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Resumen

Se realiz6 la inoculacién dézospirillum brasilensénmovilizado en microperlas de alginagode

los hongos ®mus manihotisy Glomus occultumen semillas d&melina arboreaen tres grados de
madurez. Las semillas inoculadas se sembraron en suelo y en turba compactada. Cuarenta y un dias
después de la siembra se determind el efecto de los sistemas de siembra y de los microorganismos
sobre la germinacién. Cuarenta y siete dias después del transplante a bolsa se determinaron las
variables de micorrizacion y altura de las plantas. El sustrato de siembra (p<0.01) y la inoculacién de
A. brasilense(p<0.01) influyeron en la germinacion de las semillasGdearborea.Se presento
correlacién positiva entre micorrizacién y la altura de las plantas durante el establecimiento en
vivero (0.61 p=0.03). Ademas se present6é un efecto sinérgico de los microorganismos sobre la
micorrizacion.

Palabras clave: Azospirillum brasilenseGmelina arborea, Glomus manihotis, Glomus occultum,

Jify.

Abstract

Seeds ofGmelina arboreaat three different maturity degrees were inoculated @itbmus manihotis,
Glomus occultumand Azospirillum brasilensémmobilized 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 inoculatioA.dfrasilensehave a significant effect (p<0.01)

on the germination o6. arboreaseeds. 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.

Key words: Azospirillum brasilenseGmelina arborea, Glomus manihotis, Glomus occultdiffy.
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INTRODUCCION basados en hongos de micorriza arbuscular (HMA) y en
PGPBs, podria representar una alternativa viable desde el
Las especies latifoliadas tropicales, cd@melina arborea,  punto de vista econdmico y ambiental para la propaga-
son utilizadas en el establecimiento y manejo de bosqueson y el establecimiento de la especie. El objetivo de este
comerciales en los suelos de la Costa Norte de Colombiarabajo fue determinar la respuesta de la germinacién y del
Como alternativa en la propagacion de esta especie se platrecimiento de plantulas @melina arboreaa la inocula-
tea la inoculacién de bacterias rizosféricas promotoras deién de Glomussp. y Azospirillum brasilenseen dos
crecimiento vegetal (PGPBs) y de hongos de micorrizasustratos de siembra: suelo y turba compactada (Jiffy®).
arbuscular (HMA). Se conocen varias bacterias asociativas
que fijan N, con capacidad de producir fitohormonas como )
giberelinas y &cido indolacético (De Freitas y Germida,MATERIALES Y METODOS
1989; Muhammad y Frankenberger, 1991), lo que estimu-
la la germinacion, el crecimiento, la produccién de raice€l disefio experimental fue un disefio a dos vias completa-
laterales y pelos radicales y favorecen la absorcion dmente al azar con efectos fijos, se evaluaron dos sistemas
nutrientes (Bashan y Holguin, 1994). Segun Kloemier de siembray seis tratamientos (Tabla 1).
al. (1991), algunas PGPBs productoras de auxinas pueden
incrementar la emergencia de semillas vegetales por I8e observaron diferentes fenotipos en las semillas.de
cual se conocen como bacterias promotoras de emergearborea: color amarillo, color pardo y color café oscuro,
cia, dentro de ellas se encuemzospirillum brasilense  determinados por el grado de maduracion del fruto
Estas bacterias pueden presentarse en sistemas radical€gajima y Fenner, 2000). Se determind, con cloruro de
micorrizados. Dentro de los principales beneficios de larifeniltetrazolio 0.1g/l a 35°C y observacion cada 0.5 h, el
micorriza estan la reduccién del tiempo de manejo en vinimero de embriones viables que contenian las semillas
vero y el establecimiento exitoso en campo de las especiele cada fenotipo. Se distribuyeron 5 semillas amarillas, 10
forestales (Quintos y Valdes, 1987), atribuidos a mayoresemillas pardas y 5 semillas café oscuro por repeticion de
valores en altura y biomasa de las plantas micorrizadasada uno de los tratamientos para los dos sistemas asegu-
(Qiang-Sheng y Ren-Xue, 2006). rando el mismo ndimero de embriones viables en las unida-
des muestrales. En la Tabla 2 se presentan los porcentajes
En este contexto, para la producciénGteelina arborea  de cada fenotipo de semilla y el nimero de embriones
en la zona norte del pal uso de inoculantes biologicos viables por semilla.

TaBLa 1. Tratamientos aplicados a las semillas de. arboreasembradas en suelo y Jiffy ®

Tratamiento Microorganismo aplicado

Glomus manihotis

Glomus occultum

Glomus manihotiy Azospirillum brasilens&TCC 29710
Glomus occultuny Azospirillum brasilens&TCC 29710
Azospirillum brasilens&TCC 29710

Control negativo

OO WNPRE

TaBLA 2
Fenotipos de semillas d&. arborea

Fenotipo Determinacion 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

* Numero de embriones, ** Nimero de embriones viables por semilla.
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Produccion del inoculante bacteriano Las semillas se mantuvieron en un cuarto de germinacion
bajo condiciones de 28°C, 60% HR y fotoperiodo: 16 h
Azospirillum brasilens&TCC 29710fue cultivado en cal- luz, 8 h oscuridad. Se evalué durante 41 dias la germina-
do nutritivo (Difco ®) e inmovilizado en microperlas de cién. El criterio para considerar una semilla germinada fue
alginato (Basharmt al., 2002). La inmovilizacion bacte- la formacién del gancho del hipocétilo (ISTA, 1999). A
riana se realizé a partir de un cultivo liquido en fasepartir de los datos registrados se establecieron los indices
exponencial 22xT0UFC/ml. El cultivo se centrifugd a Germinacion diaria media (GDM), Valor maximo germina-
2350 g, para obtener una concentracion de UBC/ml, cion diaria media (VM) y Valor de germinacion (VG) (Ro-
este concentrado se mezclo con alginato de sodio 0.2 giriguez, 2000):
(1:4). La mezcla fue asperjada sobre una solucién de,CaCl

0.2 g/l adaptando el sistema de inmovilizacién para | _  Porcentaje acumulado de semijasninadas
produccién de 100 g de inéculo. Se determiné su viabili- " dias desde la siembra hasta el final del ensayo
dad por recuento directo en placa cada 30 dias durante 3

meses para lo cual las microperlas se diluyeron en bicarbo- Porcentaje acumulado de semifjasminadas

nato de sodio 0.4 g/A. brasilensepresentd valores de 2-VM=
producciéon de derivados inddlicos asociados con AlA de

. GDM
1.63 ppm en las microperlas. 3.VG =

VM

dias desde la siembra hasta el momento de méxima germinacion

Inoculacion y siembra de semillas d&. arborea

) . .. Cuarenta y siete dias después de la siembra se halld la
Las semillas d&. arborease peletizaron con una solucion gi,ra y se determind la micorrizacion de las planta.de

de CMC 0.04g/l y el inoculante. Se colectaron semillas, horeq para el aclarado y tincion de las raices se siguié el
peletlzaQas. para realizar el ponteo de microperlas adhe”dﬁ?ocedimiento de Phillips'y Hayman (1970) con las modi-
usando indices de referencia (Basbaal., 2002). ficaciones de Koske y Gemma (1983), y para la determina-

) ) cién de micorrizacién en los diferentes tratamientos se
Las semillas d&s. arboreapeletizadas se sembraron en siguié la metodologia propuesta por Trouvesotal.

bandejas para germinacion de forestales, los pozos fu?lg%)'

ron llenados con suelo estéril (autoclavado durante tres

ciclos a 121°C, 15 Lb presion durante 15 min.). Las caracapnajisis estadistico

teristicas quimicas del suelo se presentan en la Tabla 3.

Se inocularon 276 esporas/pozo @®mus manihotis  par, ¢ anlisis de los datos se trabajaron diferentes prue-
Fuente 232§CIAT) y 246 esporas/pozo dBlomus  ,q egtadisticas a un nivel de significancia de 0.05. La

occultumFuente 2401 (CIAT). La inoculacion de HMA 540 e anglisis fue el analisis de varianza (ANOVA), para

en sistema de siembra JiffyO (Ref. 335090L) se realizq, ¢,5) se determinaron los supuestos en los residuales del

con 17 esporas/planta. modelo, normalidad y homogeneidad de varianzas.

TaBLA 3
Caracterizacion fisicoquimica del sustrato suelo RESULTADOS Y DISCUSION
utilizado en la etapa de germinacion de semillas

deG. arborea Se evidenci6 disminucion de la viabilidad Alebrasilense
microinmovilizado en almacenamiento a partir del dia 30.
Textura Franco arenosa Bashan (1998), reporta viabilidad del microorganismo in-
movilizado en macroperlas de alginato hasta por cinco afios,
pH 11 5.5 mientras que Fravedt al. (1985) indican que la concentra-
C.0.% 3.5 cién de microorganismos inmovilizados se mantiene en tanto
N. total% 0.35 el polimero sea degradable por el microorganismo como es
CiC 16.8 el caso del alginato de sodio.
Calcio (meq/100 g) 6.7
Magnesio (meq/100 g) 0.67 El patron sigmoidal de las curvas de germinacion muestra
Potasio (meqg/100 g) 0.48 tres fases de germinacion bien definidas (Figura 1). La pri-
Sodio (meq/100 g) 0.15 mera comprende el periodo entre la siembra y el inicio de
Fésforo (ppm) 41.2 la germinacion (0-10 dds). La segunda fase corresponde al

periodo en el cual germinan la mayoria de semillag.de
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arborea Para todos los tratamientos sembrados, esta etaj@egun Kloeppeet al. (1991), la colonizacién de la raiz
presenta una multiple produccion de picos de germinapor PGPBs inicia con la multiplicacién en la espermésfera
cién, lo cual segun Lopez y Caro (1996), se explica pocomo respuesta a los exudados. Por tanto, si la coloniza-
diferencias de reserva energética para la germinaciéoién determina el efecto de la bacteria, se debe asegurar su
embrionaria y no directamente por la viabilidad de lospermanencia por medio de la formulacion de inoculantes
embriones, debido a la heterogeneidad en la madurez dedamo la microinmovilizacion, que favorece el estableci-
semilla. Esta fase se produjo entre 9y 33 dias para siembmngiento del microorganismo (Bashan, 1998).

en suelo y 11 y 33 dias para siembra en Jiffy ®.

Shishidoet al. (1996), sugieren que la inoculacién de
PGPBs en semillas forestales puede ser una alternativa para

El factor sistema de siembra es significativo para la germi - ;
nacion de las semillas @& arborea(p<0.001)La siembra aumentar la productividad de las plantaciones forestales.
Azospirillumspp., es un género con amplia distribucién en

en Jiffy ® no tuvo un efecto positivo en VG a pesar de

presentar los mayores resultados en el porcentaje de ggjjeregtes suelos y.espfe cles v:agetales, ademas ha sido ée
minacién en todos los tratamientos. GDM y VM determi- portada en especies forestales (Deaza y Mesa, 1996;

nan el valor de germinacion (VG) por lo cual el anélisis‘JiméneZ’ 1996), en frutales (Okon y Itzigsohn, 1995) y

estadistico de germinacion se aplicé sobre éste. VG préll@mineas (Bashan y Holguin, 1997), lo que indica que no

sento diferencias altamente significativas entre los sisteh_ay e;peC|f|C|dad en la asociacion y por consiguiente un
mas de siembra (p<0.0001) y significativas entre |Osf’;uslam|ento de PGPBs de una especie forestal puede ser

tratamientos (p=0.03). No se presentd interaccién entre Id§0culada en otra especie forestal (Gaetil., 2003). Asi,

factores sistema de siembra y tratamiento. EI mejor factof\zospl)lrlIIumbrasHensepresefnta utn? opcion dentro de los
correspondio a suelo y el mejor tratamiento corresponde igoculantes para especies forestales.

la inoculacion deAzospirillum brasilenséFigura 2-A). i o,
Respecto a las variables de micorrizacién evaluadas, se

determind que estan altamente correlacionadas y mues-
La produccion de enzimas y de fitohormonas por las PGPBgan un comportamiento similar. Se presentaron diferen-
son dos de los mecanismos que favorecen la germinaci@ias altamente significativas (p=0.0001) dentro de los
de semillas vegetales (Kloepper 1986 citado por Kloeppefactores sistemas de siembra y tratamiento. Ademas se pre-
et al.,1991; Schmidt, 2000; Bellis y Ercolani, 2001). Las sentg interaccion de los factores (Figura 3). En el sistema
bacterias productoras de fitohormonas pueden sede siembra Jiffy ® no se presento colonizacion en ninguno
promotoras de la emergencia, comobrasilensgPare- e |os tratamientos aplicados, mientras que en el sistema
des-Cardonat al.,1988; Bashan, 1993; Bashan y Holguin, ge siembra suelo se presenté colonizacion en los trata-
1997). Chanwayt al. (1993), evaluaron el efecto de la mientos 1, 2, 3, 4. Se evidencié interaccion altamente sig-
inoculacion con nueve cepas de bacterias de los génerggicativa entre los factores sistema de siembra y tratamiento

Pseudomonag Serratiaen dos especies de leguminosas Yen e| caso de la inoculaciéon cGn manihotig Tratamien-
encontraron efectos positivos significativos en la germiyos 1 y 3; p<0.0001) (Figura 3).

nacion de lentejaLéns esculenjacausados por la inocu-

lacion de las cepas, con incrementos de hasta 38,9%. | 5 efectividad de los HMA se relaciona con las caracteris-

ticas edéficas, la planta hospedera, la densidad de
Segun De Freitas y Germida (1989) y Turner y Backmarpropagulos infectivos y la efectividad del ecotipo de HMA
(1989), los aislamientos de estas bacterias favorecen lailizado (Sieverding, 1991). Segin Meyer y Linderman
emergencia de las semillas en suelos con baja fertilidad 1985), la coinoculacién de bacterias y HMA, permite la
algunos aislamientos incrementan significativamente lamicorrizacion temprana lo cual determina a su vez el esta-
emergencia en suelos con alta fertilidad. Lo anterior poblecimiento de las rizobacterias y la mejor absorcion de
dria explicar el comportamiento de VG para los tratamienelementos solubilizados por ellas. Esto se evidencié en el
tos 3, 4y 5 en los dos sistemas de siembra e indicar laresente trabajo para los tratamientos que presentaron la
relacion entre sustrato y efectividad de las PGPBs inoculanoculacion deG. manihotisindicando la adaptabilidad
das en las semillas @& arboreaEl VG promedio para el de esta especie de HMA al sustrato suelo en relad&n a
sistema de siembra suelo fue 7.17 en relacion con el val@rccultum.El tratamiento 3 G. manihotis-A. brasilenje
promedio de VG en el sistema de siembra Jiffy ® que fue dpresento diferencias significativas respecto al control. La
0.77. Dentro de los factores que pueden afectar la germingegulacién de la formacion y papel de la asociacion
cién encontramos la clase textural, la materia organica y aimbiética mutualista planta-HMA esta influenciada por
pH de los sustratos (Tabla 3).
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Ficura 1. Germinacion en el tiempo presentada por las semillas @ arborea(DDS dias después de la siembra)
A: Glomus manihotis y Azospirillum brasilens8: Glomus ocultum y Azospirillum brasilens€: Azospirillum
brasilense;D: Glomus manihotisE: Glomus ocultum;F: Control Negativo.
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Ficura 2. Valor de germinacion 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. brasilengeN: Control negativo).

bacterias ayudadoras de la simbiosis, cdmospirilum las plantas en suelo fue mayor (8.8 cm) que la de las plan-

sp. (Barea y Azcon-Aguilar, 1992; Gryndkefral., 1995;  tas en Jiffy ® (6.6 cm). Ademas, se presenté interaccion del

Azcon, 2000). Garbaye y Bowen (1989) determinaron qudactor tratamiento-sistema de siembra (p=0.0520) en los

las bacterias asociadas con raices micorrizadas y HMA praratamientos 1, 2, 3, 4, y 5 (Figura 4).

mueven selectivamente, segun la especie de HMA el esta-

blecimiento de la simbiosis, lo mismo ocurrié con la

inoculacién dual entré\. brasilenseG. manihotis yG. Garcia y Ocampo (2002), afirman que la expresién de dife-

occultumcon mejores resultados pdsa manihotis. rentes respuestas de la planta a la colonizacién de HMA es
determinada por el caracter genotipico del huésped y del

El sistema de siembra produjo diferencias altamente signhospedero, lo cual determinara la aparicion y formacion de

ficativas (p<0.0001) en la altura de las plantas. La altura dies micorrizacién. Segin Gerdemann (1968) y Qiang-Sheng
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y Ren-Xue (2006), la inoculacion de HMA presenta influen- arbusculares en el cultivo de la soya sobre suelo ferralitico
cia significativa dentro de las variables de crecimiento ve-  rojo compactaddCultivos tropicales2000,21, 21-25.

getal entre ellas la altura de la planta, este efecto estdaza, J. y Mesa, C. Aislamiento y caracterizacién de bacterias
relacionado con la edad de la planta y la especie inoculada. fijadoras de nitrdgeno microaerdfilas asociadas a la rizosfera
Ademas, de la presencia del hongo en laraiz, la funcionalidad ~ deNageia rospigliosi(Pilger) LaubenfelsTrabajo de grado.
de la simbiosis entre HMA-planta esta determinada por la  Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, 1996.

presencia de arbusculos (De Freitas y Germida, 1989; Sal&s Freimas, G. y Germipa, J.Plant growth promoting rhizobacteria
y Blanco, 1999; Corbera y Napoles, 2000; BurleiHal., for winter wheatApplied and Environmental Microbiology
2002; MacGoniglet al.,2003;). La presencia de arbusculos 1989,64, 362-368.

en las raices de los tratamientos que presentaron los maydAveL, D-R., Marois, J.J., lumspen, R.D. y Gnnick, W.J.Encap-
res valores para altura (Tratamientos 1-4) esta entonces aso- sulation of potential biocontrol agents in an alginate-clay matriz.

ciada a la eficiencia diferencial de la micorriza (Clapperton Phytopathology1985,75, 77_4'77?' _ _ _
y Reid, 1992; Gennest al.,2001). GARBAYE, J. y Bowen, G.D. Blplog|cal interactions in the
mycorrhizosphereExperentia 1991,47, 370-375.

Garcia, J. y Gampo, J. Regulation of plant defence response in
arbuscular mycorrhizal symbiosidournal of Experimental

o . y Botany 2002,53, 1377-1386.

Azcon, R. Papel de la simbiosis micorricica y su interaccion ConGARCiA, L.; ScHLOTER, M.; Durkava, T.; HaRTMAN, F. y GUTIERREZ,

otros microorganismos rizosféricos en el crecimiento vegetal M. Colonization of pepper roots by a plant growth promoting

y.sostenibi,lidad agrl’f:ola: ErEcologia, fisi(?logia y Pseudomonas fluorecestsain.Biology and Fertility of Soils.
biotecnologia de la micorriza arbusculaklarcén, A. y 2003 37 381-385

Ferrera-Cerrato, R. Consejo Superior de Investigaciones Cien- .
tificas, Madrid, Espafia. 2000, 1-15. GENNEY, D.; HarTLEY, S. y AEXANDER, |. Arbuscular mycorrhizal

Barea, JM. y Azcon-AcuiLar, C. Production of plant growth colonization increases with host density in a heathland
U ) T B community.New phytologist2001,152, 355-363.
regulating substances by vesicular arbuscular mycorrhizal ¥ . phytolog 2’_
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