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Resumen

Se realizó la inoculación de Azospirillum brasilense inmovilizado en microperlas de alginato y de
los hongos Glomus manihotis y Glomus occultum en semillas de Gmelina arborea en tres grados de
madurez. Las semillas inoculadas se sembraron en suelo y en turba compactada. Cuarenta y un días
después de la siembra se determinó el efecto de los sistemas de siembra y de los microorganismos
sobre la germinación. Cuarenta y siete días después del transplante a bolsa se determinaron las
variables de micorrización y altura de las plantas. El sustrato de siembra (p<0.01) y la inoculación de
A. brasilense (p<0.01) influyeron en la germinación de las semillas de G. arborea. Se presentó
correlación positiva entre micorrización y la altura de las plantas durante el establecimiento en
vivero (0.61 p=0.03). Además se presentó un efecto sinérgico de los microorganismos sobre la
micorrización.

Palabras clave: Azospirillum brasilense, Gmelina arborea, Glomus manihotis, Glomus occultum,
Jiffy.

Abstract

Seeds of Gmelina arborea at three different maturity degrees were inoculated with Glomus manihotis,
Glomus occultum and Azospirillum brasilense immobilized in alginate microbeads. Inoculated seeds
were sown in two different growing systems: soil and compacted| peat-Jiffy®. Forty-one days after
sowing (das), the effects of growing system and microorganism application on seed germination were
determined. Forty-seven das, mycorrhization percentages and plant height were evaluated. Results
showed that the growing system and the inoculation of A. brasilense have a significant effect (p<0.01)
on the germination of G. arborea seeds. A positive correlation between mycorrhization and plant
height was found during the initial stage of establishment in greenhouse conditions (0.61 p=0.03). In
addition, there is a synergic effect of both types of microorganisms on mycorrhization.
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INTRODUCCIÓN

Las especies latifoliadas tropicales, como Gmelina arborea,
son utilizadas en el establecimiento y manejo de bosques
comerciales en los suelos de la Costa Norte de Colombia.
Como alternativa en la propagación de esta especie se plan-
tea la inoculación de bacterias rizosféricas promotoras de
crecimiento vegetal (PGPBs) y de hongos de micorriza
arbuscular (HMA). Se conocen varias bacterias asociativas
que fijan N

2
, con capacidad de producir fitohormonas como

giberelinas y ácido indolacético (De Freitas y Germida,
1989; Muhammad y Frankenberger, 1991), lo que estimu-
la la germinación, el crecimiento, la producción de raíces
laterales y pelos radicales y favorecen la absorción de
nutrientes (Bashan y Holguin, 1994). Según Kloepper et
al. (1991), algunas PGPBs productoras de auxinas pueden
incrementar la emergencia de semillas vegetales por lo
cual se conocen como bacterias promotoras de emergen-
cia, dentro de ellas se encuentra Azospirillum brasilense.
Estas bacterias pueden presentarse en sistemas radicales
micorrizados. Dentro de los principales beneficios de la
micorriza están la reducción del tiempo de manejo en vi-
vero y el establecimiento exitoso en campo de las especies
forestales (Quintos y Valdes, 1987), atribuidos a mayores
valores en altura y biomasa de las plantas micorrizadas
(Qiang-Sheng y Ren-Xue, 2006).

En este contexto, para la producción de Gmelina arborea
en la zona norte del país, el uso de inoculantes biológicos

basados en hongos de micorriza arbuscular (HMA) y en
PGPBs, podría representar una alternativa viable desde el
punto de vista económico y ambiental para la propaga-
ción y el establecimiento de la especie. El objetivo de este
trabajo fue determinar la respuesta de la germinación y del
crecimiento de plántulas de Gmelina arborea a la inocula-
ción de Glomus sp. y Azospirillum brasilense en dos
sustratos de siembra: suelo y turba compactada (Jiffy®).

MATERIALES Y MÉTODOS

El diseño experimental fue un diseño a dos vías completa-
mente al azar con efectos fijos, se evaluaron dos sistemas
de siembra y seis tratamientos (Tabla 1).

Se observaron diferentes fenotipos en las semillas de G.
arborea: color amarillo, color pardo y color café oscuro,
determinados por el grado de maduración del fruto
(Kitajima y Fenner, 2000). Se determinó, con cloruro de
trifeniltetrazolio 0.1g/l a 35ºC y observación cada 0.5 h, el
número de embriones viables que contenían las semillas
de cada fenotipo. Se distribuyeron 5 semillas amarillas, 10
semillas pardas y 5 semillas café oscuro por repetición de
cada uno de los tratamientos para los dos sistemas asegu-
rando el mismo número de embriones viables en las unida-
des muestrales. En la Tabla 2 se presentan los porcentajes
de cada fenotipo de semilla y el número de embriones
viables por semilla.

TABLA  1. Tratamientos aplicados a las semillas de G. arborea sembradas en suelo y Jiffy ®

Tratamiento Microorganismo aplicado

1 Glomus manihotis
2 Glomus occultum
3 Glomus manihotis y Azospirillum brasilense ATCC 29710
4 Glomus occultum y Azospirillum brasilense ATCC 29710
5 Azospirillum brasilense ATCC 29710
6 Control negativo

TABLA  2
Fenotipos de semillas de G. arborea

Fenotipo Determinación N. Semillas Porcentaje *N.E./semilla **N. E. V./semilla

Amarillo A 310 22,60% 3 3
Pardo B 859 62,70% 2 2
Café oscuro C 201 14,60% 2 1

* Número de embriones, ** Número de embriones viables por semilla.
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Producción del inoculante bacteriano

Azospirillum brasilense ATCC 29710 fue cultivado en cal-
do nutritivo (Difco ®) e inmovilizado en microperlas de
alginato (Bashan et al., 2002). La inmovilización bacte-
riana se realizó a partir de un cultivo líquido en fase
exponencial 22x107 UFC/ml. El cultivo se centrifugó a
2350 g, para obtener una concentración de 1015 UFC/ml,
este concentrado se mezcló con alginato de sodio 0.2 g/l
(1:4). La mezcla fue asperjada sobre una solución de CaCl

2

0.2 g/l adaptando el sistema de inmovilización para la
producción de 100 g de inóculo. Se determinó su viabili-
dad por recuento directo en placa cada 30 días durante 3
meses para lo cual las microperlas se diluyeron en bicarbo-
nato de sodio 0.4 g/l. A. brasilense presentó valores de
producción de derivados indólicos asociados con AIA de
1.63 ppm en las microperlas.

Inoculación y siembra de semillas de G. arborea

Las semillas de G. arborea se peletizaron con una solución
de CMC 0.04g/l y el inoculante. Se colectaron semillas
peletizadas para realizar el conteo de microperlas adheridas
usando índices de referencia (Bashan et al., 2002).

Las semillas de G. arborea peletizadas se sembraron en
bandejas para germinación de forestales, los pozos fue-
ron llenados con suelo estéril (autoclavado durante tres
ciclos a 121ºC, 15 Lb presión durante 15 min.). Las carac-
terísticas químicas del suelo se presentan en la Tabla 3.
Se inocularon 276 esporas/pozo de Glomus manihotis
Fuente 2326 (CIAT) y 246 esporas/pozo de Glomus
occultum Fuente 2401 (CIAT). La inoculación de HMA
en sistema de siembra JiffyÒ (Ref. 335090L) se realizó
con 17 esporas/planta.

TABLA  3
Caracterización fisicoquímica del sustrato suelo
utilizado en la etapa de germinación de semillas

de G. arborea

Textura Franco arenosa

pH 1:1 5.5
C.O.% 3.5
N. total% 0.35
CIC 16.8
Calcio (meq/100 g) 6.7
Magnesio (meq/100 g) 0.67
Potasio (meq/100 g) 0.48
Sodio (meq/100 g) 0.15
Fósforo (ppm) 41.2

Las semillas se mantuvieron en un cuarto de germinación
bajo condiciones de 28ºC, 60% HR y fotoperíodo: 16 h
luz, 8 h oscuridad. Se evaluó durante 41 días la germina-
ción. El criterio para considerar una semilla germinada fue
la formación del gancho del hipocótilo (ISTA, 1999). A
partir de los datos registrados se establecieron los índices
Germinación diaria media (GDM), Valor máximo germina-
ción diaria media (VM) y Valor de germinación (VG) (Ro-
dríguez, 2000):

                 Porcentaje acumulado de semillas germinadas
1. GDM =

               días desde la siembra hasta el final del ensayo

             Porcentaje acumulado de semillas germinadas
2. VM =
               días desde la siembra hasta el momento de máxima germinación

              GDM
3. VG =
                VM

Cuarenta y siete días después de la siembra se halló la
altura y se determinó la micorrización de las plantas de G.
arborea. Para el aclarado y tinción de las raíces se siguió el
procedimiento de Phillips y Hayman (1970) con las modi-
ficaciones de Koske y Gemma (1983), y para la determina-
ción de micorrización en los diferentes tratamientos se
siguió la metodología propuesta por Trouvelot et al.
(1986).

Análisis estadístico

Para el análisis de los datos se trabajaron diferentes prue-
bas estadísticas a un nivel de significancia de 0.05. La
base del análisis fue el análisis de varianza (ANOVA), para
lo cual se determinaron los supuestos en los residuales del
modelo, normalidad y homogeneidad de varianzas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se evidenció disminución de la viabilidad de A. brasilense
microinmovilizado en almacenamiento a partir del día 30.
Bashan (1998), reporta viabilidad del microorganismo in-
movilizado en macroperlas de alginato hasta por cinco años,
mientras que Fravel et al. (1985) indican que la concentra-
ción de microorganismos inmovilizados se mantiene en tanto
el polímero sea degradable por el microorganismo como es
el caso del alginato de sodio.

El patrón sigmoidal de las curvas de germinación muestra
tres fases de germinación bien definidas (Figura 1). La pri-
mera comprende el periodo entre la siembra y el inicio de
la germinación (0-10 dds). La segunda fase corresponde al
período en el cual germinan la mayoría de semillas de G.
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arborea. Para todos los tratamientos sembrados, esta etapa
presenta una múltiple producción de picos de germina-
ción, lo cual según López y Caro (1996), se explica por
diferencias de reserva energética para la germinación
embrionaria y no directamente por la viabilidad de los
embriones, debido a la heterogeneidad en la madurez de la
semilla. Esta fase se produjo entre 9 y 33 días para siembra
en suelo y 11 y 33 días para siembra en Jiffy ®.

El factor sistema de siembra es significativo para la germi-
nación de las semillas de G. arborea (p<0.001). La siembra
en Jiffy ® no tuvo un efecto positivo en VG a pesar de
presentar los mayores resultados en el porcentaje de ger-
minación en todos los tratamientos. GDM y VM determi-
nan el valor de germinación (VG) por lo cual el análisis
estadístico de germinación se aplicó sobre éste. VG pre-
sentó diferencias altamente significativas entre los siste-
mas de siembra (p<0.0001) y significativas entre los
tratamientos (p=0.03). No se presentó interacción entre los
factores sistema de siembra y tratamiento. El mejor factor
correspondió a suelo y el mejor tratamiento corresponde a
la inoculación de Azospirillum brasilense (Figura 2-A).

La producción de enzimas y de fitohormonas por las PGPBs
son dos de los mecanismos que favorecen la germinación
de semillas vegetales (Kloepper 1986 citado por Kloepper
et al., 1991; Schmidt, 2000; Bellis y Ercolani, 2001). Las
bacterias productoras de fitohormonas pueden ser
promotoras de la emergencia, como A. brasilense (Pare-
des-Cardona et al., 1988; Bashan, 1993; Bashan y Holguin,
1997). Chanway et al. (1993), evaluaron el efecto de la
inoculación con nueve cepas de bacterias de los géneros
Pseudomonas y Serratia en dos especies de leguminosas y
encontraron efectos positivos significativos en la germi-
nación de lenteja (Lens esculenta) causados por la inocu-
lación de las cepas, con incrementos de hasta 38,9%.

Según De Freitas y Germida (1989) y Turner y Backman
(1989), los aislamientos de estas bacterias favorecen la
emergencia de las semillas en suelos con baja fertilidad y
algunos aislamientos incrementan significativamente la
emergencia en suelos con alta fertilidad. Lo anterior po-
dría explicar el comportamiento de VG para los tratamien-
tos 3, 4 y 5 en los dos sistemas de siembra e indicar la
relación entre sustrato y efectividad de las PGPBs inocula-
das en las semillas de G. arborea. El VG promedio para el
sistema de siembra suelo fue 7.17 en relación con el valor
promedio de VG en el sistema de siembra Jiffy ® que fue de
0.77. Dentro de los factores que pueden afectar la germina-
ción encontramos la clase textural, la materia orgánica y el
pH de los sustratos (Tabla 3).

Según Kloepper et al. (1991), la colonización de la raíz
por PGPBs inicia con la multiplicación en la espermósfera
como respuesta a los exudados. Por tanto, si la coloniza-
ción determina el efecto de la bacteria, se debe asegurar su
permanencia por medio de la formulación de inoculantes
como la microinmovilización, que favorece el estableci-
miento del microorganismo (Bashan, 1998).

Shishido et al. (1996), sugieren que la inoculación de
PGPBs en semillas forestales puede ser una alternativa para
aumentar la productividad de las plantaciones forestales.
Azospirillum spp., es un género con amplia distribución en
diferentes suelos y especies vegetales, además ha sido re-
portada en especies forestales (Deaza y Mesa, 1996;
Jiménez, 1996), en frutales (Okon y Itzigsohn, 1995) y
gramíneas (Bashan y Holguín, 1997), lo que indica que no
hay especificidad en la asociación y por consiguiente un
aislamiento de PGPBs de una especie forestal puede ser
inoculada en otra especie forestal (García et al., 2003). Así,
Azospirillum brasilense presenta una opción dentro de los
inoculantes para especies forestales.

Respecto a las variables de micorrización evaluadas, se
determinó que están altamente correlacionadas y mues-
tran un comportamiento similar. Se presentaron diferen-
cias altamente significativas (p=0.0001) dentro de los
factores sistemas de siembra y tratamiento. Además se pre-
sentó interacción de los factores (Figura 3). En el sistema
de siembra Jiffy ® no se presentó colonización en ninguno
de los tratamientos aplicados, mientras que en el sistema
de siembra suelo se presentó colonización en los trata-
mientos 1, 2, 3, 4. Se evidenció interacción altamente sig-
nificativa entre los factores sistema de siembra y tratamiento
en el caso de la inoculación con G. manihotis (Tratamien-
tos 1 y 3; p<0.0001) (Figura 3).

La efectividad de los HMA se relaciona con las caracterís-
ticas edáficas, la planta hospedera, la densidad de
propágulos infectivos y la efectividad del ecotipo de HMA
utilizado (Sieverding, 1991). Según Meyer y Linderman
(1985), la coinoculación de bacterias y HMA, permite la
micorrización temprana lo cual determina a su vez el esta-
blecimiento de las rizobacterias y la mejor absorción de
elementos solubilizados por ellas. Esto se evidenció en el
presente trabajo para los tratamientos que presentaron la
inoculación de G. manihotis indicando la adaptabilidad
de esta especie de HMA al sustrato suelo en relación a G.
occultum. El tratamiento 3 (G. manihotis-A. brasilense)
presentó diferencias significativas respecto al control. La
regulación de la formación y papel de la asociación
simbiótica mutualista planta-HMA está influenciada por
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FIGURA  1. Germinación en el tiempo presentada por las semillas de G. arborea (DDS días después de la siembra).
A: Glomus manihotis y Azospirillum brasilense; B: Glomus ocultum y Azospirillum brasilense; C: Azospirillum

 brasilense; D: Glomus manihotis; E: Glomus ocultum; F: Control Negativo.
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bacterias ayudadoras de la simbiosis, como Azospirillum
sp. (Barea y Azcon-Aguilar, 1992; Gryndler et al., 1995;
Azcón, 2000). Garbaye y Bowen (1989) determinaron que
las bacterias asociadas con raíces micorrizadas y HMA pro-
mueven selectivamente, según la especie de HMA el esta-
blecimiento de la simbiosis, lo mismo ocurrió con la
inoculación dual entre A. brasilense, G. manihotis y G.
occultum con mejores resultados para G. manihotis.

El sistema de siembra produjo diferencias altamente signi-
ficativas (p<0.0001) en la altura de las plantas. La altura de

las plantas en suelo fue mayor (8.8 cm) que la de las plan-
tas en Jiffy ® (6.6 cm). Además, se presentó interacción del
factor tratamiento-sistema de siembra (p=0.0520) en los
tratamientos 1, 2, 3, 4, y 5 (Figura 4).

García y Ocampo (2002), afirman que la expresión de dife-
rentes respuestas de la planta a la colonización de HMA es
determinada por el carácter genotípico del huésped y del
hospedero, lo cual determinará la aparición y formación de
la micorrización. Según Gerdemann (1968) y Qiang-Sheng

FIGURA  2. Valor de germinación de los diferentes tratamientos en sistema de siembra suelo (A) y sistema de
siembra Jiffy (B). (Gmht: G. manihotis; Gocl: G. occultum; Gmht azcd: G. manihotis-A. brasilense;

Gocl azcd: G. occultum-A. brasilense; Azcd: A. brasilense; CN: Control negativo).
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FIGURA  3. Frecuencia de la micorrización (%F) en plantas de G. arborea 47 dds, en sistema de siembra
suelo y Jiffy. 1 (G. manihotis), 2 (G. occultum), 3 (G. manihotis-A. brasilense), 4 (G. occultum-A. brasilense),

5 (A. brasilense) y 6 (Control negativo).

FIGURA  4. Altura (H) de plantas de G. arborea, 47 dds en sistemas de siembra suelo y Jiffy. 1 (G. manihotis),
2 (G. occultum), 3 (G. manihotis-A. brasilense), 4 (G. occultum-A. brasilense),

5 (A. brasilense) 6 (Control negativo).
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y Ren-Xue (2006), la inoculación de HMA presenta influen-
cia significativa dentro de las variables de crecimiento ve-
getal entre ellas la altura de la planta, este efecto está
relacionado con la edad de la planta y la especie inoculada.
Además, de la presencia del hongo en la raíz, la funcionalidad
de la simbiosis entre HMA-planta está determinada por la
presencia de arbúsculos (De Freitas y Germida, 1989; Salas
y Blanco, 1999; Corbera y Nápoles, 2000; Burleight et al.,
2002; MacGonigle et al., 2003;). La presencia de arbúsculos
en las raíces de los tratamientos que presentaron los mayo-
res valores para altura (Tratamientos 1-4) está entonces aso-
ciada a la eficiencia diferencial de la micorriza (Clapperton
y Reid, 1992; Genney et al., 2001).
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