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RESUMEN: Se evaluo el efecto de la asociacion Leucaena
leucocephala - Cynodon plectostachyus de 13 afios de establecida,
sobre la efectividad en la nodulaciéon de Rhizobium en leucaena y su
asociaciéon con micorrizas. La pradera se establecio en la granja
Montelindo; ubicada a 75°45 longitud oeste y 5°04° latitud norte
(Palestina, Caldas) a 1050 m y 24C°. La evaluacion del Rhizobium se
determind de acuerdo con cantidad, color y didmetro de nddulos
fijadores de nitrogeno; para las micorrizas se realizo la tincion de raices
para la identificacion de esporas efectuando su comparacion con la base
de datos INVAM (International Culture Collection of VA Mycorrhizal
Fungi). La pradera a evaluar consta de 4 lotes de 1 ha (4 franjas por lote
en una rotaciéon 10/30); las muestras se tomaron entre 0 y 4,4y 8§, 8y
12, 12 y 16, 16 y 20 cm con un barreno seccion redonda de acero
inoxidable de 3”. Se identificaron en todas las profundidades analizadas
la presencia de nodulos fijadores (cantidad, color y didmetro) sin
encontrarse  diferencias  significativas (p>0,05) a las cinco
profundidades evaluadas, excepcion para diametro entre 12 y 16 cm de
profundidad, el cual fue altamente significativo (p<0,01). Para
micorrizas se encontrd presencia del genero Glomus a las cinco
profundidades. Se concluyo que en los 13 afos de la asociacion, se
conserva la calidad del suelo mediante la asociacion, dada la alta
efectividad de la nodulacion, presencia de micorrizas y la gran tasa de
crecimiento, vigor y capacidad de recuperacion de la leucaena.

Palabras clave: bacterias nitrificantes, micorrizas, microbiologia de
suelos
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Effects of soil use under an AficanStar (Cynodonplectostachyus)
system  andleucaena(Leucaenaleucocephala) trees on the
(Rhizobium, Mycorrhiza)symbiosis

ABSTRACT: The 13 years established association
Leucaena leucocephala- Cynodon plectostachyus effect on the
Rhizobium on leucaena nodulation effective ness and its association
whit mycorrhizal was evaluated. The grassland was established in the
Montelindo farm located at 75°45” west and 5°04° North (Palestina,
Caldas) at 1,050 m and 24C°. The evaluation of Rhizobium was
determined according to amount, color and diameter of nitrogen fixing
nodules; for mycorrhizalthe staining of the roots was performed for
identification of spores through a comparison with the IMVAM
(International Culture Collection of VA Mycorrhizal Fungi) database.
The grassland to be evaluated was divided into 4 plots of lha each (4
strips per plotin a 10/30rotation); the samples were taken from 0 to 4, 4
to 8, 8 to 12, 12 to 16, 16 to 20 cm with a 3 inches stainless steel bore.
The presence of nitrogen-fixing nodules (number, color and diameter)
was identified at all depths tested without significant differences
(p>0.05) to the five different depths, except for the diameter between 12
to 16 cm deep which was highly significant (p<0.01). The presence of
the genus Glomus was found formycorrhizae at the five depths. It was
concluded that in the 13 years of the association, the quality of the soil
is preserved the association because of the high effective ness of
nodulation, the mycorrhizal presence and the high rate of growth, vigor
and recovery capacity of leucaena.

Key words: nitrifying bacteria, mycorrhizae, microbiology,mycorrhizas

Introduccion

La intensificacion de la produccion agropecuaria ha ido acompanada de
un gran aumento de la fertilizacion con nitrogeno (N) y fésforo (P) a
nivel mundial; los cultivos absorben los nutrientes de los fertilizantes de
manera limitada, la mayoria del N se pierde por lixiviacion y
volatilizacion y el P se pierde por fijacion; Matson et al. (1997) estiman
que alrededor del 40 al 60% del N que se aplica a los cultivos queda en
los suelos o se pierde por lixiviacion. La lixiviacion de nitratos del
suelo a los sistemas de abastecimiento de agua produce un aumento de
su concentracion en el agua y la contaminacion de los sistemas de
abastecimientos superficiales y subterraneos, lo cual se convierte en una
amenaza para la salud humana y para los ecosistemas naturales.

El plan 2019 de FEDEGAN (Federacion Colombiana de Ganaderos,
2006), propone aumentar la productividad en la ganaderia bovina a
través de alternativas eficientes de produccion, en la mitad del area que
actualmente ocupa la ganaderia. Una buena opcidn tecnologica para la
ganaderia colombiana son las asociaciones gramineas-leguminosas, ya
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que al ser las leguminosas fijadoras de N brindan a las gramineas un
aporte mayor de este y aumentan su productividad (Cardona, 1995;
Cardona & Suarez, 1997).

Por las razones expuestas, el desarrollo pecuario en América tropical
debe estar orientado a incrementar la produccion bovina a una tasa que
le permita cubrir la demanda de alimentos para una poblacion que crece
aceleradamente, rehabilitar las pasturas degradadas, prevenir el
deterioro de los recursos naturales y asegurar que los productores
locales puedan competir con ventaja ante la apertura de mercados
(Ibrahim et al., 2000).

Se estima que la Leucaena leucocephala, inoculada con Rhizobium,
aumenta la productividad de la graminea asociada; puesto que ella
contribuye con el 60 a 80% de la fijacion bioldgica de N, permitiendo
que la asociacion crezca sin fertilizantes nitrogenados y sin empobrecer
los suelos (Cuadrado et al., 2009). En una investigacion realizada en
Venezuela por Camacaro et al. (2004), se encontré que la densidad de
leucaena es importante para la fijacion de N, sin embargo, no se
hallaron diferencias significativas entre 4000 y 8000 arboles/ha, pero al
evaluar las parcelas donde se aplic6 N quimico, la produccion de
biomasa en la graminea fue similar a la cual se le aplico de 400-800
kg/N/ha/afio.

Adicionalmente a los Rhizobium, existen otros organismos simbidticos
en el suelo como las micorrizas (hongos mutualistas), que establecen
asociaciones entre raices de plantas superiores y el suelo; estos hongos
dependen de la planta para el suministro de carbono, energia y un nicho
ecologico, a la vez entregan nutrimentos minerales a las plantas
(especialmente los poco moviles como el P, por estar acomplejado por
el Ca, el Fe y el Al, especialmente en suelos acidos); asi mismo
imparten otros beneficios como: sustancias reguladoras de crecimiento,
incremento de la tasa fotosintética, ajuste osmotico cuando hay sequia,
aumento de la fijacién de N por bacterias simbioticas o asociativas,
resistencia a plagas y enfermedades, mejoras a la agregacion del suelo y
mediacion en muchas de las acciones de interacciones de la microflora
y microfauna, que ocurren en el suelo alrededor de las raices
(Bethlenfalvay & Linderman, 1992; Sanchez, 1999).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del uso del
suelo utilizado, bajo un sistema silvopastoril (Cynodon plectostachyus -
Leucaena leucocephala) después de 13 afos de establecido, sobre la
nodulacion por Rhizobium y la presencia de micorrizas.

Materiales y Métodos
El experimento se realiz6 en la granja Montelindo de la Universidad de
Caldas, ubicada a 75°45’ longitud oeste y 5°04’ latitud norte (Palestina,

Caldas) a 1050 m y 24°C de temperatura media. Las muestras
recolectadas se procesaron en los laboratorios del Instituto de
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Biotecnologia Agropecuaria de la Universidad de Caldas, en Manizales.
En campo se utilizo una pradera establecida en 1999 de 4 ha (16 franjas
de 2500 m?) dividido en 4 lotes experimentales de 1 ha (4 franjas por
lote en una rotacion 10/30); uno en monocultivo de Cynodon
plectostachyus y tres en asociacion (Leucaena leucocephala - Cynodon
plectostachyus) con una densidad inicial de 10000 arboles/ha. Desde
finales de 1999 estos lotes han sido sometidos a pastoreo directo en
ramoneo, con bovinos comerciales tipo carne, con una carga
equivalente por afio entre 1750 a 2000 kg de peso vivo. Al momento de
la siembra se aplicaron al suelo 200 kg/ha de roca fosforica, ademas las
semillas de leucaena fueron inoculadas con Rhizobium especifico (cepa
4872 CIAT) y la micorriza se aplico 30 g/arbol a los 45 dias de la
siembra, al momento de trasplantarlos al lote. Durante los 13 afios de
pastoreo se han aplicado 4 ton de gallinaza/ha al voleo a intervalos de 3
afnos.

El muestreo para la determinacion de Rhizobium y micorriza se realizo
solo en los tres lotes asociados (12 franjas de 2500 m?), donde se
seleccionaron aleatoriamente cuatro plantas de leucaena (L.
leucocephala) por franja a muestrear (12 muestras a 5 profundidades).

La metodologia utilizada para la determinacion de Rhizobium fue la
propuesta por Bradley & Nolt (1988), que consiste en realizar
perforaciones al suelo con la ayuda de un barreno de acero inoxidable
seccion redonda (3” de didmetro), el cual es introducido a golpe de
martillo, separado a 10 cm del fuste de la planta. El barreno posee
varias aberturas laterales, las cuales indican cinco profundidades: 0, 4,
8,12, 16 y 20 cm (Figura 1).

Figura 1. Barreno de acero inoxidable con las cinco profundidades (cada 4 cm).

Las muestras de suelo tomadas a las cinco profundidades fueron
guardadas en bolsas plasticas debidamente rotuladas para su posterior
analisis en el laboratorio; ellas fueron evaluadas tomando en cuenta
caracteristicas como: cantidad de nddulos presente en cada profundidad,
didmetro del nodulo y color interno (Figura 2).
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Figura 2. Toma de muestra con el barreno a 10 cm del fuste del arbol.

La evaluacion del color interno del nodulo se realizdé a través de un
corte transversal; tonalidades rojizas determinan fijacion de N activa;
tonalidades blancas representan actividad no funcional, los nédulos
rotos o vacios no fueron tomados en cuenta.

Para la determinacion de micorrizas se utilizd la técnica de tincion
propuesta por Grace & Stribley (1991); el principio de esta técnica
consiste en el aclaramiento del citoplasma y nucleo de las células de la
raiz con una solucion de KOH al 10%, y luego acidificarlas con HCI al
10%, para su posterior tincion. La técnica clasica de tincion con azul de
tripano, se reemplazé por azul de metileno, y se modificé el tiempo de
tincion, lo cual no afect6 los resultados (Tabla 1).

Tabla 1. Tiempos utilizados parala tincidn

Metodologias Tiempo en Tiempo en Tiempo de Retiro de
KOH HCL tincion tincion
Grace & Stnbley, 24-48 h/60°C 2-3 minfT amb. gh! G0°C Acido lactico
1991)
Modificaciones 1 h/80°C 1 hiT*amb. ThiT"amb. Agua

Posterior a la tincion, las muestras fueron montadas en laminas
portaobjetos para su observacion en un microscopio utilizando un
aumento de 40x.

Los resultados experimentales fueron analizados utilizando el paquete
estadistico STATA® V 2012.

Resultados y Discusion

Para el caso de los nddulos (Rhizobium), no se encontraron diferencias
significativas (p>0,05) entre las cinco profundidades estudiadas, tanto
para la cantidad, como para el color; sin embargo, al analizar las
diferentes profundidades en los tres lotes bajo sistema silvopastoril, se
visualizaron algunas tendencias, como se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2. Determinacian de nimero, colory diametro de los nddulos a cinco profundidades
entres lotes

Tratamiento Profundidad Namero de Color de nodulos Diametro de
nodulos nodulos

A 04 35 094 1.71
4-8 35 1.71 1,99
312 15 1.41 208
12-16 5 214 1,24
16-20 23 1.45 1,74

B 04 24 1.61 1,64
4-8 17 250 3.33
812 9 1.62 1,95
12-16 0 0.00 0.00
16-20 3 1.58 225

C 04 4 0.48 1,19
4-8 5 1.41 1.33
312 2 1.53 1.63
12-16 0 0.00 0.00
16-20 1 0.78 1.00

Color de los nadulos: 1,00 = blancas; 2,00 = marrdn; 3,00 = rojizo. Didmetro de los nddulos: 1,00=1a 2 mm;
200=2a3mm;300=3a4mm;400=4a5mm;500=5a6mm; 600=60mas mm.

Estas escalas de colores y didmetro se registraron con base en la
metodologia propuesta por Bradley & Nolt (1988), como se pueden
observar en la Figura 3.

A) B C)

Figura 3. Caracterizacion y descripcion de los nodulos, A) cuantificacion de nodulos por
profundidad, B} diametro de cada nédulo y C) color intermo del nédulo.

La efectividad en la fijacion de nitrogeno se expresa en el color del
noédulo ya que los de coloracion de rosada, roja o marrén indican
actividad en la fijacion de nitrogeno molecular, en tanto que los de
color blanco son inefectivos. Por tanto a las diferentes profundidades
evaluadas se observo la mayor actividad del Rhizobium entre 12 a 16
cm, seguidas por las profundidades de 4 a 8 y 8 a 16 cm,
respectivamente

En el analisis estadistico en la determinacion del diametro del nodulo,
se encontrd una diferencia altamente significativa (p<0,01) entre los 12
y 16 cm, respecto a las demas profundidades analizadas. Lo anterior
concuerda con investigaciones realizadas por Sanchez & Urdaneta
(1997), quienes encontraron abundante nodulacién hasta 1,5 m de
profundidad y el tamafio predominante fue de 1 a 1,9 mm.

En todas las muestras analizadas a las cinco profundidades, se encontr6

presencia de micorrizas en las raices secundarias (Tabla 3), estas se
identificaron como esporas del género Glomus, con densidad entre 60 y
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85 esporas por 50 g de suelo, indicando la efectividad de la simbiosis.
Este resultado concuerda con los trabajos expuestos por autores como
Rey et al. (2005), Flores et al. (2008), quienes encontraron que especies
del género Glomus son las que expresan mejor la simbiosis en leucaena,
aunque ellos reportan entre 66 y 104 esporas por gramo de suelo a 120
dias de inoculacion en condiciones de vivero; por tanto, se considera
que la actividad de las micorrizas en campo es muy buena y efectiva
(Figura 4).

Tabla 3. Distribucion de caracteristicas de nédulos por profundidades

Profundidad Cantidad Color Diametro
0-4 20,60 2,06 260
4-8 18.40 2,30 240
8-12 7.86 220 240
12-16 1,50 1,60 1,20%
16-20 8.8 1.8 2.3
MS: Efecto no significative (p = 0,08); * Efecto significativo (p = 0,05}, * Efecto altamente significativa (p =
0,01).
Colordelosnodulos: 1,00 =blancos; 2,00 =marran; 3,00 =rojizo.
Diametro de los nodulos: 1,00=1a2 mm;200=2a3mm; 300=3a4mm; 400 =4a5mm;500=5a8
mm; §,00 =& o mas mm.

Figura 4. Raicillas secundarias para coloracion y placas para observacion de colonizacian
pormicorrizas en plantas de leucaena.

Conclusiones

Al cabo de 13 afios de establecida la asociacion, se ha mantenido la
misma carga animal (1750 a 2000 kg/ha), con excelentes ganancias de
peso en los animales (4,5 kg/ha/dia vs 3,0 kg/ha/dia en monocultivo), lo
cual lleva a concluir que el sistema silvopastoril leucaena-pasto estrella
mantiene activas la simbiosis con Rhizobium y micorrizas y reiteran la
conservacion de la calidad y capacidad productiva de los suelos, gracias
a la asociacion leguminosa graminea.

Se ratifica que estos dos microorganismos del suelo son grandes
aportantes de nutrientes para el suelo y la planta, con una alta
efectividad sobre la estabilidad de la pastura y su aprovechamiento por
parte del animal en pastoreo.
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