alternativa
segura, efectiva y econdmica para recuperar la productividad de los suelos (Perea et al; 2009;

Rey, Barahona, y Chamorro, 2014; Chamorro, 2012).



Los inoculantes microbianos han sido incorporados en practicas de campo en todo el mundo con
resultados satisfactorios, aunque, comparando con aplicaciones quimicas en la agricultura, su
presente impacto en los agromercados es pequefio. Sin embargo, la industria de agroquimicos
cada dia esta mas abierta al concepto de inoculantes biol6gicos, lo que ha generado un interés
genuino en desarrollar productos microbianos confiables y que puedan actuar como
complementos a los quimicos que hay actualmente en el mercado y que estan disponibles para
el productor a un precio aceptable (Boraste et al; 2009; Rey, Barahona, y Chamorro, 2014).

Por lo anteriormente mencionado, esta investigacion estuvo enfocada en la evaluaciéon de la
coinoculacion de cepas nativas de Rhizobium, Endomicorrizas vy fertilizacion quimica sobre el
crecimiento y desarrollo de Pseudosamanea guachapele sobre variables dasométricas y

microbioldgicas en la fase inicial de crecimiento.



2.Formulacioén del problema

El sector agropecuario en Colombia a pesar de haber avanzado en tecnologia, en cuanto al uso
del suelo, registra todavia deficiencias que tienen que ver con: Pérdidas de suelo laborable, baja

fertilidad y productividad de los sistemas de produccién agropecuaria.

En regiones con suelos de escasa fertilidad, en terrenos de minifundistas y pequefios
agricultores, el alto costo de los fertilizantes y las pérdidas de este elemento por lixiviacion, hacen
dificil un rendimiento sostenido de las pequefias areas de produccion. A lo anterior, se suma la
necesidad cada vez mas sentida del agricultor de 4reas marginales, por disminuir el tiempo o

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

Cada dia es necesario proporcionar al campesino pequefio propietario una tecnologia 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 sombrio adecuado.

En la mayoria de los casos, la bondad de tales plantas se manifiesta simultaneamente en un
beneficio o uso mdltiple, cuyas modalidades de su empleo van desde la plantacion homogénea,
hasta su asociacion con cultivos convencionales. El grupo de plantas conocidas como
leguminosas se han venido utilizando, aunque en pequefia proporcién, pues adn son poco
conocidas muchas de las especies herbaceas, bejucosas, arbustivas y arb6reas de nuestras

regiones selvaticas.

La carente informacién sobre el uso y manejo de las especies arboéreas y arbustivas en los
sistemas ganaderos ha limitado las practicas sostenibles agropecuarias, que se reflejan en

ampliacion de la frontera agricola e implementacion de sistemas de produccién extensivos, que



generan impactos ambientales negativos. Por tal razén, 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 Investigacion Agroforesteria y
biodiversidad Tropical, han mostrado sus efectos positivos sobre una produccién ganadera
ecoldgica. Los sistemas silvopastoriles como bancos de proteina, arboles dispersos en praderas
y cercas vivas, principales arreglos evaluados en produccién animal, han presentado
incrementos en la produccion de leche con un promedio de un 24% y ganancias de peso

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

Sin embargo, el nimero de especies lefiosas en Trépico bajo vinculadas directamente en la
investigacion es minima, comparada con la megadiversidad del Pais. Ademas, las experiencias
de productores y campesinos, algunas de ellas ancestrales; demuestran que la aplicacién de
estos sistemas agroforestales con especies nativas, aportan beneficios productivos y ademas

existe claramente efectos ambientales, y sociales.

Existe un nimero considerable de especies forrajeras arboreas nativas adaptadas a un amplio
rango de zonas agroecoldgicas 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 investigacion sistematico 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 investigacion sistematica, 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 nitrogeno, calidad
nutricional, capacidad de rebrote y aporte de sombra difusa; caracteristicas que permiten explicar
la respuesta animal, asociada con un mejor balance de nutrientes en el sistema silvopastoril

(Céardenas, Angel, y Pérez, 2011).

Algunos suelos de los Valles interandinos son acidos, 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 incorporacion de especies lefiosas, ademas de la baja



disponibilidad de germoplasmas de lefiosas que se adapten a las condiciones edéficas
contrastantes propias de suelos de estos valles.

En este contexto, los microorganismos benéficos del suelo especificamente los rhizobium y
micorrizas interactian con las raices de las plantas, creando un ambiente dinAmico que mejora
la estructura y fertilidad del suelo, donde la simbiosis bacteria, hongo y planta se beneficia
metabdlicamente del reciclaje de nutrientes (Pedraza et al;2010).

Teniendo en cuenta lo anterior, desde un proceso sistematico de evaluacion Agrozootecnica de
especie lefiosa como Igua Pseudosamanea guachapele dada su gran cobertura en los Valles
interandinos, es necesario incluir fases iniciales de investigacion donde se evidencie su
interaccidon con microorganismos, y evaluar integralmente esta leguminosa Arbérea, iniciando

procesos de seleccion y escalamiento.

Por lo tanto, en la FASE |. se realiz6 la evaluacion de variables dasométricas de las especies
Igua Pseudosamanea guachapele durante la fase de vivero bajo el uso de dos biofertilizantes
(Micorrizas y Rhizobium). Este proyecto se enmarca en las lineas de investigacion de la

ECAPMA, Alimentacion, Metabolismo y Nutricion Animal y Biodiversidad y Recursos Genéticos.
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3.Justificacion

Los sistemas agropecuarios tradicionales en los Valles interandinos, han disminuido su
productividad de manera gradual y sistematica, efecto atribuido entre otros factores, a la pérdida
de la capacidad productiva de los suelos, las bajas precipitaciones caracteristicas de la region,
baja disponibilidad de aguas para sistemas de riego, escasa cobertura y a la compactacion de
los suelos creando condiciones desfavorables para la produccién ganadera debido a la baja
capacidad de retencion de humedad del suelo, lo cual se agudiza con las altas tasas de
evapotranspiracion ocasionando déficit hidricos considerables (de 1.000 a 1.500 mm por afio)
que conlleva a la deficiente produccion y calidad de gramineas y leguminosas forrajeras y el
descenso marcado en la oferta de biomasa forrajera presentada en la época de sequia, conduce
a la disminucién en los indicadores de produccion zootécnica y por consiguiente de los ingresos

de los productores (Chamorro, 2002).

La disponibilidad y calidad del forraje en oferta, esté limitada por diversos factores como lo son
los cambios climaticos, la distribucién de las precipitaciones, la composicién de los suelos, la
calidad nutricional y adaptacion de las especies y el manejo de las praderas. La baja produccion
zootécnica de los bovinos en el bosque seco tropical esti directamente asociada con el mayor
contenido de pared celular, el menor porcentaje de proteina 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 produccion 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 utilizacion de alternativas de bajo costo, que mejoren la oferta de alimento en
época de sequia, con la optimizacion de plantas forrajeras arbéreas con alto potencial de

rendimiento en calidad, produccion y resistencia a las sequias.
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Para lograr la sostenibilidad y la productividad de los sistemas de produccion del tropico bajo,
estos deben estar directamente relacionados con el manejo y produccién de recursos forrajeros
gue le proporcione mayor disponibilidad y calidad de materia seca, para lo cual se debe
incorporar al sistema leguminosas arboreas forrajeras, las cuales mejoran la principal limitante
para la produccién animal como es el consumo voluntario durante la época de sequia (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 como los use y aproveche el ganadero, dependera la intensidad,
calidad y duracion de esta actividad fundamental para la economia, la alimentacion, el desarrollo

regional y la cultura.

La iniciativa de incluir arboles en potreros se implementa para disminuir los costos de produccion,
reducir los riesgos de plagas en los pastos, ayudar a prevenir la erosion en las areas pendientes
y mejorar las condiciones actuales de los suelos. Cuando la poblacion de arboles leguminosos
como guamos, algarrobillos, acacias, bucaros o trupillos esta entre 25 a 40 individuos por
hectarea, se logra una reduccidbn cercana al 30% en la fertilizacibn nitrogenada

(Moreno et al; s.f).

Adicionalmente, se reducen los costos de labranza y adecuacion de suelos compactados, se
incrementa la productividad y sostenibilidad de las fincas ganaderas al permitir la intensificacion
en la produccion de forrajes y mejoramiento de la dieta, permitiendo la alimentacién y

suplementacién estratégica animal a lo largo del afio o en épocas criticas.

En los meses sin lluvias la mayoria de los arboles 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 energia y proteina de alta digestibilidad. Ademas, suministran sombra para
el ganado disminuyendo el estrés calérico y haciéndolo mas eficiente en la produccién de carne,

leche o crias (Chamorro y Rey, 2008).

Por tal razén, es importante realizar investigaciones enfocadas a la caracterizacion botanica y
nutritiva de las leguminosas nativas arboreas, con el fin de evaluar su potencial forrajero y calidad
nutritiva ya que la investigacion se ha limitado a investigar en pocas especies destacandose las

arboreas, 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 lefiosos, e iniciar procesos de seleccion y escalamiento de algunas
especies nativas que han demostrado por su presencia en estos ecosistemas su gran
adaptacion, este es el caso de la especie Igua 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 investigacién desde la
fase de vivero y potencializar su desarrollo aéreo y radicular con la identificacion de sus
microsimbiontes, por medio de procesos de aislamiento y su posterior aplicacibon como
biofertilizantes; como es el caso del Rizobio y las Micorrizas que pueden fijar nitrégeno v,
solubilizar y absorber del fosforo respectivamente, incrementando el crecimiento vegetal,
(Mosse, 1981). La fijacion del nitrdgeno por las bacterias del género Rhizobium es un proceso
gue requiere de energia en forma de ATP (Jones, 1974), por lo que la micorriza que cominmente
se hallan en simbiosis con las leguminosas, pueden aumentar la absorcién del fésforo debido a
la capacidad de estas estructuras para solubilizar el fésforo capturado en un mayor volumen de
suelo explorado; transfiriéndolo luego a la raiz 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 cafion y valle del bajo cauca y
vertiente oriental de la cordillera occidental. Su madera es de color amarillo, medianamente dura,
muy empleado en ebanisteria 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 Medellin, 2011).

Es importante anotar que el Grupo de investigacién Agroforesteria 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 arbol juega un papel esencial en la relacion suelo-planta-arbol-animal-
ambiente, porque ademas de aportar al sistema proteinas y minerales, mejoran el funcionamiento
del ecosistema microbial del rumiante favoreciendo la degradacién 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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Ademas, de generar tecnologias en Silvopastoreo, que se convirtieron en un modelo regional
dada la participacion del Sector oficial y privado asociado con la ganaderia en Campoalegre,
Huila, municipio representativo del Valle calido del Magdalena. Asimismo, realizando procesos
de observacion de la regeneracién 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 mostr6 que
las hojas del Igua tienen un 24% de proteina (Stewart & Dunsdon, 2000). La facilidad con que el
igud regenera en los pastizales lo convierte en una especie muy util para la rehabilitacion

ecoldgica de tierras degradadas, la restauracion de bosques y una fuente de proteina.

Una fase inicial de este programa de investigacién con Igua es evaluar el efecto de la
biofertilizacion y fertilizacion quimica sobre variables dasométricas de Pseudosamanea
guachapele en fase de vivero, identificando los microorganismos simbiéticos con énfasis en
Rhizobium y micorrizas que se asocian a esta especie, de manera que se haga un uso mas
eficiente de la capacidad genética de produccion y calidad de biomasa de esta leguminosa,
incluyendo estos microorganismos con un manejo integral, de recuperaciéon de suelos,
disminucion de costos de produccién y mayor calidad y produccion de la oferta de biomasa a los

rumiantes.

Por lo anterior, esta investigacion esta enfocada a la optimizacion en calidad y produccion de
forraje de la especie Igua Pseudosamanea guachapele, como arbol multipropésito, por medio de
la practica de inoculacién de hongos micorricicos arbusculares nativos y cepas de Rhizobium
nativas, para mejorar los valores nutricionales, disminuir costos de produccidn, sustituir en gran
parte la fertilizaciébn quimica y ofrecer una mejor oportunidad de adaptacion y supervivencia de
Pseudosamanea guachapele.



14

4.0bjetivos

4.1 Objetivo general

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

con la especie Pseudosamanea guachapele sobre variables agronémicas y microbioldgicas.

4.2 Objetivos especificos

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

Pseudosamanea guachapele en Valles Interandinos.

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

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

e Evaluar las variables agrondmicas durante la fase de vivero bajo el uso de dos

biofertilizantes (micorrizas y Rhizobium) comparado con un fertilizante quimico.
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5.Marco tedrico

5.1 Modelo de leguminosas y lefiosas

En un ensayo preliminar de evaluacion nutricional del Igua Pithecellobium guachapele del Huila,
reportan niveles de proteina del 17 al 24%, niveles de fenoles inferiores al 6%, FDN y FDA de 63
y 37, respectivamente y concluyen que el Igua es una forrajera de muy buena calidad nutricional

para ser usada en la alimentacion de rumiantes (Cardenas, Angel y Pérez, 2011).

Segun (Rojas y Suarez 2015; Morales y Sarmiento 2008), el Igua Pseudosamanea guachapele
(Kunth), es un arbol nativo de la zona de Bosque seco tropical, del departamento del Huila, del
cual actualmente, sélo se aprovecha la madera de plantas de 20 a 30 afios, para la fabricacion

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

Es importante mencionar que, ademas, de la buena calidad nutricional del forraje, excelente
palatabilidad, capacidad de fijacién de nitrégeno, la especie Pseudosamanea guachapele por la
rapida degradacion de las hojas en el suelo, se puede incluir en los sistemas de produccién como

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

En paises como “Costa Rica se ha usado en plantaciones de pequefa escala (<200 ha) para
madera de aserrio y en el Salvador puede encontrarse como arbol de sombra en cafetales”

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

Segun Noboa (2016), al describir la ecologia del Igud, indica que su distribucion natural abarca
desde México hasta Bolivia (incluyendo Surinam y Venezuela y Ecuador). El habitat 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 rios, la temperatura media anual: 20 - 40 ° C. La media de precipitacion
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 mas de 30 cm de diametro a la altura del pecho.

La corteza es la caracteristica mas notable de este arbol, de color gris muy claro y ademas esta
cubierta de grandes y llamativas placas de tejido muerto como flecos. De hojas compuestas,
pinnadas y alternas, grandes, de hasta 30 centimetros de largo, cubiertas en su cara posterior
por un finisimo terciopelo de color amarillento (Alcadia de Medellin, 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 pequefas en forma de frijoles.
El nimero de semillas por kilogramo esté entre 23000 y 29000 semillas/kg. La madera esta lista
desde 20 a 40 afios. 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 via Medellin - Santa Fe de Antioquia (1), Corteza (2). Ramas y
flores (3), Fruto y flores (4)

Fuente: (Alcadia de Medellin, 2011)
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Como afirma Chamorro et al; (2007) esta especie crece en zonas subhimedas y secas, siendo
dominante en el paisaje de terrazas sobre el Magdalena en el Departamento del Huila y Tolima,
y abundante en el cafion del Cauca y en Antioquia. Las hojas son un forraje para el ganado de
alta calidad, palatables con un 24% de proteina.

Aunque por el momento no son usadas ampliamente en América para este propdsito, este uso
tiene un enorme potencial. Las hojas se descomponen rapidamente por lo que pueden ser
usadas también como abono verde aunada a su capacidad de fijar nitrégeno. Se conocen
algunos analisis del valor nutricional donde los contenidos de proteina cruda son de 24%, materia
seca de 34%, FDN del 63%, FDA del 37% y una degradabilidad del 68.2%, confirmando su
potencial forrajero (Cardenas, Angel y Pérez, 2011).

Ademas, se ha implementado en varios sistemas silvopastoriles, donde alcanza excelentes
aportes. En rotacion de praderas de (42 a 45 dias) el Ilgua se mantiene, demostrando su
capacidad de rebrote y resistencia al ramoneo; a partir de estas observaciones crece la
expectativa, cComo una especie promisoria en sistemas silvopastoriles para ramoneo, no obstante
se deben realizar evaluaciones, del manejo agrozootécnico para incluirla en sistemas

silvopastoriles (Hernandez, 20011).

En la actualidad es creciente el interés por incorporar a la actividad agropecuaria, de una manera
mas intensiva, un mayor numero de especies de leguminosas considerando su potencial de
fijacion de nitrdgeno, este aspecto es importante, especialmente, en regiones donde por el uso
inadecuado de la tierra y/o la intensidad de cultivo, la cantidad de nitrégeno en el suelo presenta

niveles criticos.

En el trépico colombiano existe una gran riqueza biolégica 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 investigacion especies de leguminosas asociadas a cultivos
agricolas. En este contexto inici6 estudios de identificacién de leguminosas naturales en tres
diferentes regiones de Colombia (Guaviare, Urab4d y Medio Atrato-Choc6) examinando sus
caracteristicas como fijadoras de nitrbgeno y otras particularidades, y su posible uso en

actividades de indole agroforestal (Manevar, 1982).

En una investigacion realizada en el estado de Rio de Janeiro (Brasil). Se midié el depdsito de
hojarasca y la transferencia de nitrdgeno en cultivos homogéneos de Igua (Pseudosamanea

guachapele) y eucalipto (Eucalyptus grandis) y en cultivos mixtos de ambas especies, siete afios



18

después de establecidos. La produccion anual de hojarasca no tuvo diferencias significativas
entre los tres arreglos forestales: 12,75 t/ha para Igua, 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
Igua acelera en cuatro meses la incorporacién de los residuos del eucalipto al suelo, en

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

Algunos otros atributos interesantes de este arbol son su capacidad de rebrotar después de las
guemas, buen crecimiento y tolerancia a temporadas secas, alta produccion de biomasa forrajera
de buena calidad, alta rentabilidad financiera para pequefios, medianos y grandes productores,
Cobertura total del suelo durante todo el tiempo que reduce al minimo los procesos erosivos
superficiales por accion 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 parasitos internos por la ruptura de ciclos de vida con la rotacion y por el efecto de los
metabolitos secundarios del Igua, es un sistema ideal para alcanzar las metas de buenas
practicas ganaderas y luego la produccién organica certificada para los nuevos mercados de

leche y carne (Murgueitio et al; 2011).

También ayudan a reducir la carga de parasitos internos, al romper su ciclo de vida con la rotacion
de praderas, ademas del efecto de los metabolitos secundarios del igud. También es una
alternativa ideal para implementar en buenas practicas ganaderas, que certifican una

produccion organica para el mercado de leche y carne (Murgueitio et al;2011).

5.2 Marco Conceptual

5.2.1 Modelo biofertilizantes

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) interactian simbidticamente con el 80 % de las
familias de plantas terrestres en las cuales son capaces de formar Micorrizas Arbusculares (MA),

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

Las micorrizas son asociaciones simbibticas mutualistas; practicamente universales entre
algunos hongos y raices de las plantas. Esta interaccion mutualista brinda un beneficio para el

hongo y para la planta en la cual, el hongo se considera la parte mas activa metabdlicamente en
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la absorcion de nutrientes para la planta y ésta a su vez aporta al hongo nutrientes organicos
(fuentes de carbono) procedentes de productos fotosintéticos y un habitat ecol6gicamente
protegido en la rizésfera (Azcon & Barea, 1980). Los hongos micorrizico arbusculares poseen
tres componentes principales que son: la raiz de la planta hospedera, las estructuras formadas
en el cortex radicular (arbusculos, o vesiculas) y el micelio o esporas extraradicales (Espinoza,
2014).

hifa

micelio

vesicula

arbusculo , ; =

Figura 2. Partes de la micorriza

Fuente: (Espinoza Antor, 2014)

En forma general, los beneficios que representa esta asociacion para la planta son muchos y
muy variados, una de las funciones mas importante para la planta esta relacionada con aspectos
nutricionales ya que, desde el punto de vista de la planta se aumenta la superficie de absorcién
de la raiz de tal forma que esta puede absorber y asimilar mas agua y nutrientes minerales como
los elementos poco moéviles del suelo: K, Zn, S, Ca, Mo, B y principalmente el nitrégeno v el
fésforo (en forma de 6rgano-fosfatos) (Molina, Mahecha y Medina, 2005; Khalil, Gardezi,

Marquez y Ayala, 2015).

Ademas, de otros beneficios ligados a los nutricionales que estimula el crecimiento por la
absorcion de nutrientes no asimilables por la planta especialmente en suelos con bajos
contenidos de nutrientes, como los son: detoxificacion de los minerales pesados, reciclaje de

nutrientes, tolerancia a condiciones de estrés hidrico, mayor tolerancia de la planta a patdgenos
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por la resistencia de la planta a enfermedades radicales (Guadarrama y Sanchez, 2004).
Ademas, de inducir la sintesis de hormonas vegetales, ya que incrementan la capacidad de
absorcién de agua a través de las hifas aumentado su tolerancia a la sequia y aumenta la
eficiencia de otros simbiontes como Rhizobium (Alarcéon y Ferrara, 1999).

El hongo a su vez toma los carbohidratos (producto de la fotosintesis) los cuales son necesarios
para su desarrollo, esto lo hace por medio de las células meristematicas de los pelos radicales
de la raiz de la planta. En consecuencia, la micorriza es una adaptacién biolodgica que favorece

a las plantas en su nutricion mineral, balance hidrico y desarrollo vegetal (Azcén & Barea, 1980).
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Figura 3. Esporas e hifas y raicillas micorrizadas asociadas con Igua Pseudosamanea
Guachapele.

Fuente: El autor.

El fosforo después del Nitrégeno es el elemento que participa en la nutricion de las plantas, este
se encuentra en el suelo de forma organica como inorganica con baja disponibilidad para las
plantas; algunos microorganismos son capaces de solubilizar el fésforo 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 liberacién del fésforo pasa por un proceso de meteorizacion, lixiviacion, erosion y
extraccién industrial como fertilizante de los depdsitos de apatitas y depdésitos naturales de
fosfato (Aristizabal y Cerén, 2012).

Se debe tener presente que el fésforo, a diferencia del nitrégeno, es un elemento practicamente

inmaovil en el suelo por lo que su absorcidn por parte de las raices depende de la capacidad de
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exploracién de estas Ultimas. En este sentido, la micorrizacién proporciona una superficie de

absorcién incrementada y mas eficaz (Coyne & Rasskin, 2000).

Arévalo y Moreno (2014) afirman. “El ciclo del fosforo comienza con los iones de fosfatos
disueltos, las plantas lo absorben a través de sus raices 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 fésforo insoluble y las bacterias que solubilizan fosfato transforman
el fosforo en fosfatos inorganicos disueltos” . Parte de estos compuestos son distribuidos por

escorrentias, aves y otros animales terrestres, completando asi el ciclo.

Los hongos a través de la produccion de &cidos disuelven los minerales a acidos organicos
(glicdlico, lactico, citrico, maléico) (Perez, De la Ossa, y Montes, 2012), acidificando el suelo y

facilitando la absorcion del fosforo para las plantas (Corrales, Arévalo y Moreno, 2014).

Crecimientoy desarrollo
vegetal

Sadie
Temperatura y Precipitacion

g% oriego

Fertilizantes
|

1 Minerales primarios I

Meteorizacion

MO Fraccion labil
—

MO Activa Inmovilizacién ' Arcillas, Oxidos y
Biomasa microbiana vV carbonatos
J P Fraccién mineral ® Adsorcién
disponible Desorcién
‘ Mineralizacién | HPOs* i
H,PO, Disolucién

recalcitrante -
Compuestossecundarios

Escorrentia, erosion y lixiviacion Precipitacién Ca, Fe, Mn, Al

Relaciones entre el ciclo del fésforo y los compartimentos orgdnicos y minerales. Los cuadros negros son las entradas
al sistema, los grises las fracciones disponibles, sin color las fracciones minerales; sin recuadro procesos y factores que tienen
influencia en la disponibilidad de fésforo (MO: Materia orgdnica).

Figura 4. Dinamica del Fésforo.

Fuente: (Aristizabal Gutierrez & Cerén Rincon, 2012)

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

e inducir la formacion de nddulos fijadores de N: en las raices, aunque en algunos casos los
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nddulos 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 heterétrofos, aerobios moviles por la presencia de flagelos peritricos o polares
(Rivera, 2012). La habilidad las cepas de formar nddulos determina la infectividad y la de fijar
nitrégeno se denomina efectividad. Para la fijacion de nitrégeno el Rhizobium obtiene la energia
qgue requiere de la fotosintesis (carbohidratos) que intercambia con la planta, gracias a su
localizacion dentro de la planta. (CIAT, 1987); (Ifion).
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Invasion de pelos radicales por Rhizobium sp. (A) rizobia (rh) coloniza la rizésfera y se adhiere al pelo
radical (). (B) “Factores Nod” inducen el ensortijamiento del pelo radical y permiten la penetracion
bacteriana al centro de infeccion (ci). El nucleo del pelo radical (1) precede el crecimiento del hilo de
infeccion (ir). (C) El hilo de infeccion alcanza la base del pelo radical (if), ain acompaiiado del niicleo
(n) (D) El pelo radical (r) se ramifica (rif) cerca del primordio nodular formado por las células corticales
en division. (E) Los bacteroides (b) son liberados desde el hilo de infeccion (if) y forman simbiosomas
(s) donde se acumulan granulos de poly--hidroxibutarato (phb) rodeados por la membrana
peribacteroidal (pb). Otras abreviaturas: ¢, corteza; d, vacuola digestiva; ep, epidermis; ed, endodermis
(Perret et al., 2000).

Figura 5. Formacion de un Nédulo.

Fuente: (Mayz Figueroa, 2004)
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Figura 6. Morfologia del Nodulo de Igua Pseudosamanea Guachapele.

Fuente: (Mora de Gonzalez, 1983).

Figura 7. Raiz con presencia de Nodulos asociados con Igua 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 asociacion simbidtica con distintas
especies de plantas, y durante la simbiosis son capaces de llevar a cabo la fijacion de nitrogeno

molecular (Mendez, 2010).

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

sirven de hospederos; de aqui se desprende que no todas las especies de Rhizobium pueden
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nodular efectivamente cualquier leguminosa. La capacidad para causar nodulacion vy fijar
nitrégeno, esta 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 practica la inoculacion 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 analisis mas exhaustivo respecto de la

cepa de Rhizobium que tienen sus nddulos, si es efectiva o sélo infectiva.

De ocurrir el Gltimo 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 fijaciéon de nitrégeno
en forma efectiva; sin embargo, hay tonalidades que como la carmelita oscura o el color
anaranjado aportan dudas en el andlisis de coloracion que presentan los nédulos 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 nédulos de la raiz de leguminosas, asi como cianobacterias, pueden fijar
el nitrogeno gaseoso de la atmaosfera, es decir reducirlo convirtiéndolo en nitrégeno organico. Por
otra parte, las formas parasitas obligadas obtienen del hospedador los complejos constituyentes

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

El ciclo bioquimico del nitrégeno comprende una serie de procesos microbioldgicos quimicos y
fisicos en el cual ocurren varias transformaciones simultadneas y en diverso sentido, en las que
participan componentes organicos, inorganicos y volatiles. El proceso de fijacion del nitrdgeno
atmosférico molecular o dinitrégeno (N2), inicia con la reduccion a la forma amoniacal por la
intervencion de la enzima nitrogenasa, la cual permite la reduccion de N a nitrato (NOs) 0 iones
de amonio (NO.), y otros sustratos, como lo es el acetileno (C;H>), el cual es reducido a etileno
(C2H4) (Mayz, 2004).

En el proceso de fijacion del nitrdgeno atmosférico que se encuentra en forma molecular (N2), se
reduce a la forma amoniacal por la intervencién de la enzima nitrogenasa es la que permite la
reduccion de Nz a nitrato (NOs) 0 iones de amonio (NOa), y otros sustratos, como lo es el acetileno
(C2H>), que es reducido a etileno (C2H.) (Mayz, 2004).
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Este importante elemento fertilizante, no se comporta en el suelo del mismo modo como la
mayoria de los demas nutrientes. En la naturaleza, el nitrdgeno pasa por un incesante ciclo de
cambios, partiendo del Nitrégeno libre en la atmdésfera, éste puede ser fijado por una descarga
eléctrica o por las bacterias simbiéticas (Rhizobium), de esta manera es utilizado como alimento
0 nutriente por las plantas. La fijacion biolégica de N, contribuye con aporte de minerales al
sistema suelo-planta esencial para la fertilidad del suelo y la productividad (Cerdn y Aristizabal,
2012).

El nitrégeno puede llegar a formar parte del suelo de varias maneras, a saber: a) por procesos
guimicos como la oxidacién de nitrdgeno atmosférico por accion de rayos solares, descargas

eléctricas, lluvias acidas. b) Por fijacion biolégica del Nitrogeno (Pellegrini, 2017).

La fijacion bioldgica de nitrdgeno consiste en la conversion del nitrégeno atmosférico por accién
de un microorganismo a una forma combinada que puede ser utilizada por la planta, directa o
indirectamente. Por ejemplo, algunos microorganismos de vida libre o0 asociaciones simbidticas
entre plantas y microorganismos participan en la fijacion bioldgica del nitrégeno. Algunas plantas
gue participan en la fijacién de nitrogeno, la cual se realiza por accion de microorganismos en
vida libre, o por asociaciones simbidticas entre plantas y microorganismos. La fijacién de
nitrégeno por asociacion de plantas leguminosas con bacterias Rhizobium es el sistema mas
importante, sin desconocer el de la asociacion simbibtica de plantas no leguminosas con

bacterias del género Frankia, en los cuales también hay formacion de nédulos (Manevar, 1982).

Richardson y col. (2009) evaluaron en un suelo bajo en fésforo asimilable, la inoculaciéon de
Leucaena leucocephala con Glomus fasciculatum y dos cepas eficientes de Rhizobium sp. Los
resultados mostraron que la doble inoculacion mejoré el crecimiento de la planta y el rendimiento

de biomasa seca, en comparacién con la variante sin inoculacién.

La produccién de nédulos en las plantas de Pseudosamanea guachapele es la respuesta a la
infeccién producida a través de una cepa especifica presente en el suelo o mediante una cepa
especifica inoculada en estas plantas. Sin embargo, no todas las cepas de Rhizobium son
capaces de producir una fijacion simbiética 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 asociacion con

Pseudosamanea guachapele.

Por esta razon el presente trabajo esta orientado a identificar, y evaluar la efectividad de



26

micorrizas arbusculares y la simbiosis de bacterias diazotréficas del género Rhizobium en la
especie Igud Pseudosamanea guachapele especie que se incluira en fases avanzadas de
evaluacion en sistemas silvopastoriles multiestrato del Bosque seco Tropical (Bs-T).
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6.Metodologia

6.1 Localizacion

El ensayo se realiz6 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 kildmetros de la ciudad de
Medellin, Situado en el extremo norte del Valle de Aburra sobre la margen derecha del rio
Medellin en una estribacion de la cordillera de los Andes. EI municipio de Barbosa hace parte del
Area Metropolitana y es paso obligado hacia el nordeste del departamento, Magdalena
Medio, Santanderes, la Costa Norte, Venezuela y sirve como via alterna con la capital del pais.
La zona se clasifica como bosque humedo premontano 1.300 m.s.n.m; con Temperatura

promedio de 25°c y una precipitacion 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 Matias y al sur con los municipios de Concepcién y San Vicente.
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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
Microbiologia de la Universidad Nacional de Colombia sede de Medellin, donde se realizaron los
aislamientos y multiplicacion de las cepas de Rhizobium o Bradyrhizobium e identificacion de las

micorrizas asociadas a la especie en investigacion.

6.2 Recoleccidon de muestras

Las muestras de Micorrizas y Rhizobium se recolectaron de suelo rizosférico y raices nodulares
de poblaciones naturales de la zona de influencia de Pseudosamanea guachapele, de la via San
Jerénimo (Antioquia), las muestras de suelo se utilizaron para realizar los andlisis fisicoquimicos
iniciales del ensayo. Se recolect6é suelo, raices y nédulos de tamafio grande a mediano de la

parte superior de la raiz principal.

En todos los casos se escogieron plantas vigorosas en la etapa de floracion, sin indicios de
ataque de plagas o enfermedades. Los nédulos fueron conservados en tubos con silica gel y

algoddn (Rey, Chamorro y Ramirez, 2005).

6.3 Materiales

Tubos tapa rosca de 10 ml, silica gel, algoddn, bolsas plasticas, pala, nevera, desecador.

6.4 Procedimiento de muestreo

En las &reas seleccionadas se forma una capa superficial de aproximadamente 20 cm de
profundidad, en la cual se entretejen las raices del arbol 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 arboles seleccionados.

Se recolectaron aproximadamente 1500g de suelo los cuales se homogenizaron, se retir6 las

raices para tincién y se extrajeron dos submuestras de 300g y 500g para aislamiento y conteo
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de esporas, y para andlisis fisicos y quimicos respectivamente, y el suelo restante se lleva a 5°C

en nevera para su conservacion.

6.5 Analisis de muestras
6.5.1 Rhizobium
6.5.2 Muestreo y preservacion de nodulos

6.5.3 Materiales

Tubos con cierre hermético, Algodon, Silica Gel Con Indicador de Humedad.

6.5.4 Procedimiento

Se ubicé en el fondo del tubo (1/3) silica gel seca (color azul) y una mota de algodén. Se
recolectaron las raices de leguminosas en el campo y se guardaron, previa identificacion, en
bolsas plasticas. Es recomendable dejar suelo rizosférico recubriendo las raices para evitar
resecamiento de los nédulos. Una vez en el laboratorio se lavaron bien las raices y se separaron

cuidadosamente los nodulos, segun (Rey, Chamorro y Ramirez, 2005).

Se recolectaron nddulos que no presentaban dafios de insectos, enfermedades o heridas,
preferiblemente de tamafio mediano y grande. En cada tubo se colocaron noédulos de una sola
planta. La silica gel se cambi6 cada vez que tomé coloracién rosada debido a la absorcion de la

humedad (Rey, Chamorro y Ramirez, 2005).

Los datos que se utilizaron para la identificacion de los ndédulos fueron: Fecha de recoleccion,
lugar de recoleccion, altura sobre el nivel del mar, datos climaticos del lugar, caracteristicas del
suelo, caracteristicas de la ondulacién (tamafio de nédulos, coloracién interna numero de

nodulos, distribucién en la raiz etc.) y nombre del recolector.
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6.5.5 Aislamiento de cepas de Rhizobium

6.5.6 Materiales

Solucion 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 ceramica.

6.5.7 Procedimiento

Los nddulos fueron lavados y se separaron cuidadosamente de la raiz, y fueron almacenados en
tubos con silica gel. Para la esterilizacién se colocaron los nddulos en solucion salina (0.85%)
por un lapso de media hora. Luego se sumergieron los nédulos en una solucién de etanol 70%
(v/v) por un periodo de 10 minutos. Posteriormente se realizaron tres lavados con agua estéril,

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

Los nédulos previamente esterilizados fueron macerados con 5 ml de agua destilada estéril en
un mortero previamente esterilizado. Posteriormente, se tomé 1 ml del macerado y se diluy6 con
agua destilada estéril hasta obtener diluciones de 10'a 107. De cada dilucién se estriaron 500 pl
sobre cajas Petri que contenian medio de cultivo levadura manitol agar (LMA) y medio libre de

nitrogeno (NFB) y fueron incubadas a 27° durante 15 dias.

A patrtir del cultivo inicial se realizaron aislamientos hasta obtener un cultivo puro de Rhizobium.
Y se llevaron las cepas a prueba de caracterizacion microscépica y macroscépica para su
subsiguiente inclusibn en el Banco de Cepas. Se obtuvo 150 ml de inoculo con una de
concentracion 2,46 x 10° ufc de bacterias fijadoras de nitrégeno, segiin métodos descritos por
(CIAT, 1985).

6.5.8 Ildentificacion de Rhizobium

6.5.9 Tincién de Gram

La pureza se comprob6 por tincion de Gram. Las cepas se conservaron en el mismo medio LMA
con rojo Congo a 4°C. Para la identificacion del género Rhizobium se utilizé la técnica de tincion
de Gram, la cual permiti6 observar la caracteristica de Gram-negativas y las diferentes

morfologias presentadas por las bacterias.



31

Se realizé la prueba de confirmacién, la cual consisti6 en tomar muestra del cultivo en un
portaobjeto y se le agreg6 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 translicidas, blancas, convexas y tienden a ser granulosas
son caracteristicas de Bradyrhizobium. Segun Wang et al; (2001) en Bradyrhizobium se agrupan
bacterias de crecimiento lento, cuyas colonias miden menos de 1 mm entre los 5y 7 dias de ser

incubadas permitiendo ver la morfologia, coloracion y purificacion de las cepas.

6.5.10 Procedimiento

Se recolectd una pequefia muestra de la colonia y se esparcié suavemente sobre la ldmina de
forma tal que quedo cubierta en un area de un centimetro o dos centimetros de diametro, se dejo
secar al aire y se fij6 pasando rapidamente la lamina sobre el mechero. Se adicionaron, unas
gotas de solucion de cristal violeta y se dejé de 30 a 60 segundos, luego se lavé con agua. segun
métodos descritos por (CIAT, 1985).

Luego se adicionaron unas gotas de solucién 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 preparacion deja de liberar cristal violeta y se lavdé inmediatamente con abundante
agua, se adiciono una gota del colorante fucsia por 10 segundos y se lavé de nuevo, se dejo

secar y se observé al microscopio. segun métodos descritos por (CIAT, 1985).

Para determinar la morfologia de las bacterias aisladas se realiz6 la tincion de Gram y se observé
al microscopio 6ptico. Las caracteristicas culturales y la tasa de crecimiento se determinaron

sembrando las cepas en medio LMA, con rojo congo, a pH 6.8 y se incub6 durante 10 d a 28 °C

6.5.11 Seleccion de cepas inoculadas

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

1. Cepas nativas de mayor crecimiento asociadas con la especie Pseudosamanea
guachapele; 2. Alta efectividad, 3. Alta infectividad, 4. Adaptacién a las condiciones

edafoclimaticas de la zona.
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FASE I: Recoleccién de muestras
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Figura 9. Diagrama de flujo del proceso de muestreo, preservacion y aislamiento
y produccién de Rhizobium.

Fuente: El autor.

6.5.12 Numero y peso de nédulos de Rhizobium

Desde el tercer mes de muestreo se realiz6 el conteo de nddulos, peso verde y seco.

Inicialmente se extrae la tierra de la raiz con el fin de poder observar los nédulos y asi realizar el
conteo. Luego se separan los nédulos de la raiz para ser lavados y posteriormente pesados.
Para tomar el peso seco de los nédulos, 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 nédulos en una balanza de precision. El pesaje de los nodulos secos debe ser
inmediatamente se retiran del horno, para evitar errores por rehidratacion. (Rivero, Giraldo y
Graham, 1976).



33

6.6 Micorrizas

6.6.1 Micorrizas arbusculares

Se utilizaron Micorrizas de Safer micorrizas arbusculares (M.A) las cuales contenian una mezcla
de esporas, micelio y propagulos de Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus
mosseae, Glomus manihotis, Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana, el inoculante
contenia 300 esporas/g.

6.6.2 Aislamiento y conteo de esporas

6.6.3 Materiales

Centrifuga, Tamiz de 38 um y 400 um, Beaker, Tubos plasticos Falcon de 45 ml.

Reactivos: Peroxido de Hidrégeno, Solucion de tween 80 al 2% mas sacarosa 2M, Polinivil

Lactoglicerol.

6.6.4 Procedimiento

El método que se utilizo fue el de (Gerdemann & Nicolson, 1963), con algunas modificaciones.
Esta metodologia 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 um) con la finalidad de aislar
las esporas, luego se le adiciona con una jeringa una solucion de sacarosa 2M con tween 80 al
2% de manera que este quede suspendido con el material recolectado y se lleva a centrifugacion
a 2800 rpm durante 10 minutos. Se saca cuidadosamente el tween y se lleva al tamiz de menor
diametro con una malla de 38 um ,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 asi la muestra que se paso6 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

himedo las esporas, se procede a realizar el conteo utilizando un estereoscopio.
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6.6.5 Tincién de raices y determinacidn del porcentaje de infeccion de
los hongos MA en raices de Pseudosamanea guachapele

6.6.6 Materiales

Tubos Plasticos Falcén de 10 ml, Bafio Maria, Beakers.

Reactivos: Hidroxido de Potasio al 10% (KOH), Peroxido de Hidrogeno al 10% (H202), Acido
Clorhidrico 1N, Lacto Glicerol, Azul de Trypan 0.05%.

6.6.7 Procedimiento

Se utilizé la metodologia de tincidon con azul de Trypan descrita por (Phillis & Hayman, 1970)
modificado por (Koske & Gemma, 1989). Se lavaron las raices con agua corriente, se colocaron
en el bafio Maria a 90°C con KOH por 15 minutos. Se lavaron y se sumergieron en KOH al 10%
y H202 al 10% mezclando solucion 1:1 (v/v) de 5 a 10 minutos dependiendo de la raiz. Se lavé
de nuevo y se sumergieron en la solucion de HCl al 1N por 10 minutos se retiraron de la solucion
y se llevaron al azul de Trypan por 12 horas, se sacaron, se lavaron y se montaron en laminas

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

| FASE I: Recoleccion de muestras |
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|

Conteo de esporas y porcentaje de
colonizacion en suelo

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

Fuente: El autor.
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6.7 Semillas

Las semillas de Pseudosamanea guachapele fueron recolectadas en el Centro Agropecuario la
Angostura SENA CALA de Campoalegre - Huila.

6.7.1 Proceso de desinfeccioén

Las semillas vienen acompafiadas por organismos capaces de causar infeccién una vez entren
en contacto con algun los medio que le de los nutrientes y la humedad necesaria para crecer.
Por ello es necesaria una desinfeccion superficial utilizando diversas soluciones. Para la
desinfeccion se sumergen las semillas en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% por 10

minutos.

6.7.2 Proceso de escarificacion

Las semillas de Pseudosamanea guachapele tienen una cubierta impermeable por lo que es
preciso utilizar métodos de escarificacion para asegurar la germinacion in vitro rapida y uniforme.
El proceso de escarificacion permite romper la tension superficial de la semilla y logra mayores
porcentajes de germinacién. Para el proceso de escarificacion, se sumergio la semilla en agua
estéril a 80°C por 3 minutos Segun (CORANTIOQUIA, 2005).

6.8 Sustrato

Como sustrato se utilizé una mezcla comercial que contenia 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 segun los tratamientos, por un tiempo de cuatro meses y se evaluaron las variables.

Segun (Rey, Chamorro y Ramirez, 2005).

6.9 Pruebas de inoculacion en vivero

6.10 Disefio experimental

Se utilizé un disefio de bloques completos al azar, con siete tratamientos y tres repeticiones por
tratamientos. Los datos se recolectaron a los 30, 60, 90 y 120 dias después de la siembra. Se

analiz6 la respuesta a la inoculacién a través de: Variables agrondémicas altura (cm), longitud de
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raiz (cm), peso verde basal (g), peso verde de raiz (g), peso seco basal (g), materia seca basal
(%), peso seco de raiz (g), materia seca de raiz (g), diametro basal (mm). Variables
Microbiologicas: Numero de nodulos, peso nddulos verdes (g), peso nédulos secos (g), nimero
de esporas y porcentaje de colonizacion por la técnica de azul de tripan (Phillis & Hayman, 1970).
La informacion fue procesada mediante el programa SAS (1997). La comparacion 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 + Fertilizacién con N y P, (Fosfato diaménio)

T7: Testigo, Semilla de Pseudosamanea guachapele sin inocular.

Bloques =3 -Muestreos= Mensuales (4)
(T1): Micorrizas, 509 + Bradyrhizobium -Replicas de campo=3
2ml /planta -Bolsas de un kilo, (bolsas cafeteras)

(T2): Micorrizas 50g

(T3): Micorrizas, 100g + Bradyrhizobium
2ml /planta

-Andailisis de datos SAS

-Prueba de comparacion de medias

Tukey
(T4): Micorrizas 100g x 62m x

(15): Bradyrhizobium 2ml [planta 41m

wu

=

o
2
m

(T6): Fertilizacién con niveles medios de

NyP,409 DIAGRAMA DE CAMPO
(T7): Semilla sin inocular




X 100 cm (16 cm de cada bolsa por 6 bolas) X

X_16ecm _X

Guadua o
ladrillos

Guadua o

T1-1-1 = Tratamiento 1, Muestreo 1, replica 1 fadrillos
T1-4-3 = Tratamiento 1, Muestreo 4, replica 3

Blogues : 3

Tratamientos =7

Muestreos = 4 ( Cada mes)

Replicas de campo =( Tres plantas por muestreo).

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

Fuente: El autor.
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| FASE III: Vivero

Inoculacién de plantas y montaje de
experimento en vivero

h 4

Evaluacion y recoleccion de datos 30, 90, 60
y 120 dias

38

v

| Andlisis de datos: SAS, Tukey

Variables de respuesta:
agrondémica y microbiolégicas

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de campo y recoleccién de informacién.

Fuente: El autor.

6.11 Variables

Variables Dependientes:

Agrondmicas:

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

planta completa. Longitud y peso verde y seco de la raiz, metodologia modificada para los

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

Microbiolégicas:

Se cuantificard la incidencia micorritica a través del aislamiento y conteo de esporas, segun

la metodologia planteada por (Gerdemann & Nicolson, 1963) por la metodologia de tincién

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

1989) y Numero y peso de nddulos.
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6.12 Analisis de datos

La informacion fue procesada mediante el programa SAS (1997). La comparacion de medidas
fue realizada acorde a la prueba de Tukey.

6.12.1 Pruebas de comparacion con medias de Tukey

La prueba (Honestly-significant-difference) de Tukey es una prueba de comparaciones multiples.
Permite comparar las medias de los t niveles de un factor después de haber rechazado la

Hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica ANOVA.
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7.Resultados y discusion

7.1 Variables agronomicas.

En la Tabla 1 se muestra la comparacién de medias segun la prueba de Tukey, de las variables
agronOmicas Altura (cm), Longitud Raiz (cm) y el Diametro basal (mm) estrechamente asociadas

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

Tabla 1. Respuesta a la inoculacion y fertilizacion quimica sobre la Altura (cm), Longitud Raiz
(cm) y el Diametro basal (mm)

Altura planta Longitud Raiz Diametro Basal
(cm) (cm) (mm)
Tratamiento Dias

30 60 90 120 30 60 90 120 90 120

Significancia *x ns kid kid hid ns ki * * b
T1 5,57% 8,63 16,57° 38,67° 5,22 7,04 26,122 37,662 0,24? 0,27°
T2 5,39% 7,20 14,827 34,622 4,78° 7,811 24,68° 33,892 0,21% 0,282
T3 4,49%° 8,09 12,37 38,96% 5,23° 8,80 25,66% 38,442 0,19° 0,29°
T4 3,29° 7,31 13,24% 40,012 3,91° 6,60 26,40° 41,332 0,19° 0,282
T5 5,822 8,12 13,57 35,38° 5,562 8,94 25,39° 34,442 0,21% 0,272
T6 4,44 8,44 11,88° 25,17° 5,31° 6,933 14,33° 22,33° 0,18° 0,19°
T7 5,922 8,70 13,67 36,532 7,212 9,511 24,352 32,22° 0,18° 0,282

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5):
Bradyrhizobium (T6): Fertilizacién con Ny 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 segln 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 dias (P>0.01) en la variable
altura (Tabla 1). A los 30 dias de evaluacion los tratamientos T5 y T7 presentaron las mayores

alturas.

A los 90 dias fueron los tratamientos T1 y T2, esta dinamica de crecimiento fue consistente en la
respuesta que se obtuvo a los 120 dias 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 biofertilizacibn con micorrizas ayuda al crecimiento y
nutricion de las plantas; ademés 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 observé 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 infeccién de micorrizas incrementa el suministro de fosforo y asi favorece la fijacion de
nitrégeno por medio de la simbiosis con Rhizobium, superando el desarrollo con el tratamiento

con fertilizacion quimica.

Por otra parte, la asociacion mutual de Micorrizas y Rhizobium con las plantas inoculadas ayudo
al mejor crecimiento de las plantas, posiblemente al aumentarse los nutrientes, por una mejor
absorcién de las raices ayudadas por la micorriza, ademas 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; Gonzalez,
Nufiez y Barceld, 2012) la coinfeccion de rizobacterias y micorrizas son promotoras del
crecimiento inicial de las plantas, debido a mecanismos como la fijacién de nitrégeno y la

solubilizacion del fésforo.

La asociacion simbiética de Micorrizas y Bradyrhizobium con las plantas inoculadas ayud6 a
mejor el crecimiento de las plantas. Posiblemente, al haberse aumentado la disponibilidad de
nutrientes por una mejor absorcion de las raices ayudadas por la micorriza. Ademas, del aporte
gue hace el Bradyrhizobium como promotor de crecimiento las plantas lograron mejores
indicadores de crecimiento (Parkash & Aggarwal, 2009; Ahmed & Thakore, 2003). Es importante
anotar gue el tratamiento con fertilizacion quimica (T6) presentd los menores crecimientos en la

variable altura durante todo el periodo de evaluacion.
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Figura 13. Evaluacion de variable altura muestreo al cuarto mes.

Fuente: El autor.

Asimismo, se observo que en los estados tempranos la inoculacién con microorganismos generé
una sinergia positiva, que impacto sobre el crecimiento de las plantas, lo que fue correspondiente
con las respuestas microbiol6gicas obtenidas en los tratamientos con biofertilizantes a los 90 y
120 dias (Tabla 4).

El efecto en el crecimiento inicial de las plantas que se obtuvo en los tratamientos con la
inoculacion se asocia con los mecanismos de fijacion de nitrdgeno y solubilizacion del fésforo

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

Se conoce que en la etapa de asociacion 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
disminucion 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 mas tiempo para establecerse en la raiz y comenzar el proceso simbidtico.

El tratamiento sin inoculacion T7, evidencio la dependencia que presenta P. guachapele en
generar asociaciones simbiéticas mutualistas con especies nativas de microorganismos nativos
del suelo (rizobios y micorrizas) (Tabla 4), lo cual impacté 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 algin grado de dependencia o susceptibilidad de la planta a la
colonizacién y nodulacién, donde el aporte metabdlico en su establecimiento, desarrollo y
nutricion promovié el crecimiento de las plantas (Requena, 1996).

7.1.2 Longitud de raiz.

El andlisis de varianza indico diferencias significativas y altamente significativas a los 30, 90 y
120 dias. A los 30 dias los tratamientos T5 y T7, presentaron las mayores longitudes con 5,56 y
7,21 cm respectivamente.

Figura 14. Evaluacion variable longitud de raiz muestreo al cuarto mes.

Fuente: El autor.
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En los ultimos periodos de evaluacion se presenté una tendencia similar entre los tratamientos
inoculados, que fue mas frecuente en aquellos tratamientos con doble inoculacién. La asociacion
con micorrizas y rizobios estimulan el crecimiento de las raices, debido produccién de exudados

que favorecer la permeabilidad (Sarabia, Madrigal y Carre6n, 2013; Crush, 1974).

Por su parte las micorrizas proporcionan un incremento y eficacia de las raices, traducido en
mayor superficie de raiz, mayor capacidad de exploraciéon y absorcién de nutrientes (Lopez,

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

En la variable desarrollo radicular el tratamiento T6 con fertilizaciébn quimica present6 los
menores crecimientos durante el periodo de evaluacion. Asociado posiblemente a toxicidad por
acumulacion de fertilizantes 0 a un aumento en la concentracién de aluminio e hidrogeno
(Alzugaray, Haase & Rose, 2004), asi mismo, de perdida de nutrientes por lixiviacion, ademas
de producirse una menor penetracion de las raices al subsuelo debido a la obtencion de la
fertilizacién localiza, traducido en menor crecimiento radicular y por ende menor exploracion de

suelo para capturar nutrientes (Douglass, 2001).

7.1.3 Diametro Basal

El diametro basal fue medido a los 90 y 120 dias, y presenté diferencias significativas y altamente
significativas en los tratamientos evaluados. A los 90 dias los tratamientos T1, T2 y T5 mostraron
las mayores respuestas. En efecto, se observdé como la inoculacion de micorrizas y
Bradyrhizobium incrementaron el grosor del tallo, involucrando en cierta medida, la accién de la
fijacion de nitrégeno, produccidon 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, Gomez, Alvarez, Pat-
Fernandez Y Espin, 2010), ademas 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 investigacién con café. De igual manera, el diametro
basal es una variable que mide la capacidad de transporte de agua hacia la parte aérea, de la
resistencia mecanica 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 evaluacion todos los tratamientos inoculados y el tratamiento control,
superaron al tratamiento con fertilizacién quimica, donde podemos inferir posiblemente, que un
aumento de la acidez del suelo del T6, inhibi6 procesos de asimilacion de nutrientes, reflejandose
en el minimo valor del diametro de tallo (Prieto, Orjuela y Cardenas, 2005), ya que la relacion, de
los efectos de los fertilizantes en caracteristicas quimicas 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 fisico (Sadehgian, 2004;
Morén, 2000) . Una de las principales funciones del tallo es el transporte de agua y nutrientes,
almacenamiento de asimilado y sostenimiento de las partes areas de la planta, por lo anterior el
diametro basal, es frecuentemente utilizado en los estudios forestales ya que presenta altas
relaciones con variables de produccion, que permite observar y determinar el desarrollo

fenolégico en campo de especies forestales (Rey, Chamorro y Ramirez, 2005).

Figura 15. Evaluacion variable didametro basal en las unidades experimentales.

Fuente: El autor.

El efecto de la inoculacién 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 inoculacién y fertilizacion quimica sobre el crecimiento basal

Significancia * *x id * * ns *k * ns ok *x *
T1 0,14% 0,20° 1,36 6,142 0,019*® 0,07 0,36 2,08 14,15 37,87% 26,47 36,40
T2 0,13% 0,16° 1,15% 5,142 0,016*® 0,06 0,31% 1,473 13,08 38,44% 27,38* 28,84

b
T3 0,11% 0,24° 0,83 7,222 0,018%° 0,07 0,22 2,222 17,64 30,46%°  26,14* 30,482
b
Ta 0,09° 0,17° 0,82 7,652 0,011° 0,06 0,22 2,37% 13,46 35,372 27,55* 30,69
b
T5 0,14% 0,19° 0,88 5,462 0,0222 0,06 0,23 1,64%° 16,07 34,09% 26,31 29,867
b
T6 0,13% 0,35% 0,78° 2,85° 0,016*® 0,08 0,17¢ 0,77° 13,99 23,87° 21,21 26,17°
T7 0,162 0,18° 0,73° 5,302 0,0222 0,06 0,19¢ 1,58 14,14 33,71%* 26,05 29,542
b

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5):
Bradyrhizobium (T6): Fertilizacion 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 segun 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 evaluacion respectivamente. En esta investigacién se
presentaron diferencias significativas y altamente significativas en todos los periodos de

evaluacion.

Al inicio de la evaluacion el menor peso fue obtenido por el tratamiento T4. A los 60 dias el
tratamiento con fertilizacion quimica manifesté el mayor peso verde basal con un valor de 0,35

g/planta, superando a los demas tratamientos.
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Figura 16. Evaluacién de las variables peso verde y seco basal.

Fuente: El autor.

A los 90 dias el tratamiento con doble inoculacién micorrizas-Bradyrhizobium, presenté el mayor
valor con 1,36 g. superando en 74,3% y 86,3% a los tratamientos fertilizacién quimica y sin
inoculaciéon respectivamente, notando como la presencia de micorrizas y asociacién con
Bradyrhizobium parece aumentar la busqueda, transporte y absorcion de nutrientes, reflejado en

mejores pesos verdes (Noda, 2009; Parkash & Aggarwal, 2009).

Al final del periodo de evaluacién los tratamientos T1, T3 y T4 superaron al tratamiento con
fertilizacién quimica, con valores de 6,14, 7,22 y 7,65 g. Segun (Welbaum, Sturz, Dong, & Nowa,
2004), los consorcios bacterianos por inoculacién, a medida que aumenta el tiempo de
interaccion, mejoran la fertilidad del suelo a través de la regulacion de los ciclos biogeoquimicos
e influyendo en la cinética de afluencia de nutrientes y agua. En efecto, el aumento en los pesos
frescos podria estar influenciado por fitohormonas como las auxinas, las cuales al activar la
division celular y en consecuencia, se da el crecimiento de diferentes 6rganos en la planta, como
son las hojas (Pimienta, Zaudo y Lépez, 2009) citando a (Walch et al; 2000), ademas de atribuir
gue la simbiosis micorricica mejora la absorcion de minerales del suelo (Pimienta, Zaudo y Lopez,
2009 ;Constantino, Gémez, Alvarez, Pat, Espin, 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 dias de

evaluacion.

Al inicio de la evaluacién el T4 presentd el menor valor respecto a los demés tratamientos. A los
90 dias los tratamientos T1 y T2 obtuvieron los mayores pesos con valores de 0,36 y 0,31 g
respectivamente. A los 120 dias de evaluacion los tratamientos presentaron una tendencia similar

superando al tratamiento con fertilizacién quimica.

Se observd como las plantas inoculadas con micorrizas y Bradyrhizobium permitieron un
aumento del peso seco basal comparado con las plantas testigo, como también se observé 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
metabdlicos, obtencion de nitrégeno, fosforo y solubilizacion que se reflejé en las plantas

inoculadas.

Los consorcios bacterianos, regulan los ciclos biogeoquimicos 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 presentd las mejores respuestas a los 60, 90 y 120 dias. Los tratamientos inoculados
y sin inocular superaron al tratamiento con fertilizacion quimica. Se observé 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 asociacién con microorganismos no solo aumenta la biomasa vegetal, sino que influye en su
distribucién en la parte area de la planta. El estimulo de la captaciéon de nutrientes y posterior
translocacion de éstos a la parte area propicia la transferencia de fotosintatos a la raiz y la mayor
retencién en la parte aérea, donde son utilizados en la producciéon de materia vegetal (Sarabia,
Madrigal y Carreén, 2013).
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El desarrollo de las plantas expresado en peso fresco, peso y materia seca radicular presento
diferencias altamente significativas entre los tratamientos evaluados (P<0.01) a los 90 y 120 dias

de evaluacion.

Durante los primeros 30y 60 dias de evaluacién 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 sefiales especificas para
garantizar el reconocimiento de los microorganismos. Ademas, que la aceptacion es controlada

por la planta a través de exudados de la raiz (Ramirez y Rodriguez, 2010; Sanjuan, 2001).

Como afirma Colon, Gutiérrez y Probanza (1999), citados por (Hernandez, 2014) la simbiosis de
las bacterias de Rhizobium y micorrizas favorecen el incremento de la biomasa aérea y radicular,
ademas de mejorar la fertilidad del suelo, a través de la fijacion biolégica del nitrégeno
beneficiada por el Rhizobium, la cual es estimulada por procesos microbianos en la
transformacién de la materia organica y reciclaje de nutrientes, enriquece y mejora la fertilidad

del suelo.

Por otra parte, las micorrizas incrementan la actividad microbiana que ademas de inducir cambios
fisiologicos comprendidos en un aumento de la tasa fotosintética y redistribucion del carbono

fijado, favoreciendo asi la nutricion del suelo (Blanco y Salas, 1997; Ferrara y Alarcon, 2001).

Las raices de los arboles en los sistemas silvopastoriles contribuyen y aportan de manera
importante nutrientes al sistema por medio de la descomposicién-mineralizacion de raices,
nodulos y exudacion de nutrientes (Sylvia, Fuhrmann, Hartel, & Zuberer, 2004). La respuesta a

la inoculacion y a la fertilizacion quimica sobre el desarrollo radicular se indica en la Tabla 3.

El efecto de la inoculacién sobre las variables de respuesta de pesos secos de raiz de las plantas,

se indican en la Tabla 3.
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Tabla 3. Respuesta a la inoculacion y fertilizacion sobre el desarrollo radicular

Significancia ns ns ** ki ns ns ki ki ns ns b b
T1 010 0,11 1,64 382* 0009 004 0458 104* 983 3916  26,57° 26,23
T2 012 0,12 1,26®  232% 0013 005 035" 097° 11,78 4511  26,56° 42,9%¢
T3 011 014 1,23%c 2752 0,008 005 035 0,99 8,35 41,72 27,452 37,1800
T4 010 011 1,21%¢ 2362 0,007 005 0,34* 126 6,90 44,87 26,247 35,750
T5 011 015 1,29% 241%® 0012 006 036* 084* 10,10 40,59 27,652 35,13¢
T6 010 0,12 0,66° 080° 0017 004 015  020° 19,86 3498 22,13 26,824
T7 015 0,14 0,86  230* 0013 005 022° 067*® 869 41,40  2555° 33,96°

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5):
Bradyrhizobium (T6): Fertilizacién con Ny 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 segun la prueba de Tukey (P>0.05).

7.1.7 Peso verde radicular.

Se observaron diferencias altamente significativas a los 90 y 120 dias de evaluacion El
tratamiento 1, inoculado con micorrizas y cepas nativas de Bradyrhizobium, present6 las mayores

respuestas sobre el desarrollo radicular con 1,64 y 3,82 g respectivamente.

Figura 17. Procesamiento de raices para posterior evaluacion del peso verde radicular.

Fuente: El autor.
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A los 90 dias el T1 supero6 al tratamiento testigo (T7 0,86 g) y a la fertilizacion quimica (T6 0,66
g) con incrementos de 131 y 86% respectivamente; a los 120 dias el tratamiento T1 superé al
tratamiento T6 en un 377%, donde se asume que la asociacion 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 absorcién y crecimiento de la raiz (Torreogroza,
Salamanca y Barea, 1992). Segun (Ojeda, Herrera, Furrazola y Hernandez, 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 dias
de evaluacion. Probablemente, es durante este tiempo que se da el contacto y penetracion 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 inoculacién puede inhibir sistematicamente a uno de los simbiontes,
en donde esta inhibicién puede explicarse por el origen comdn y caracteristicas fisiol6gicas entre
la simbiosis; donde la planta podria tener una sefial alterada cuando se establece uno de los
simbiontes. Sin embargo, esta inhibicion es transitoria, ya que al final del experimento se observé

un aumento del peso seco radicular en plantas con doble inoculacion.

Se observaron diferencias altamente significativas a los 90 dias, donde se presentaron pesos
radiculares que oscilaron entre 0,15 a 1,04 g. El tratamiento T1 present6 los mayores valores
superando al tratamiento T6 en 530% y al T7 en un 104%. A los 120 dias con diferencias
altamente significativas se observé un efecto positivo a la inoculacion, 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 captacion de nutrientes al
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tener mayor area de exploraciéon del suelo (Hernandez, 2014) que las plantas que se le aplico
fertilizante quimico y las plantas testigo.

Asi mismo, se observé como la sinergia entre Rhizobium y micorrizas fue positiva, presentado
mejores resultados localizados a nivel de la raiz, a partir de un mejor desarrollo de raices y de
mejorar el aprovechamiento de nutrientes (Romagnoli, Denoia, Osso y Estancich, 2017;
Spagnoletti, Fernandez, Tobar y Chiocchio, 2013).

7.1.9 Materia seca radicular.

Se observo un efecto positivo a la inoculacion en los dos ultimos periodos de evaluacion (P<0.01).
A los 90 dias de evaluacion, 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 inoculacién

superd al tratamiento T6 en 20% y al tratamiento T7 en 3,9%.

A los 120 dias el T1, superd en un 72 % al tratamiento con fertilizacion quimica, demostrando la
utilidad de la asociacion de micorrizas y Bradyrhizobium en las plantas para aumentar el producto

de las raices en cantidad de biomasa (Juge, Prévost, Bertrand, Bipfubusa, & Chalifour, 2012).

Estos resultados nos indican como la inoculacion con HMA puede causar cambios fisiolégicos y
bioquimicos a través de la simbiosis la cual modifica la morfologia de la raiz, posiblemente
relacionado con la capacidad del hongo para producir hormonas, que inducen y aceleran, la
elongacion de los tejidos (Ferndndez, 2003), ademas los rhizobium promueven el desarrollo de
los pelos radicales mediante la produccion de fitohormonas, como el acido indol acético, acido
giberélico y citoquinas, regulando el crecimiento y modificando asi la morfologia y aumento de
la biomasa radical, (Santillana, Arellano y Zafiiga, 2005) Citando a (Chabot et al; 1996 ; Perrine
et al; 2004; Yanni et al; 2001).

Los resultados positivos de la coinoculacién del Bradyrhizobium con endomicrorrizas como
Glomus fasciculatum, Scutellospora heterogama, Glomus mosseae, Glomus manihotis,
Acaulospora rugosa y Entrophospora colombiana, generan respuestas positivas en la produccién
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 aplicacion de inoculos de HMA en leguminosas ha registrado ademas del incremento de
nutrientes en la planta, mayores respuestas en el desarrollo radicular, reflejados en la red de
hifas y las raicillas micorrizadas. La combinacion de las micorrizas con el Rhizobium puede
favorecer aun mas el efecto de los hongos micorrizogenos al establecer mecanismos de sinergia

a nivel biolégico 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, Gonzalez y Medina, 2015).
En otras investigaciones se evidencia que las hifas de las micorrizas producen glomalina, que es
una glicoproteina insoluble en agua que actdan como aglutinantes de minerales y materia
organica; las cuales estan 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 absorcion de nutrientes esenciales (Ojeda, Herrera, Furrazola, y
Hernandez, 2014).

7.2. Variables microbiolégicas.

En la Tabla 4 se muestra la comparacion de medias segun la prueba de Tukey, de las variables
microbioldgicas asociadas a la coinoculacion de plantas de Pseudosamanea guachapele, como

efecto a los tratamientos evaluados.

Tabla 4. Respuesta a la inoculacién y fertilizacién sobre variables microbiolégicas

Noédulos Micorrizas
NUumero Peso Peso NUmero Colonizacion
S (No) fresco seco esporas (%)
@) 9 (No)
Dias
90 120 120 120 120 120
Slgnlflcancla *% *% *% *% *% *%
T1 23,67 % 42,223 4,832 0,21° 86,8° 40,8¢
T2 21,78 2 53,2220 4,942 0,142 87,4¢ 75,3¢
T3 24,67 2 62,33 5,072 0,19 310,9° 87,3?
T4 23,332 54,2220 5,072 0,162 93,7¢ 83,7
T5 20,78 2 53,1120 4,962 0,11 532,02 23,0°
T6 0 0 ob 0 135,2¢ 1,4
T7 17,782 340 4,882 0,05¢ 516,72 78,4

(T1): Micorrizas 50 g + Bradyrhizobium (T2): Micorrizas 50 g (T3): Micorrizas 100 g + Bradyrhizobium (T4): Micorrizas 100 g (T5):
Bradyrhizobium (T6): Fertilizacion 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 segln la prueba de Tukey (P>0.05).
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7.2.1 Formacion de nodulos.

En todos los muestreos inoculados se observé que las plantas presentaron formacion de nédulos
radiculares por lo cual se puede afirmar que la cepa de Bradyrhizobium fue infectiva.

La capacidad de estimulacién de la cepa de Bradyrhizobium en P. guachapele en la formacion
de ndédulos, presentd diferencias altamente significativas entre los tratamientos en los dos

periodos de evaluacion.

Figura 18. Evaluacién de la variable nimero de nédulos.

Fuente: El autor.

El nimero de nédulos promedio a los 90 dias fue de 18,8 y a los 120 dias de 45,65 nddulos; los
mayores valores matematicos se observaron en los tratamientos T3 y T4. Similar respuesta se
presento en las variables peso fresco y peso seco de nédulo. Los nédulos presentaban buen

tamafio, con coloracion interna rojiza.



55

Los tratamientos con coinoculacién mostraron un niamero superior de nédulos comparado con el
tratamiento testigo; demostrando la efectividad de los biofertilizantes en simbiosis de
Bradyrhizobium y micorrizas, asi como de forma individual para incrementan el nimero de
nddulos y mejorar sus caracteristicas morfolégicas (Abd-Alla, EI-Enany, Nafady, Khalaf, & Morsy,
2014); (Leij, 2002).

Cabe resaltar que el tratamiento control T7 presentd nodulacion, efecto asociado a la
dependencia de la especie por generar asociacion simbibtica con poblaciones nativas de
rizobios; este experimento demostré6 como la especie P guachapele crece y se desarrolla en
condiciones de vivero en suelos no esterilizados con buenas respuestas agronémicas y
asociaciones simbidticas con rizobios y hongos nativos, sin embargo la respuestas de produccion
de las plantas se puede mejorar con el uso de Bradyrhizobium inoculados mejorados de la

especie y con hongos micorrizicos seleccionados (Patreze & Cordeiro, 2005; Lodeiro, 2015).

Efecto contrario observado en el tratamiento T6 donde podemos mencionar que el nivel de
fertilizacion puede inhibir o disminuir la formacién de nddulos (Pérez et al; 1996). Entre los
factores que afectan el crecimiento de las leguminosas y que influyen negativamente en la
nodulacion y fijacién del nitrégeno es la presencia de nitrégeno en suelo, el efecto que ejerce el
exceso de nitrdgeno en el proceso simbidtico se relaciona con la disminucion de las poblaciones
de rizobios, con la interferencia del fenédmeno del reconocimiento hospedero-bacteria precursor
del proceso de infeccion o porque los carbohidratos disponibles en el suelo, se emplean en la
asimilacién de nitrégeno y no en la formacién de noédulos (Sylvia, Fuhrmann, Hartel, & Zuberer,
2004).

El peso fresco de los nédulos oscild entre 5,07 a 4,88 g. Todos los tratamientos inoculados fueron
similares. El peso seco de los nddulos presentd diferencias altamente significativas a los 120
dias de evaluacion, el tratamiento T1, presentd el mayor peso con 0,21 superando al tratamiento

sin inocular en un 320%.

La respuesta positiva a la nodulacién y la respuesta en la germinacién y desarrollo de las plantas
de P. guachapele, posiblemente esta asociada a la mayor produccion de pectinas por las cepas
de Bradyrhizobium, las cuales incrementan la permeabilidad de la pared celular de la raiz

aumentando la penetracion del simbionte (Costales, Napoles y Falcén, 2007).
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De igual manera, la produccion del acido-3-acético (AlA), el cual esta asociado a la estimulacion
en el desarrollo del primordio del nédulo participa como regulador y control de la nodulacion y la
nitrogenasa (Woodward & Bartel, 2005; Gray & Smith, 2005) mencionan que los
microorganismos son considerados la fuente primaria de sustancias biolégicamente activas en
el suelo y en microorganismos fijadores de nitrégeno, estimulan la produccion de etileno, la

respuesta a la nodulacion y fijacién de nitrégeno.

Adicionalmente, (Baker, Hill, & Parsons, 1997) sugieren que la concentracién de compuestos
nitrogenados reducidos a nivel foliar, presentan un proceso de retroalimentacion con el estatus
de nitrégeno en la planta, lo cual estd estrechamente relacionado con la estimulacion de la
nodulacion, retornando estos compuestos nitrogenados en aminoacidos a los nédulos para

regular su crecimiento y actividad.

Dado que estos microorganismos simbiontes son de gran importancia para la captacion de
nutrientes por parte de las plantas, al contribuir al ciclo del nitrégeno y del fésforo en el suelo, es
interesante poder reconocer que algunos rizobios pueden verse beneficiados con la asociacion
de hongos HMA, donde las hifas pueden servir de nicho, como lo menciona (Artursson, Finlay, &
Jansson, 2006; Sarabia, Madrigal y Carre6n, 2013) “algunos Rhizobium y Psuedomonas
adheridas a las esporas e hifas de hongos germinados”, posiblemente logran mejorar la
nodulacion gracias al contacto cercano a la raiz, ademas de mejorar colonizacion de hongos,

beneficiando posiblemente al facilitar las interacciones metabélicas e intercambio de nutrientes.

Uno de los principales efectos de la biofertilizacion, se relaciona a la posibilidad de incrementar
el area superficial subterrdnea combinada (raices, raicillas y micorrizas) al mejorar absorcién y
conduccién de sustancias agua y minerales (savia bruta) del suelo, a través de los pelos
absorbentes, por intermedio del xilema y floema, ademas de almacenamiento de sustancias en
el parénguima, lo que se favorece alin mas en las leguminosas, al tener raices y pelos radicales
cortos. En varias leguminosas esta relacién es también relacionada con el nimero de nédulos,

gue incide directamente en el nivel de proteina cruda de la especie forrajera (Morales, 2008).
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7.2.2 Evaluacion Micorrizica:

7.2.2.1. Numero de esporas.

El numero de esporas presentes en el suelo presento diferencias altamente significativas entre
los tratamientos, el mayor numero de esporas en el suelo se obtuvo en los tratamientos TS5y T7
con 532 y 516 esporas/g/suelo/seco. Donde se observd como la interaccion de rizobios
inoculados no afecto la propagacion y numero de esporas nativas en la rizosfera del tratamiento
T5, sin embargo, se not6 una baja susceptibilidad de la planta a la colonizacion de los hongos la
cual present6 un 23% (Tabla 4), suponiendo como a menudo el nimero de esporas no indican

infectividad, ademas de pensar en especificidad de la simbiosis (Requena, 1996).

Aunque se evidencio la presencia de esporas de micorrizas nativas en el suelo del tratamiento
con fertilizacién quimica T6 (123 esporas/g/suelo seco), la colonizaciéon de las raices en este

periodo fue la mas baja 1,49% (Tabla 4).

Este efecto se puede asociar a la presencia de nutrientes generados por la fertilizacion quimica,
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 acido abscisico, giberelinas,
auxinas y citocininas (Woodward & Bartel, 2005) o porque no se presentd dependencia al
enddfito por parte de la planta. Aunque si bien en diferentes estudios, (Noda, Martin, Penton y
Matos, 2013; Salto, Sagadin, Luna, Oberschelp y Harrand, 2015) se ha evidenciado que las
micorrizas pueden ser estimuladas por la fertilizacion, en este ensayo, se evidencié que en P.
guachapele la presencia y disponibilidad de nutrientes en el suelo, pueden ser definitivos para

gue el hospedero permita la colonizacion de este microsimbionte.

Ademas, de conocer por otros autores que altos niveles de N y P afectan negativamente la
funcionalidad de la micorriza y se puede mencionar que esta sujeta a varios factores como: clase
de fertilizantes, caracteristicas del suelo, cultivo, tipo de hongos MA, etc. (Blanco y Salas,
1997;Molina, Mahecha y Medina,2005; Guerra, 2008).

En esta investigacion se pudo observar, que la fertilizacion quimica no inhibié la germinaciéon 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 impidié la asociacion de los
hongos micorrizicos nativos (Sdnchez de Prager et al; 2007; Ballesteros,Unigarro, Cadena y
Cadena , 2004).

Figura 19. Evaluacion variable conteo de esporas muestreo al cuarto mes.

Fuente: El autor.

7.2.2.2 Colonizacion.

La respuesta en el porcentaje de colonizacion mostro diferencias altamente significativas entre
los tratamientos evaluados, todos los tratamientos inoculados presentaron colonizacién por hifas
de las micorrizas tanto por las introducidas como de las nativas. Los porcentajes de colonizacion
oscilaron entre 1,4% y 87,39%. Como se observa en la tabla 4, la mayor colonizacion se observo

en los tratamientos T3 y T4, con valores de 87,39 y 83,77%.

Teniendo en cuenta que la colonizacién de las raices es el primer paso de la interaccién entre
plantas y microorganismos, se genera una relacién intimamente 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 microbiolégicas puede dar indicadores mas completos
sobre el proceso de nodulacién y la relacion que pueda tener la formaciéon del nédulo y la
colonizacién de la raiz 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, Azcon y Azcon Aguilar, 2002).
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Estudios como el de (Sarabia, Madrigal y Carredn, 2013) mencionan como las rizobacterias
estimulan el crecimiento de las micorrizas posiblemente por la estimulacién al desarrollo radicular

y una mayor sensibilidad de la raiz y reconocimiento a ser colonizada por los hongos.

Es importante mencionar como el tratamiento T6 se present6 un 1,4% de colonizacion 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 (Montafio, Quiroz y Cruz, 2001).

Caso contrario al observado en el tratamiento testigo T7 el cual presento una respuesta efectiva
de cepas y porcentaje de colonizacion de hongos nativos, demostrando asi 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 agrondmicos y microbiolégicos, estan
asociados con el incremento en el suministro de N fijado por el Bradyrhizobium, y este
posiblemente dependié del nivel de suministro de fésforo de la micorriza. Azcdn, Rubio y Barea
(1991) afirman que las cepas de Rhizobium permiten un mejor crecimiento en las plantas, cuando
se inoculan con diferentes hongos micorrizicos VA, los cuales mejoran la fijacion de nitrégeno
por parte del rhizobium, ademas esta respuesta esta asociado a que los hongos aumentan las

concentraciones de fosforo en el suelo.

De ahi que, el incremento del suministro de fésforo como consecuencia directa de la colonizacion
de HMA o como consecuencia indirecta de la infeccidén por Bradyrhizobium tuvo efectos positivos
sobre la acumulacién de biomasa foliar y radicular. Por lo anterior, el aumento de la acumulacion
de fésforo tuvo una influencia positiva en la eficiencia del uso de N fotosintético y que los limites
superiores de la productividad del nitrégeno o la eficiencia del uso de N fotosintético pueden

depender del nivel de suministro de fésforo (Xavier & Germida, 2003; Jia, Gray, & Straker, 2004).
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8.Conclusiones y Recomendaciones

8.1 Conclusiones

8.1.1. Los resultados indican, que acorde a las caracteristicas culturales, tintoriales y fisiolégicas
de las colonias y en el desarrollo de los nddulos Pseudosamanea guachapele se asocia con

cepas del género Bradyrhizobium sp.

8.1.2. El efecto positivo de la inoculacién 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

fertilizacion quimica.

8.1.3. Se evidencio con la inoculacién 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 fertilizacién quimica.

8.1.4. En el andlisis de las variables microbioldgicas, se hallaron incrementos en un 59 y 320%
en el niumero y peso seco de los nddulos, comparado con el tratamiento testigo e inoculado. De
igual manera, el porcentaje de colonizacion y numero de nddulos, presentaron incrementos del

61 y 59% respecto al tratamiento con fertilizacion quimica.

8.1.5. La mejor interaccién de los microsimbiontes con la leguminosa arbérea Pseudosamanea
guachapele reflejada en las variables agrondmicas y microbiolégicas evaluadas bajo las
condiciones del experimento, fue la coinoculacién del inoculo mixto de cepa nativa de

Bradyrhizobium y 50 g de micorrizas.
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8.2 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 arbérea 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 composicion
guimica nutricional del follaje de Pseudosamanea guachapele mediante el fraccionamiento de la
proteina, segun el Cornell Net Carbohydrate and Protein System (CNCPS), la digestibilidad de la

materia seca, y la concentracion de minerales con énfasis en calcio y fosforo.

8.2.3. Se sugiere, evaluar la inclusiobn 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 cientifica y el sector productivo, y darle
asi continuidad a esta investigacion con la especie nativa Pseudosamanea guachapele.
Fortaleciendo el uso y preservacién de especies leguminosas arbéreas nativas en sistemas

silvopastoriles del Bosque seco Tropical.
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