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Resumen

Interaccion de Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de
fosforo y su efecto sobre el crecimiento y supervivencia de Gmelina arborea en

vivero

Gmelina arborea es una especie importante para el desarrollo forestal, debido a su rapido
crecimiento, facilidad de manejo y comercializacion. Sin embargo, su produccion enfrenta
limitaciones asociadas a requerimientos nutricionales, particularmente de fésforo (P), un
nutriente esencial que limita el crecimiento en mas del 50% de las producciones forestales.
Para mejorar la disponibilidad de P y reducir el uso de fertilizantes quimicos en su etapa
productiva, se ha propuesto el uso de microorganismos solubilizadores (MSF) vy
movilizadores de fosforo, cuyas interacciones aun no se comprenden del todo. Por lo tanto,
este estudio evalud la interaccién entre (MSF) (Pseudomonas orientalis, Paenibacillus
taichungensis, Penicillium chrysogenum y Penicillium citrinum) y el Hongo Formador de
Micorrizas Arbusculares (HFMA) Rhizophagus irregularis en Gmelina arborea en
condiciones de vivero bajo diferentes niveles de fertilizacién fosfatada. Se realiz6 un disefo
factorial al azar con 3 factores, 18 tratamientos y 5 réplicas durante 120 dias. Se analizaron
variables de altura, diametro del tallo, nimero de hojas, biomasa seca, area foliar,
porcentaje de colonizacién y contenido de fosforo foliar. Los resultados indican que la
fertilizacion y la inoculacion con HFMA tuvieron un efecto positivo sobre la altura en
plantulas de Gmelina arborea en condiciones de vivero con fertilizacion al 50% y 100%. El
C1la tuvo un efecto positivo en ausencia de fertilizacion. Sin embargo, la longitud de la raiz
disminuy6 en presencia de consorcios microbianos y HFMA. La mayor colonizacion de
HFMA se observé en ausencia de consorcios microbianos y fertilizacion, mientras que la
aplicacion de fertilizacion fosfatada al 100% redujo dicha colonizaciéon. Ademas, la
concentracion de fésforo foliar fue mayor en los tratamientos sin coinéculos ni HFMA. Estos
hallazgos sugieren que la inoculacion con consorcios microbianos y HFMA puede
complejizar la dindmica de la rizosfera debido a la disponibilidad de recursos, y que la
fertilizacion fosfatada influye en la interaccion entre los microorganismos del suelo. Se
recomienda que futuros estudios incluyan experimentos con fésforo marcado para
comprender mejor su distribucibn en la planta y las interacciones entre los

microorganismos inoculados y las comunidades microbianas nativas.

Palabras clave: HFMA, fertilizacion fosfatada, competencia, crecimiento radical.



Abstract

Interaction of Rhizophagus irregularis and phosphorus-solubilizing microorganisms

and its effect on the growth and survival of Gmelina arborea in the nursery

Gmelina arborea is an important species for forest development due to its rapid growth,
ease of management, and marketability. However, its production faces limitations
associated with nutritional requirements, particularly phosphorus (P), an essential nutrient
that restricts growth in more than 50% of forest productions. To improve the availability of
P and reduce the use of chemical fertilizers during its production phase, the use of
phosphorus-solubilizing microorganisms (PSM) has been proposed, although their
interactions are not yet fully understood. Therefore, this study evaluated the interaction
between PSM (Pseudomonas orientalis, Paenibacillus taichungensis, Penicillium
chrysogenum, and Penicillium citrinum) and the arbuscular mycorrhizal fungus (AMF)
Rhizophagus irregularis in Gmelina arborea under nursery conditions with different levels
of phosphorus fertilization. A completely randomized factorial design was conducted with
three factors, 18 treatments, and five replicates over time. Variables analyzed included
height, stem diameter, leaf number, dry biomass, leaf area, percentage of colonization, and
leaf phosphorus content. The results indicate that fertilization and inoculation with HFMA
had a positive effect on height in Gmelina arborea seedlings under nursery conditions with
50% and 100% fertilization. Cla had a positive effect in the absence of fertilization.
However, root length decreased in the presence of microbial consortia and HFMA. The
highest colonization of HFMA was observed in the absence of microbial consortia and
fertilization, while the application of 100% phosphate fertilization reduced such colonization.
In addition, the foliar phosphorus concentration was higher in the treatments without
coinoculi or HFMA. These findings suggest that inoculation with microbial consortia and
HFMA may complicate rhizosphere dynamics due to resource availability, and that
phosphate fertilization influences the interaction between soil microorganisms. It is
recommended that future studies include experiments with labeled phosphorus to better
understand its distribution in the plant and the interactions between inoculated

microorganisms and native microbial communities.

Keywords: AMF, phosphorus fertilization, competition, root growth
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Introduccioén

Como alternativa ante el cambio climatico, degradacion y fragmentacion de ecosistemas,
la Convencion Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico (CMNUCC), ha
reconocido la importancia de las plantaciones forestales como una opcion de mitigacién de
gases de efecto invernadero (GEI), debido a su rapido crecimiento y su contribucién con
la demanda de servicios ecosistémicos, especialmente productos madereros (McEwan et
al., 2020). Ademas, este tipo de plantaciones puede ayudar a recuperar suelos degradados
y a la compensacion de las emisiones de diéxido de carbono (Semarnat, 2016; Tamang et
al., 2021). Dentro de las especies forestales mas interesantes para estos objetivos esta
Gmelina arborea (Melina), la cual es originaria de la India, posee rapido crecimiento,
facilidad de manejo, excelentes propiedades fisicas y mecanicas en la madera, la cual ha
sido utilizada para combustible, pulpa, papel, fésforos, implementos agricolas, estructuras
y partes de muebles (Kumar et al., 2021). Por lo tanto, puede ser empleada en sistemas

agroforestales, como fuente de sombra y sumidero de carbono (Tamang et al., 2021).

A pesar de las ventajas que ofrece Melina, la especie tiene requerimientos nutricionales
especificos y algunas limitantes en la produccién, tanto a nivel de vivero, trasplante y
plantacion establecida, asi como en diversos procesos de multiplicacién, aclimatacion y
adaptacion de los cultivos a diversas condiciones agroecoldgicas. En vivero, presenta un
desarrollo radical limitado y su baja eficiencia en la captacion de nutrientes conlleva a una
baja supervivencia y adaptaciéon cuando se lleva a campo, lo que implica pérdidas
economicas para el productor, debido al aumento en los tiempos de produccion y perdidas
de la calidad de la madera (Ramirez et al., 2018). Pese al uso de fertilizantes quimicos
para mejorar la produccion de especies forestales, Gmelina arborea presenta raices
débiles y al ser trasplantada a campo su fragil sistema radical se rompe provocando
desconexion parcial del tejido vascular del tallo, disminuyendo su adaptacion y crecimiento
(Panigrahi et al., 2017; Zuluaga et al., 2011). Ademas, en el enraizamiento de esquejes,
se ha observado que persisten raices débiles, escasas y con tasas de supervivencia bajas

por la aparicién de enfermedades (Panigrahi et al., 2017; Prematuri et al., 2020).
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En la etapa de vivero, el crecimiento de las plantas difiere de lo observado en los bosques
naturales, debido a que en estos ultimos hay un mayor aporte de materia organica y un
ciclaje de nutrientes méas activo, lo que favorece un mayor desarrollo vegetal (Klimek &
Rolbiecki, 2013). Esto plantea tanto un desafio como una oportunidad de investigacion
para fortalecer el sistema radicular de esta especie en vivero. Es fundamental optimizar los
sustratos de crecimiento para mejorar el desarrollo y la calidad de las plantas, lo que
permitira una mayor capacidad de adaptacion en un menor tiempo a las condiciones de

campo (Martinez et al., 2007).

En este contexto, el fosforo (P) es uno de los nutrientes esenciales para las plantas, ya
gue participa en procesos clave como el metabolismo del carbono, la generacion de
energia (ATP), la transduccion de sefiales, la divisiébn celular, la estabilidad de las
membranas y la actividad enzimatica (Schachtman et al., 1998). La deficiencia de P es un
factor limitante para el crecimiento y el rendimiento en producciones agricolas y forestales,
afectando a aproximadamente el 50% de los ecosistemas a nivel mundial (Etesami, 2020;
Ringeval et al., 2017). El fésforo es un nutriente de baja movilidad y escasa concentracion
en el suelo. Cuando es absorbido por las raices, su reposicion es muy lenta, lo que genera
zonas de agotamiento permanente alrededor de las raices, donde el fésforo disponible ha

sido consumido, reduciendo asi su absorcion (Smith & Smith, 2011).

Para mejorar la adquisicion de fésforo, las plantas deben superar las zonas de agotamiento
y explorar nuevas areas del suelo a través de sus raices. Este proceso puede incluir
adaptaciones bioquimicas vy fisioldgicas, conocidas como "hambre de P" (Plaxton, 2004),
gue implican la redistribucion de carbohidratos hacia las raices, un aumento en la densidad
de pelos radicales, y una mayor area superficial y longitud de las raices. Sin embargo,
estas respuestas suelen llevar a un crecimiento reducido y limitado de la planta debido al
esfuerzo requerido, especialmente en condiciones de explotacion intensiva (Etesami et al.,
2021; Niu et al., 2013).

Para solucionar esta problematica, de deficiencia de P se ha aumentado mundialmente el
uso de fertilizantes fosfatados. El 80% de estos fertilizantes se pierden por procesos de
adsorcion vy fijacion en los coloides del suelo o se transforman en formas organicas que

representan el 40 al 80% del P total (fijado) y, por lo tanto, su disponibilidad a las plantas
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es limitada (Etesami et al., 2021). El exceso de fertilizantes puede llegar a las aguas
superficiales y subterrdneas, causando eutrofizacion y disminucién de la biodiversidad
(Sharma et al., 2020).

En los ultimos afos, ha surgido un gran interés en estudiar las interacciones bidticas entre
las plantas y diversos microorganismos del suelo que pueden influir en el crecimiento
vegetal, especialmente al mejorar la nutricién fosfatada. Una de estas interacciones clave
se da entre los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) y los
microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF), que se cree cooperan mutuamente
para mejorar la absorcion de fésforo por las plantas, favoreciendo su crecimiento mediante
una mejor nutricion y mayor supervivencia, entre otros beneficios (Nanjundappa et al.,
2019). La co-inoculacién de HFMA y MSF puede ser una alternativa viable para reducir
pérdidas forestales y, en muchos cultivos (tanto anuales como perennes), podria tener un
efecto beneficioso al aumentar la supervivencia de las plantas en vivero, debido a un mayor
crecimiento radicular, mejor nutricibn en etapas tempranas de desarrollo y reduccién de
los tiempos en vivero, gracias a mayores tasas de crecimiento y biomasa (Chaiyasen et
al., 2017; Kapoor et al., 2008; Smith et al., 2011).

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) pertenecen al filo
Mucoromycota, subfilo Glomeromycotina, son microorganismos del suelo que establecen
simbiosis obligadas-mutualistas con méas del 70% de las plantas en todos los ecosistemas
terrestres; dicha simbiosis se denomina Micorrizas Arbusculares (MA) (Smith & Read,
2008; Souza, 2015). Los HFMA son encargados principalmente de promover la
transferencia eficiente de fésforo y micronutrientes a la planta (Peterson et al., 2004) y, son
fundamentales para el funcionamiento de los ecosistemas terrestres, dada su participacion
en el ciclo del carbono (C), donde sus hifas extrarradicales facilitan el secuestro de C al
transferirlo a los agregados del suelo, donde la actividad microbiana es més baja (Ji et al.,
2019; Pefa-Quemba, 2022). El uso de HFMA ha mostrado un aumento significativo en la
biomasa vegetal en condiciones de invernadero y campo, provocando incrementos en el
rendimiento de cultivos de importancia econémica como algodén, papa, trigo, arroz, maiz,
yuca y sorgo (Gao et al., 2020; Hijri, 2016; Ceballos et al., 2013). Por otro lado, los
microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) presentes en el suelo en condiciones
de vida libre - definidos como un grupo funcional de microorganismos promotores de

crecimiento vegetal (MPCV) con capacidad para transformar el fésforo insoluble en formas
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asimilables para las plantas. Estos microorganismos contribuyen a la disponibilidad de
fésforo en el suelo mediante la mineralizacion del fésforo organico, a través de la secrecién
de 4cidos y la hidrdlisis de minerales de fésforo inorgéanico (Behera et al., 2017; Liang et
al., 2020). A partir de ello, varios estudios han confirmado que los MSF pueden convertir
las formas de fosforo insoluble presentes en el suelo en fésforo disponible que puede ser
absorbido y utilizado directamente por las plantas a través de diferentes mecanismos (Pan
& Cai, 2023).

Se han mostrado efectos positivos en la supervivencia y nutricién de plantas forestales, en
las primeras etapas de vivero, con la inoculacion de HFMA en especies como Tectona
grandis y Canavalia ensiformis (Chaiyasen et al., 2017; Padrén-Rodriguez et al., 2020).
Estos resultados sugieren que los HFMA puedan ser utilizados en especies arbdéreas o
arbustivas, con el fin de aumentar la biomasa vegetal, mejorar la supervivencia y
concentracion de nutrientes y compuestos secundarios en las plantas (Nacoon et al.,
2020), y por lo tanto mejorar el crecimiento vegetal. Adicionalmente, se ha estudiado la
combinacién de ambos microorganismos: HFMA y solubilizadores de fésforo, resultando
en reportes de interaccion de sinergismo, que en algunos casos se ha reflejado en un
incremento del crecimiento y contenido del fésforo en las plantas (Fernandez et al., 2016),
comparadas con las inoculadas con los microorganismos por separado (Figueiredo et al.,
2010). El mecanismo de esta interaccion entre microorganismos solubilizadores de fésforo
(MSF) y los HFMA se presume, se da a partir de la extension de las hifas extraradicales
de los HFMA, mas alla de las zonas de agotamiento de P, donde pueden acceder a parches
de P soluble que ha sido solubilizado por los MSF, y a partir de alli es movilizado a la planta
(Bucking et al., 2016; Fellbaum et al., 2014).

Lo anterior, se ha reportado en plantas como stevia, lechuga y papa en condiciones de
vivero (Ordofiez et al., 2016; Sharma et al., 2020; Vafadar et al., 2014; Velazquez et al.,
2017), cuyos resultados muestran que el aumento de la absorcion de nutrientes en las
plantas colonizadas por HFMA y microorganismos solubilizadores de fosforo puede
conducir a una reduccion significativa en la tasa de aplicacion de fertilizantes y al mismo

tiempo dar igual o mejor rendimiento y calidad en las plantas (Ordofiez et al., 2016).

El uso de bacterias solubilizadoras de fésforo (BSF) y HFMA también ha sido reportado en

especies forestales como el eucalipto. En estudios realizados en condiciones de
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invernadero, se observd un incremento en la altura, didmetro de tallo, producciéon de
materia seca y contenido de fosforo en las plantas, respaldando el uso de doble inoculacion
para potenciar el crecimiento y la absorcidén de nutrientes en estas especies (Scotti et al.,
2007). Especificamente para Gmelina arborea, recientemente Karthikeyan et al., (2024)
evaluaron el uso de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal con HFMA, en
coinoculacién y de forma individual, encontrando aumento en su biomasa y crecimiento.
Por otro lado, Dudhane et al., (2011) ha mostrado que la inoculacién con HFMA mejora la
tolerancia al estrés salino, la sequia y la toxicidad por aluminio. En Colombia, se han
llevado a cabo estudios sobre especies forestales como Pachira quinata, Gmelina arborea,
Eucalyptus sp. y Acacia mangium, que evaltan el efecto de los HFMA, encontrando un
aumento en la altura y concentracién de nutrientes (Ramirez et al., 2018). Otros estudios,
reportados por Meza et al., (2017) y Ramirez, (2019), mostraron que, en el caso de
Gmelina arborea, la inoculacion con cepas como Rhizoglomus fasciculatum, R.
aggregatum y R. irregularis resulta en un crecimiento significativamente mayor en
condiciones de baja concentracién de fosforo, mientras que Glomus fistulosum vy

Entrophospora colombiana presentan una menor dependencia de este nutriente.

Actualmente, la produccion forestal en Colombia es baja; debido a la ausencia de
estrategias biotecnolégicas y de manejo, asociadas a la fertilidad de suelo, que permitan
mejorar la productividad especialmente en etapa de vivero y plantaciones en campo
(Espitia et al., 2015). Lo anterior, genera altos costos de produccion y necesidad de usar
fertilizantes en las etapas iniciales de crecimiento (Espinel et al., 2005). La presente
investigacion busca con la aplicacién de co-inoculacion de un Hongo Formador de
Micorriza Arbuscular (Rhizophagus irregularis) (movilizador de fosforo) y microrganismos
solubilizadores de fésforo (MSF), evaluar el incremento en el crecimiento y porcentajes de
supervivencia en vivero de Gmelina arborea como alternativa para mejorar la produccion

exitosa de la especie en fase de vivero.

Aunque algunos estudios han evidenciado el efecto de los Hongos Formadores de
Micorrizas Arbusculares (HFMA) y las bacterias promotoras del crecimiento vegetal en el
crecimiento y desarrollo de Gmelina arborea de manera individual (Barua et al., 2010a;
Panigrahi et al., 2017; Ramirez, 2019) aun no se ha logrado comprender completamente
la interaccion entre los microorganismos solubilizadores de fésforo y los HFMA,

especialmente bajo diferentes niveles de fertilizacion con roca fosférica. Ademas, que
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existen algunos vacios para comprender su papel en la solubilizacion de fésforo en
Colombia y por ello es necesario explorar dichas interacciones.

Por lo anterior, se planted la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cudl es el efecto de la
interaccion entre Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de fésforo
(MSF) (Pseudomonas orientalis, Paenibacillus taichungensis, Penicillium chrysogenum y
Penicillium citrinum) sobre el crecimiento en plantulas de Gmelina arborea en condiciones

de vivero? con el planteamiento de las siguientes hipétesis:

- La interaccion de Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de
fésforo (MSF) incrementa la altura, diametro de cuello y longitud de la raiz en plantulas de
Gmelina arborea.

- La interaccion entre Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de
fésforo (MSF) aumenta el contenido de fosforo foliar en plantulas de Gmelina arborea en
condiciones de vivero.

- Se espera un incremento de biomasa seca y area foliar en plantulas inoculadas con

Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF).

Los resultados de esta investigacion contribuyen a entender las complejas interacciones
entre el papel del fosforo en el suelo y los microorganismos solubilizadores de este
elemento, con el fin de ofrecer estrategias aplicables a sistemas de reforestacion a gran
escala, donde se requieren condiciones y nutrientes esenciales que promuevan el

crecimiento en fase vivero y su éxito en fase de campo.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la interaccién entre Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de
fésforo y su efecto sobre el crecimiento en plantulas de Gmelina arborea en condiciones

de vivero en el departamento del Tolima.

Objetivos especificos

- Evaluar el efecto de coinoculacion con Rhizophagus irregularis y microorganismos
solubilizadores de fosforo, sobre variables de crecimiento en plantulas de Gmelina

arborea en condiciones de vivero.

- Determinar el contenido de fosforo foliar en plantulas de Gmelina arborea
inoculadas con Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de

fosforo en condiciones de vivero.

- Establecer el porcentaje de micorrizacién y la presencia in situ de microorganismos
solubilizadores de fésforo en plantulas de Gmelina arborea inoculadas con
Rhizophagus irregularis y microorganismos solubilizadores de fésforo en

condiciones de vivero.
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1.Marco teodrico

1.1 Generalidades de Gmelina arborea

Gmelina arborea es una especie forestal tropical, nativa del sureste asiatico, que ha sido
ampliamente utilizada en planes de reforestacion por su gran importancia econémica,
rapido crecimiento y adaptacion a diferentes condiciones ecolégicas (Murillo, 1991;
Vasquez & Ugalde, 1995) y ante el cambio climético, tiene un alto potencial de secuestrar
carbono en comparacion con otras especies (Tamang et al., 2021). Esta especie se
encuentra desde 0 msnm hasta los 1.000 msnm, cubriendo diversas zonas climéticas y
edaficas. Ha sido introducida con éxito en diversos paises tropicales, principalmente en
zonas de bosque muy himedo tropical y bosque seco tropical (Bashan et al., 2015; Reyes
et al., 2018). En Colombia, se siembra principalmente en la Costa Norte, donde se ha
convertido en una opcion para la reforestacion comercial, usos maderables y su

participacion en la conservacién y recuperacion de suelos (Ramirez, 2017).

La especie presenta algunos factores limitantes para su establecimiento, siendo las
condiciones edaficas uno de ellos, dado que su desarrollo esta asociado a suelos bien
drenados, profundos, que permitan un buen desarrollo radical. Al ser, una especie helidfila,
presenta alta competencia de malezas, principalmente con gramineas y hormigas
defoliadores del género Atta spp. Es una especie caducifolia que puede alcanzar entre 12
y 30m de altura y un didmetro maximo entre 60 y 100 cm. Tiene una raiz principal pivotante
cuando se desarrolla en suelos arenosos profundos y no crece bien en suelos arcillosos o
pesados (Murillo & Valerio, 1991). La especie ha sido utilizada en sistemas agroforestales,

para la proteccién de campos cultivados con maiz y frijol en Costa Rica (Dvorak, 2004).

En América Central existen un total de 225.000 hectareas de plantaciones forestales, de
las cuales 52.000 (23%) han sido plantadas con Gmelina arborea (Alfaro & De Camino,
2002). En Colombia, las plantaciones forestales de la especie cubren mas de 20.000
hectareas plantadas en la costa Atlantica y en los valles interandinos por debajo de 1.000m
de altitud, especificamente en los municipios de Zambrano y Bolivar donde representa una
fuente importante de materia prima para la industria de aserrio y tableros en la regién
(Obrego, 2006). Melina se encuentra dentro de las diez especies con alto potencial de

incrementar sus rendimientos, por su aumento en la produccion y su disminucion en los
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tiempos de corte, el cual esta entre 10-14 afios mientras que para otras especies forestales
su tiempo es mayor a 20 afios (Escobar, 2013).

1.2 Foésforo en el suelo y su importancia para las plantas

El fosforo (P) es un macronutriente esencial para la vida en la tierra, limitante para el
crecimiento y rendimiento de las plantas. Es un elemento que participa en la regulacion de
varias vias bioquimicas y procesos bioldgicos celulares, transduccién de sefales, sintesis
y reparacién del ADN, proliferacion celular, diferenciaciéon, entre otros procesos de

transformaciéon de energia (Zhu et al., 2018).

Este elemento se encuentra en la naturaleza ligado al oxigeno en forma de fosfatos
(H2PQO4, HPO4?2, PO43). En el suelo tanto en la fraccién organica como en la mineral, la
quimica del fésforo esté relacionada con el acido orto fosforico (HsPO.) y su disociacion
depende del pH del suelo. En suelos acidos, el fésforo se encuentra como fosfatos de
hierro y aluminio, mientras que en alcalinos los fosfatos calcicos adquieren mayor
importancia (Shen et al., 2011). El fésforo es uno de los macronutrientes menos disponibles
en la rizosfera; sin embargo, debido a su baja velocidad de difusién en el suelo, a medida
gue es absorbido por las plantas se crean zonas de agotamiento alrededor de la raiz,

donde el nivel y disponibilidad de fosfato es baja (Estrada et al., 2011).

El ciclo natural del fésforo se produce a través de cuatro componentes principales: la
elevacion tectonica y exposicion de rocas que contienen fésforo, la erosion fisica y
meteorizacion de las rocas que liberan el fésforo disuelto y particulado en los rios, el
transporte fluvial de fésforo a los lagos y océanos, y la sedimentaciéon de fésforo asociado
con materia organica y mineral (Ruttenberg, 2001). Las concentraciones totales de P en el
suelo varian de 10! a 10%g P kg*, dependiendo del horizonte del suelo siendo mayor en la
capa superior y menor en el subsuelo, también segun el sustrato, siendo mayor en arcilla

gue en arena y mayor en suelo méas joven (Kruse et al., 2015).

En el suelo el fosforo (P) se encuentra en diferentes formas quimicas, fosforo inorganico
(Pi) que representa del 35 al 70% del total de P en el suelo y fésforo organico (Po) presente
del 30 al 65% del total de P en el suelo (Harrison, 1987). Los compuestos organicos del
fosforo estan disponibles para las plantas solo después que la materia organica se ha
mineralizado, lo que aumenta el contenido de fésforo en el suelo, volviéndose fitodisponible

y retornando al ciclo del fésforo, mientras que las fracciones de fésforo inorganicas estan
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disponibles para las plantas después de la solubilizacién (Noack et al., 2012; Wang et al.,
2012). La disponibilidad y estabilidad del Pi muestran una correlacion positiva con el
contenido de materia orgéanica, pero negativa con el de aluminio y hierro. La fijacion del Pi
y su baja disponibilidad en suelos tropicales se debe principalmente a la presencia de
oxidos de hierro y aluminio (Rahman et al., 2018).

Los detritos de plantas, animales y microorganismos muertos son las fuentes de fosforo
organico méas comunes que reponen directamente los contenidos de ortofosfato del suelo
a través de la descomposicion quimica o bioldgica, lo que beneficia los suministros de
fosforo disponibles para las plantas (Bi et al., 2020; Tian et al., 2021). La solubilizacion de
fosforo inorgénico y la mineralizacién de fésforo orgénico estdn controladas en gran
medida por microorganismos solubilizadores de fosforo del suelo, a través de la secrecion
de acidos orgéanicos y la sintesis de enzimas fosfatasas (Richardson et al., 2009), donde
la mayor parte del fésforo mineralizado a partir del fésforo organico se incorpora a las
células vegetales como fosforo celular (Tao et al., 2008). Simultaneamente, los MSF
liberan fosforo organico rapidamente después de la lisis celular y la depredacion de la

comunidad de microorganismos del suelo (Min et al., 2021).

A pesar de la limitacion en la disponibilidad de fésforo (P) en el suelo, las plantas han
optimizado su capacidad de adquisicion de este nutriente mediante varios mecanismos.
Entre ellos, remueven el P almacenado en hojas y raices, mejoran la arquitectura radical
desarrollando raices mas absorbentes, y liberan enzimas fosfatasas que mineralizan el
fosforo organico (Po) en formas disponibles de P. Ademas, secretan &cidos orgénicos de
bajo peso molecular que movilizan el P del suelo (Lambers et al., 2006; Richardson &
Simpson, 2011). Asimismo, las raices interactan con microorganismos en la rizosfera,
como hongos y bacterias, lo que incrementa la disponibilidad y captacién de P (Reichert et
al., 2022).

Las plantas deficientes en fosforo presentan una mayor proporcion raiz/brote, mayor
ramificacion y elongacioén de raices, asi como una tendencia a explorar el suelo superficial
con sus raices y pelos (Khan et al., 2023). Algunas plantas aumentan la longitud y densidad
de sus pelos radicales y raices laterales, mientras suprimen el crecimiento de la raiz
principal. Este ajuste en el sistema radical, con una mayor superficie, permite a las plantas
explorar un mayor volumen de suelo, lo que resulta crucial para optimizar la adquisicion de
fésforo (Xiao et al., 2022).
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Pese a los diferentes mecanismos usados por las plantas para la adquisicion de fésforo,
el contenido de este elemento sigue siendo bajo, por lo que el aumento de su disponibilidad
ha sido abordado mediante la aplicacion de fertilizantes fosforados, estimdndose una
demanda global de 22 a 27 millones de toneladas de P para el afio 2050 en tierras de
cultivo, y entre 4 y 12 millones de toneladas adicionales por afio para pastizales y especies
arbéreas (Mogollén et al., 2018). El fésforo no disponible biolégicamente en el suelo
proviene de la escorrentia agricola tras la fertilizacion excesiva, residuos de cultivos,
estiércol, desechos del procesamiento de alimentos y aguas residuales. Se estima que la
pérdida de fésforo por escorrentia agricola asciende a 8 Mt a nivel mundial, lo que provoca
eutrofizacién y la formaciéon de zonas muertas en cuerpos de agua debido a la baja
disponibilidad de oxigeno (Vugi¢ & Miller, 2021; Yang et al., 2017). La aplicacién continua
de fertilizantes fosfatados también contribuye a la pérdida de fertilidad del suelo ya que
altera la diversidad microbiana y reduce el rendimiento de los cultivos. A largo plazo, esta
practica puede inhibir actividades microbianas, como la respiracion inducida por diversos

sustratos, afectando tanto la actividad fangica como la bacteriana (Sharma et al., 2013).

Se estima que aproximadamente el 70% de los 45 millones de toneladas de fertilizantes
de fosforo aplicados al suelo anualmente no son utilizados por los cultivos por lo cual sigue
siendo poco disponible en el suelo (FAO, 2021). Lo anterior, debido a que los iones de
fosfato de los fertilizantes quimicos son altamente reactivos y se fijan en el suelo como
resultado de las interacciones con Ca?*, APy Fe*3, por lo cual son inaccesibles para las
plantas (Timofeeva et al., 2022). Un estudio reciente estimé que los suelos agricolas a
nivel global podrian perder entre 4 y 19 Kg de P ha al afio, con més del 50% de estas
pérdidas atribuidas a la erosion, por lo que se espera que la demanda mundial de
fertilizantes de P aumente mientras que la oferta disminuye (Alewell et al., 2020; EI Attar
et al., 2022).

1.3 Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA)

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) pertenecen al filo
Mucoromycota, subfilo Glomeromycotina, que establecen simbiosis mutualista con mas del
70% de todas las especies de plantas vasculares. Se conocen aproximadamente 250
especies distribuidas en 11 familias y 25 géneros (Sangwan & Prasanna, 2022). Son
microorganismos presentes en ecosistemas terrestres que van desde el Artico (Varga et

al., 2015), las regiones altas del Himalaya, los bosques tropicales hasta los desiertos de la
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Peninsula Arabiga (Liu et al., 2011), cuya asociacion simbi6tica mutualista con las plantas
se establecié hace méas de 400 millones de afios (Remy et al., 1994; van der Heijden et al.,
2015).

Los HFMA son biotrofos obligados, lo que significa que dependen completamente del
suministro de carbono fotosintético (C) y lipidos indispensables (Keymer et al., 2017) por
parte de las plantas huésped para completar su ciclo de vida y propagarse y hasta el 20%
de los productos de fotosintesis son consumidos por los HFMA (Smith & Read, 2008). Se
ha reportado que los HFMA proporcionan diversos beneficios a las plantas, por ejemplo,
mejoran la absorcion de nutrientes, proporcionan mayor crecimiento y productividad,
mejoran la tolerancia a la salinidad, sequia, altas temperaturas y metales pesados
(Baltazar et al., 2022; Jamiotkowska et al., 2018; Wei et al., 2023). Los HFMA también
mejoran algunas caracteristicas del suelo, como la retencién de agua, agregaciéon del
suelo, actividades microbianas y participacion en los ciclos biogeoquimicos de nitrégeno,
carbono y fésforo (Fall et al., 2022; Li et al., 2022; Pefia-Quemba, 2022; Singh et al., 2022).

El desarrollo de la simbiosis entre plantas y HFMA es un proceso dinamico que se divide
en varias etapas: (a) comunicacion presimbiética, (b) contacto y penetracion, (c) invasion
de la corteza externa, (d) formacién de arbusculos y (e) formacién de vesiculas y esporas
(Vergara & Araujo, 2024). En condiciones abidticas 6ptimas, las esporas fingicas germinan
y las hifas se acercan a la planta huésped por los exudados de la raiz. Antes del contacto,
ambos organismos detectan sefiales difusibles liberadas, como butendlidos y
oligosacaridos, que activan el aumento de calcio en la rizodermis y activan la via de
sefalizacién de simbiosis comun (CSP), que regula la expresién génica requerida para la
penetracién rizodérmica (Choi et al., 2018). Seguidamente, se forman las estructuras de
unién fungica llamadas hifopodios en la superficie celular, mientras que la célula huésped
produce un aparato de prepenetraciéon (PPA) para acomodar intercelularmente al hongo.
Las hifas fungicas crecen hacia la corteza interna para iniciar la formacion de arbdsculos,
gue permiten la absorcién de carbono a cambio de nutrientes entregados por el hongo a
la planta, lo que lleva a la formacion de vesiculas de almacenamiento y esporas hijas (Choi
et al., 2018). De acuerdo a diversos autores Guether et al., (2009); Salmeron et al., (2021),
los arblsculos se desarrollan sin afectar a la célula huésped y estan rodeados por una
membrana plasmatica de las células corticales, llamada membrana periarbuscular, que es

el sitio donde se liberan los nutrientes del suelo transferidos a la planta mediante
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transportadores de nutrientes especificos asistidos por ATPasas ubicadas en la membrana

periarbuscular.

Los HFMA presentan diferentes estructuras denominadas propagulos infectivos, entre
ellas, las esporas, hifas y fragmentos de raices colonizados que se encuentran en el suelo.
El aumento en absorcién de nutrientes de la planta huésped se debe a las caracteristicas
del micelio de los HFMA, estimandose que la red hifal en el suelo puede alcanzar una
densidad de 100m/cm? cuyo volumen es inaccesible para las raices, dado que las hifas
fungicas son mucho mas delgadas y, por ello son consideradas como una extension del
sistema de raices (Miller et al., 1995; Scheublin et al., 2010). Para establecer la simbiosis
con las plantas huésped, las hifas de los HFMA colonizan el interior de la raiz y forman
estructuras altamente ramificadas en forma de arbol llamados arbusculos, que son los
principales sitios de intercambio de nutrientes y agua (Balestrini et al., 2015).
Adicionalmente, la presencia y actividad de los propagulos infectivos depende en gran
medida de factores fisicoquimicos como el oxigeno, la temperatura, humedad, pH, fuente

de nutrientes y su disponibilidad (Finlay, 2008).

Dentro de los HFMA, Rhizophagus irregularis es la especie modelo, debido a su presencia
en diversos ecosistemas, y ha sido ampliamente utilizada en inoculacion comercial
agricola, colonizando de forma efectiva las raices de la mayoria de las plantas siendo
exitosa después de su inoculacion (Kokkoris et al., 2024). Es una especie que se ha
establecido con éxito en el sistema de cultivo in vitro; su genoma ha sido secuenciado
(Tisserant et al., 2013) y se ha encontrado grandes diferencias intraespecificas dentro de
este hongo (Koch et al., 2004; Ropars et al., 2016). Debido a lo anterior, R. irregularis es
una especie con alta variabilidad genética intraespecifica, lo que influye en el crecimiento
de las plantas y ha permitido realizar estudios de gendmica poblacional y desarrollar

diferentes marcadores en este hongo (Sanders & Rodriguez, 2016).

En este aspecto, para Colombia, el estudio de Pefia-Quemba, (2022) evalué el efecto de
la inoculacién de cinco aislados diferentes genéticamente de R. irregularis sobre las
emisiones de CO:; a la atmosfera (respiracion), rendimiento del cultivo de yuca y el tamafio
de los agregados del suelo, encontrando que la respiracion del suelo y la agregacion de
particulas del suelo se vieron afectadas significativamente por la simbiosis de los HFMA
aumentando entre los diferentes tratamientos. A nivel de estudios realizados en suelos

deficientes en fésforo, han encontrado que la inoculacion con HFMA ayuda en la nutricion
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del fésforo en las plantas de cultivo, hasta el punto de ahorrar un 50% en la aplicacion de
fertilizantes fosforados sin efectos adversos sobre el crecimiento y rendimiento de los
cultivos (Ceballos et al., 2013; Jyothi et al., 2018; Thilagar et al., 2016).

Diversos estudios han mostrado que la inoculacién con Hongos Formadores de Micorrizas
Arbusculares (HFMA) mejora el crecimiento y la adaptacion de Gmelina arborea a distintas
condiciones. La inoculacién con cepas como Rhizoglomus fasciculatum, R. aggregatum y
R. irregularis aumenta significativamente el crecimiento en presencia de bajas
concentraciones de fosforo, mientras que Glomus fistulosum y Entrophospora colombiana
muestran una menor dependencia de este nutriente (Ramirez, 2019). Ademas, se ha
evaluado que la inoculacién con HFMA mejora la tolerancia al estrés salino, la sequia y la
toxicidad por aluminio, asi como también incrementa la biomasa en suelos contaminados
con arsénico y promueve la diversidad microbiana y vegetal en Gmelina arborea (Dudhane
et al., 2011; Meza et al., 2017). En Colombia, los géneros de HFMA mas representativos
en plantaciones forestales de Gmelina arborea son Glomus y Gigaspora y la biofertilizacion
con estos microorganismos ha tenido un impacto positivo en el desarrollo de plantulas de
la especie en vivero (Ramirez et al., 2018). Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales gue expliquen las interacciones entre los Hongos Formadores de Micorrizas
Arbusculares (HFMA) y los microorganismos solubilizadores de fdsforo (MSF), en
condiciones de fertilizacion fosfatada. Esto es especialmente relevante ya que la cantidad

de investigaciones en este ambito es limitada para la especie forestal Gmelina arborea.

1.4 Microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF)

Los consorcios microbianos, frecuentemente utilizados en biofertilizantes para promover el
crecimiento vegetal mediante el incremento de la disponibilidad de nutrientes para la planta
(Vessey, 2003), estan conformados por un grupo de microorganismos (de diferentes
especies o al menos diferentes cepas) que muestran interacciones entre si (McCarty &
Ledesma-Amaro, 2019). Se ha sugerido que su interaccién potencia su actividad de
promotores de crecimiento vegetal, favorece la division sinérgica de recursos y facilita la
remocion de sustancias toxicas (Duncker et al., 2021; Morocho, 2020). Los miembros de
los consorcios microbianos realizan funciones que no podrian llevar a cabo de manera
efectiva en forma individual, como la adaptacién a zonas con nutrientes limitados a través

de diferentes vias metabdlicas (Brenner et al., 2008). Ademas, se sugiere que la
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interaccion entre los microorganismos de los consorcios favorece su estabilidad a lo largo

del tiempo, asi como la particion del trabajo en el suelo (Massot et al., 2022).

Los microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) son bioinoculantes que pueden
solubilizar el fésforo insoluble en forma soluble, mediante diferentes mecanismos como la
secrecion de &cidos organicos, la produccién de enzimas y sideroforos; éstos pueden
quelar iones metélicos y formar complejos, haciendo que los fosfatos estén disponibles
para la absorcién de la planta (Tomer et al., 2016). Estos microorganismos no solo
solubilizan fosfatos, sino que también promueven el crecimiento de las plantas y el
rendimiento de los cultivos al producir hormonas como auxinas, giberelinas y citoquinas
(Puri etal., 2020), ademas de mostrar antibiosis contra patdgenos, produccién de la enzima
desaminasa del acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) que mejora el crecimiento
de las plantas en estrés y mejora la resistencia de las plantas a la toxicidad de metales
pesados (Gamalero & Glick, 2015; Rawat et al., 2021).

Los principales procesos involucrados en la liberacion de P al suelo en solucién son:
disolucién-precipitacion, sorcién-desorcion y mineralizacion-inmovilizaciéon (Thomas &
Pierzynski, 2005). Los microorganismos del suelo realizan la solubilizacion de P a través
de la liberacion de compuestos de disolucion mineral, por ejemplo, aniones de acido
organico, sideréforos, H*, OH y CO,, liberacién de enzimas extracelulares como las
fosfatasas y liberacion de P durante la descomposicién de materia organica (McGill & Cole,
1981). El proceso de solubilizacién es impulsado principalmente por acidos organicos al
mostrar mayor efectividad en comparacion con los 4cidos inorganicos, donde los acidos
organicos compiten con el fosfato por los sitios de adsorcién en el suelo al reducir el pH y
aumentar la quelacion de los cationes unidos al fosfato y hacer complejos solubles en iones

metalicos asociados a fosfato (Ca, Al y Fe) para liberar fosfato (Thampi et al., 2023).

Dentro de los microorganismos del suelo con capacidad solubilizadora de fdsforo las
bacterias representan del 1 al 50% y los hongos del 0,1 a 0,5%, siendo los géneros de
bacterias mas conocidos Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium y Enterobacter y algunos
hongos del género Penicillium y Aspergillus (Whitelaw, 1999). El estudio de Sarmah &
Sarma, (2023) ha evidenciado que las poblaciones bacterianas solubilizadoras de P en
muestras de suelo de todo el mundo usados con fines agricolas, oscilaron entre 2,5 x10*
y 5,5 x 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g suelo), mientras que la poblacién de

hongos solubilizadores de P es menor entre 2 x 10%y 5 x 10° (UFC/g suelo).
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A pesar de la abundancia de las bacterias, Sharma et al., (2013) encontraron que la
capacidad de los hongos para ocupar espacios y rangos es mayor, y Khan et al., (2007);
Kucey, (1983) sefialan una mayor produccion de acidos orgénicos (acido lactico, acido
citrico, acido gluconico y acido tartarico) que juegan un papel importante en la
solubilizacion de fosfato inorganico, ademas de la capacidad de no perder su actividad de
disolucién de P cuando se subcultivan. Las inoculaciones con MSF, como Bacillus simplex
y Rhizobium, han mostrado un aumento significativo de la concentracion de nutrientes y la
productividad en cultivos como trigo y maiz (Beltran et al., 2023; Hansen et al., 2020). El
uso de consorcios microbianos presenta resultados positivos en el crecimiento de cultivos
como avena, mejorando parametros fisiolégicos como la longitud de raiz y la biomasa (Devi
et al., 2024).

Finalmente, Kaur et al., (2024) identificaron tres cepas altamente eficientes (Enterobacter
ludwigii, Micrococcus indicus y Pseudomonas gessardii) promotoras de crecimiento
vegetal con efecto positivo para la absorcién de nutrientes esenciales como nitrégeno,
fosforo y potasio (NPK) en berenjena. La aplicacion de este consorcio mejord
significativamente la longitud de la raiz, la biomasa seca y otros parametros fisiolégicos,
como el contenido de clorofila, carotenoides, azlcares solubles y compuestos fendlicos,

en comparacion con plantas inoculadas con cepas individuales o sin inoculacion.

1.5 Interacciones entre HFMA y MSF

La rizosfera es el punto de acceso donde ocurre la actividad microbiana que promueve el
crecimiento de las plantas. Se ha demostrado que las hifas de los Hongos Formadores de
Micorrizas Arbusculares (HFMA) promueven el crecimiento de bacterias productoras de
fitasas al liberar compuestos ricos en carbono (Zhang et al., 2022), lo que aumenta el
recambio de P en el suelo y la adquisicién de P en las plantas, por su parte los MSF pueden
aumentar la tasa de colonizacion de los HFMA (Zhang et al., 2016b). Se ha encontrado
gue algunas especies bacterianas pueden colonizar las hifas extraradicales de los HFMA
formando biofilms e influir en el crecimiento de estos hongos (Ordofiez et al., 2016; Iffis et
al., 2016), lo que sugiere que estos microorganismos interactdan entre si en la rizosfera y

pueden llegar a tener efectos sinérgicos en el crecimiento de las plantas.

Pese a que la interaccion entre estos dos grupos de microorganismos, Hongos Formadores

de Micorrizas Arbusculares (HFMA) y Microorganismos Solubilizadores de Fosforo (MSF)
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ha sido estudiada durante los ultimos afios (Jangandi et al., 2016; Saxena et al., 2014), las
interacciones entre los microorganismos son complejas y pueden presentar efectos
sinérgicos que generen beneficios y/o efectos antagénicos o simplemente no generan
ningun efecto sobre ellas (Larimer et al., 2010; Mall et al., 2022; Nadeem et al., 2014;
Prigigallo et al., 2023). La competencia biologica entre microorganismos ya sea entre
especies relacionadas o lejanas, puede impactar el mutualismo entre ellos, afectando el
crecimiento de las plantas por la incompatibilidad de su combinacién. Esto se debe a que
diferentes interacciones mutualistas no son estables por diversos factores bioticos vy
abidticos (Cano, 2011). Segun Neetu et al., (2012) la inoculacion de microorganismos
puede generar efectos aditivos o sinérgicos en las plantas, destacando que algunos casos
atribuidos a sinergia podrian, en realidad, ser aditivos, basados en la accién independiente

de los grupos microbianos.

Ademas de ello, existe informacién limitada sobre los posibles efectos sinérgicos y
antagonicos de HFMA y MSF en condiciones de suelo no estéril, donde la competencia
con la comunidad microbiana puede modificar el resultado de tales interacciones. Si bien
existen estudios que han demostrado efectos positivos con la doble inoculacién de HFMA
y MSF, estos se han realizado con bacterias aisladas de la rizosfera con HFMA en
condiciones de laboratorio o invernadero y no fueron el resultado de asociaciones naturales
entre HFMA y MSF (Singh & Kapoor, 1998); por lo que se sugiere que las bacterias que
se encuentren asociadas con los HFMA de manera natural podrian tener un sinergismo
mas estable y tener una ventaja sobre los microorganismos combinados artificialmente
(Sharma et al., 2020).

Algunos estudios sefialan que las inoculaciones combinadas de HFMA y MSF pueden
generar estrés en las plantas posiblemente a cambios metabdlicos, contenido de nutrientes
en el suelo, cambios en la raiz y demas componentes en la rizosfera (Juge et al., 2012;
Oyekanmi et al., 2007). Se ha encontrado que algunas especies bacterianas de control
biolégico en el suelo, como Pseudomonas fluorescens, Rhizobium leguminosarum,
Paenibacillus brasilensis, Paenibacillus peoriae y Bacillus cereus, pueden adherirse a las
hifas de los HFMA. Esto sugiere que pueden existir interacciones especificas entre los
HFMA vy las bacterias (Toljander et al., 2006). Ademas, se ha observado que las hifas
pueden influir en la composicién de las comunidades bacterianas en su entorno, ya que,
al igual que las raices, pueden producir exudados que promueven su crecimiento y
composicion (Rillig et al., 2006; Scheublin et al., 2010).
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Varios estudios sugieren que los MSF usan las hifas de los HFMA para acceder a un mayor
volumen de suelo, dado que, a diferencia de los pelos radicales de las plantas, las hifas
extraradicales de los HFMA son de menor diametro y pueden extenderse mucho mas lejos
de la superficie de la raiz; es decir se extienden mas alla de la zona de agotamiento de
fésforo, y pueden acceder a parches que ya han sido solubilizados por los MSF y movilizar
P hacia la planta (Finlay, 2008). Los HFMA suministran carbohidratos ricos en energia a
través de las hifas extraradicales a los MSF que son requeridos para su crecimiento y
actividad microbiana (Etesami et al., 2021). Por su parte, los MSF contribuyen con el
aumento de las tasas de crecimiento de las hifas, germinacion de esporas y colonizacion
de los HFMA hidrolizando fésforo inorganico secretando enzimas fosfatasas y fitasas con
fésforo mineral para los hongos. Sin embargo, este crecimiento hifal de los HFMA depende
en gran medida de diversos factores como la identidad microbiana de los solubilizadores
de P, la presencia de comunidad nativa microbiana y la especificidad del HFMA (Ordofiez
et al., 2016). En general, cuando el nivel de P disponible es bajo en los suelos, los HFMA
y MSF compiten por el P (Zhang et al., 2016). Algunos de los probables mecanismos para
la estimulacion de la micorrizacién por parte de los MSF incluyen la produccién de
compuestos volatiles que pueden ayudar a germinar las esporas de los HFMA, la
disponibilidad de nitrégeno, cambio en el pH y nivel de sideréforos (Bharadwaj et al.,
2012).

Se cree que este mecanismo de interaccién sinérgica 0 antagonica aln no conocido,
depende probablemente de los niveles de P en el suelo (Xiao et al., 2019) y pueden influir
en el crecimiento y la nutricion de las plantas. Algunos estudios han mostrado efectos

sinérgicos y antagodnicos en plantas inoculadas, mencionados a continuacion:

- Efectos sinérgicos: estudios como el de Zhang et al., (2016) sugieren que cuando los
HFMA liberan el carbono obtenido de la planta, las bacterias solubilizadores de fésforo lo
retribuyen mineralizando P orgénico en la rizosfera que es utilizado por los HFMA. Sin
embargo, también Zhang et al., (2014) encontraron que en plantas de Medicago sativa con
un suministro adicional de P, los microorganismos solubilizadores de fésforo mejoraron el
crecimiento de los HFMA vy la actividad solubilizadora fue estimulada por los HFMA,
ademds del aumento del contenido de P foliar. Ahora bien, los HFMA no pueden exudar
acidos organicos para la solubilizacion de P, pero si mejoran la solubilizacién estimulando

los microorganismos del suelo circundantes a través de la exudacion de carbono labil,
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aumentado asi la disponibilidad local de nutrientes en la rizosfera y parches del suelo
(Jansa et al., 2013).

Estudios como el de Shah et al., (2022) evaluaron el efecto de coinoculacién de una cepa
bacteriana solubilizadora de fésforo y un HFMA en plantas de platano cultivadas en vivero
en suelo no estéril. Los resultados mostraron un incremento de 3 a 4 veces en los
parametros morfolégicos (altura, didmetro de tallo y nimero de hojas) en comparacion con
el control no inoculado. De manera similar, Xing et al., (2024) evaluaron el efecto de
inoculacion de MSF, con y sin HFMA, en plantulas de Phyllostachys edulis bajo diferentes
niveles de fosforo en el suelo, indicando un aumento significativo en la biomasa seca y el
contenido de nutrientes cuando ambas especies microbianas fueron coinoculadas.
Ademas, la comunidad microbiana de la rizosfera se vio afectada, aumentando la

abundancia de microorganismos promotores del crecimiento vegetal (MPCV).

- Efectos antagonicos: Estudios como el de Fernandez et al.,, (2012), muestra el
antagonismo entre HFMA (Glomus intraradices) y microorganismos solubilizadores de
fosforo (Bacillus megaterium) en maiz, donde la cantidad de fosforo soluble liberado afectd
la infectividad del hongo micorricico. De manera similar, Zhang et al., (2014) también
observaron la competencia entre HFMA y bacterias solubilizadoras de fésforo en suelos
con bajo contenido de este nutriente. Aunque la inoculacién conjunta redujo el fitato en el
suelo, no se observd un aumento en la absorcion de fésforo por las plantas, ya que el
fésforo movilizado fue transformado en biomasa microbiana por las bacterias. Esto sugiere
gue la competencia entre los microorganismos limit6 la disponibilidad de fosforo para las
plantas, especialmente en suelos con bajo contenido de este nutriente, y que la adicién de

fésforo no fue suficiente para equilibrar dicha competencia.
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2. Materiales y métodos

2.1 Sitio del experimento

La investigacion se realizo en el invernadero de la Universidad del Tolima, perteneciente
al grupo de investigacion en Genética y Biotecnologia Vegetal (GEBIUT), ubicado en el
municipio de Ibagué, Departamento del Tolima, Colombia. Localizado a 04°25'N 75°13’'W,
a una altitud de 1.285 m.s.n.m con una temperatura media de 26,2 °C y una humedad
relativa del 65%.

2.2 Obtencion de plantulas, microorganismos vy
produccion de inoculantes

Las plantulas de Gmelina arborea (Melina) se obtuvieron a partir de semilla comercial de
tipo sexual de Semillas de Colombia RBC, con el fin de garantizar condiciones de sanidad,
calidad y éxito en el porcentaje de germinacion, con una pureza del 85%. Las semillas se
dejaron durante 24 a 48h en imbibicion y se trasladaron a bandejas germinadoras
previamente desinfectadas, cada una contenia cascarilla de arroz esterilizada. Después
de germinadas, es decir a los 65 dias se trasplantaron 270 plantulas a bolsas de vivero de

2 Kg de capacidad para la evaluacion del experimento (Ramirez, 2017).

Se utilizaron como bioinoculantes la cepa del Hongo Formador de Micorriza Arbuscular
(HFMA) Rhizophagus irregularis (CAM) suministrado por el grupo de investigacion en
Biotecnologia en Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares y las cepas de
Pseudomonas orientalis (KR233760.1), Paenibacillus taichungensis (KY352876.1),
Penicilium chrysogenum (MT341466.1) y Penicillium citrinum (MK805567.1),
suministradas por el grupo de investigacion en Genética y Biotecnologia Vegetal
(GEBIUT). Es importante sefialar que estas cepas fueron aisladas a partir de relaves
mineros y caracterizadas, confirmandose su capacidad como promotoras de crecimiento
vegetal en estudios previos (Castilla, 2023; Ortiz, 2020; Ramirez, 2023) . Ademas, cuentan
con los numeros de acceso en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) y
han sido secuenciadas a nivel gendmico. La cepa de R. irregularis se encuentra
conservada mediante cultivo in vitro en medio minimo (MM) a 25°C asociada a raices de
zanahoria (Daucus carota) transformadas con Agrobacterium rhizogenes. Las bacterias y

hongos solubilizadores de fosforo fueron reactivados en medio Agar Nutritivo (AN) y Papa
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Dextrosa Agar (PDA), respectivamente. Una vez activados, se confirmd su identificacion y
viabilidad mediante conteo en placa por dilucién seriada. Su masificacion se realizé en
cultivo Brain Heart Infusion (BHI) y se ajusté mediante espectrofotometria segun lo
propuesto por Souchie et al., (2010). Seguido de su masificacion se conformaron los
consorcios; el consorcio la conformado por Pseudomonas orientalis y Paenibacillus
taichungensis y el consorcio 1b conformado por Pseudomonas orientalis, Paenibacillus
taichungensis, Penicillium chrysogenum y Penicillium citrinum. Las plantulas fueron
inoculadas con 70 esporas de R. irregularis Ramirez et al., (2018) y 50mL de cada
consorcio a una concentracion de 1x10” UFC/mL (de cada miembro del consorcio) y 1x108

conidios/mL para bacterias y hongos respectivamente.

2.3 Preparacion del suelo y condiciones del experimento

El suelo que se utiliz6 como sustrato para el crecimiento de las plantulas de G. arborea fue
una mezcla de suelo y cascarilla de arroz en proporcion 1:1 (v/v). El suelo fue colectado
de una zona de produccién forestal de Gmelina arborea en el centro Universitario Regional
del Norte (CURN) Granja Armero en el departamento del Tolima, Colombia. La produccién
forestal de Gmelina arborea corresponde al banco de germoplasma de la granja de hace
aproximadamente 20 afios. Las caracteristicas fisicoquimicas del suelo se presentan en la
Tabla 2-1. Las semillas se colocaron a una profundidad de 2 a 3 cm y se cubrieron con la

mezcla de suelo y cascarilla de arroz.

Tabla 2-1: Caracterizacion fisicoquimica del suelo utilizado como sustrato en la etapa de

crecimiento y desarrollo de G. arborea.

Textura Arcillo arenoso
pH 6.39
Densidad aparente g/cm3 1,28
COOx % 2,15
Nitrégeno Total % 0,179
Calcio (meq/100g) 17,7
Magnesio (meq/100g) 7,99
Potasio (meqg/100g) 0,132
Sodio (meq/100g) 0,159
Fosforo (ppm) 3,23
M.O. % 3,71

Textura (Método Bouyoucos); pH: potenciometro; COOx: Carbono organico oxidable (Walkley-Black); Calcio, Magnesio,
Potasio, Sodio (SIn. Acetato de Amonio); Fosforo (SIn. Bray Il / Colorimétrico); M.O: Contenido de Materia Organica. Analisis
desarrollado en Laboratorio Agrilab.
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La cascarilla de arroz fue esterilizada a 121°C durante tres ciclos de 1 h cada uno, con el
fin de eliminar los microorganismos que pudieran interferir en los resultados del
experimento. Finalizada la etapa de germinacion se seleccionaron las plantulas de G.
arborea que presentaron un tamafio homogéneo aproximadamente de 10cm y se

trasplantaron a bolsas de vivero de 2Kg de suelo.

2.4 Diseno experimental

Se empleo un disefio factorial al azar (DCA), con 3 factores relacionados a continuacion,

18 tratamientos y 5 réplicas por tratamiento (Tabla 2-2).

- Factor 1: Inoculacién con consorcios microbianos
(Nivel 1: C1a, Nivel 2: C1b, Nivel O: sin consorcio)

- Factor 2: Niveles de fertilizacién con roca fosférica 0%, 50% y 100%
(Nivel 0: 0% P, Nivel 50: 50% P, Nivel 100: 100%P)

- Factor 3: Cony sin inoculaciéon con HFMA (Rhizophagus irregularis)
Nivel 1: con HFMA, Nivel O: sin HFMA

Tabla 2-2: Disefio factorial completamente al azar (DCA). Consorcio microbiano (3

niveles), fertilizacion con roca fosférica (3 niveles) e inoculacion con HFMA (2 niveles).

Consorcio microbiano |  Fertilizacion fosfatada | HFMA Tratamientos
) con HFMA (R. irregularis) Tl
0% sin HFMA T2
Cla . con HFMA (R. irregularis) T3
Pseudomonas orientalis y 50% sin HEMA T4
Paenibacillus taichungensis i i
con HFMA (R. irregularis) T5
100% _
sin HFMA T6
con HFMA (R. irregularis) T7
Clb 0% -
sin HFMA T8
Pseudomonas orientalis, _ _
o . . con HFMA (R. irregularis) T9
Paenibacillus taichungensis, 50% i
o sin HFMA T10
Penicillium chrysogenum y
— - con HFMA (R. irregularis) T11
Penicillium citrinum 100%
sin HFMA T12
con HFMA (R. irregularis) T13
0%
sin HFMA T14
con HFMA (R. irregularis) T15
Sin consorcio 50% _
sin HFMA T16
con HFMA (R. irregularis) T17
100% _
sin HFMA T18




Los tratamientos fueron distribuidos aleatoriamente en el vivero, asignando a cada uno un
codigo de ubicacion para garantizar la aleatorizacion. El experimento se llevé a cabo
durante 120 dias desde el momento de la inoculacion, bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad, manteniendo la capacidad de campo para cada uno de los
tratamientos. La fertilizacion se realizé mensualmente mediante la aplicaciébn de roca
fosforica (ANEXO A), con una dosis de 1 g por planta para los tratamientos al 100% y la
mitad de esta dosis para los del 50% segln analisis quimico del suelo. Se registraron
variables de crecimiento, como la altura (cm), didmetro del tallo (mm), diametro del cuello
de laraiz (mm) y nimero de hojas, durante las etapas de crecimiento y desarrollo de Melina
(120 dias) (Panigrahi et al., 2017).

2.5 Sistema de muestreo y parametros evaluados

En la etapa de crecimiento y desarrollo se realizaron dos tipos de muestreo: muestreo no
destructivo (MND) y muestreo destructivo (MD). Para el MND, cada 15 dias se registraron
variables de crecimiento de las plantas: altura de la planta (cm), diametro de tallo (mm),
didmetro del cuello de la raiz (mm) y nimero de hojas, mediante un calibrador digital pie
de rey 6 pulgadas (Ubermann)® (Figura 2-1). La altura de la planta se midi6 desde la parte
inferior del tallo, ubicada sobre el sustrato hasta la Ultima yema apical desarrollada
(Arteaga & Castelan, 2008). Para los MD se realizaron cada 45 dias y en cada uno se
seleccionaron 5 plantulas al azar por tratamiento, a estos se les evalué biomasa seca total
de cada planta, longitud de la raiz y porcentaje de colonizacién micorricica (Trouvelot et
al., 1986). Finalizado el experimento (120 dias) se evalud area foliar y se cuantificé la
concentracion foliar de P mediante espectrofotometria del método complejo amarillo de

fosfovanadomolibdeno (Carrasquero & Adams, 1995).

Con las variables de altura y diametro del cuello de la raiz se calculé el indice de robustez
y el indice de calidad de Dickson (ICD) el cual reline varios atributos morfolégicos en un
solo valor y se usa como indice de calidad: a mayor valor del indice, resultara una mejor

calidad de planta (Dickson et al., 1960; Reyes et al., 2018). Se estimo con la formula:

Biomasa total (g)

Altura (cm) ,Biomasa parte aérea (g)
Diametro (mm) Biomasa raiz (g)

ICD =
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Figura 2-1: Representacion esquematica del sistema de muestreo.
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La biomasa seca total de la planta se calculé por el método directo, colectando todas las
partes de la planta registrando su peso fresco; cada una fue empacada en bolsas de papel
y fueron llevadas a una estufa de secado a una temperatura constante de 70°C. Al
transcurrir las primeras 24h se registro el primer peso y después de cada 8h se registro el
peso nuevamente hasta encontrar un peso constante. Finalmente, se determind la
biomasa seca de la raiz y biomasa seca de la parte aérea. Para estimar el area foliar se
utilizé el software de procesamiento de imagenes IMAGEJ (desarrollado por el National
Institutes of Health de Estados Unidos,1997); por medio del escaner de alta resoluciéon HP
Photosmart D110.

Para determinar el contenido de fésforo foliar (P), las muestras se sometieron a un proceso
de mineralizacion. Se pesé 1 g de cada muestra seca en crisoles de porcelana. Las
muestras se calcinaron en una mufla a 600°C durante 4 horas, siguiendo un calentamiento
escalonado. Posteriormente, se agregaron 4 mL de acido clorhidrico (1:1) para la digestion
acida. Tras secar en una plancha de calentamiento, se afiadieron 2 mL adicionales de

acido clorhidrico. Finalmente, las muestras fueron filtradas con agua desionizada caliente



39

y transferidas a matraces aforados de 25 mL, completando el volumen del extracto de
mineralizaciéon. Para cuantificar el fésforo foliar, se tomaron 0,5 mL del extracto original y
se diluyeron con 4,5 mL de agua, afiadiendo posteriormente 2 mL de una solucién
colorante compuesta por molibdato de amonio al 5% y mevatanadato de amonio al 0,25%
(Carrasquero & Adams, 1995). Se elaboré una curva de calibracién con concentraciones
conocidas de fosforo, para lo cual se mezclaron 5 mL de patrén con 2 mL de la solucién
coloreadora. Después de 10 minutos, se midié la absorbancia tanto de las soluciones
patron como de las muestras en un espectrofotébmetro UV-visible a una longitud de onda
de 420 nm (ANEXO B).

El porcentaje de colonizacion se realizd mediante la metodologia de aclarado y tincion con
tinta negra de Sheaffer® de acuerdo con el protocolo de Vierheilig et al., (1998), que
consiste en adicionar una solucién de KOH al 10% a las raices durante 15 min a 60°C, y
posteriormente agregar una solucion de KOH 10% + H.O, 10% (v/v) hasta su aclarado.
Las raices se lavaron con agua destilada y se sumergieron en una solucién de acido
acético 5% vy tinta negra Sheaffer 5% (v/v) en bafio maria durante 15 min a 90°C, para
conservarlas en una solucién de lactoglicerol hasta su observacién. Finalmente, el
porcentaje de colonizacion se determind por el método de interseccion de la grilla (Tennant,
1975) donde se dispersaron las raices tenidas sobre una caja de Petri con cuadriculas de
lcm y se realiz6 la lectura bajo estereoscopio contando sobre las interacciones, es decir
el nimero de raices colonizadas con relacion al total de raices por cada planta de manera

vertical y horizontal (Anexo C).

Adicionalmente, al finalizar el experimento (120 dias) se realiz6 el recuento de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) de los microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF)
in situ viables en el medio Agar Pikovskaya, a partir del sustrato de las plantulas de
Gmelina arborea. Las placas se incubaron durante 24h y se contaron aquellas colonias
con acidificacion de color amarillo alrededor de la colonia (Veldzquez et al., 2017). La
densidad de poblacion de MSF en las muestras del sustrato se calculdé mediante la

formula:

numero de colonias * factor de dilucién
volumen de indculo

UFC g suelo seco=
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2.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza, considerando un arreglo factorial con previo
cumplimiento de parametricidad. Se usaron los estadisticos de Shapiro-Wilk, Kolmogorov-
Smirnov, Cramer-von Mises y Anderson-Darling para evaluar distribucion normal y, para
homogeneidad de varianza se implementé la prueba estadistica Levene (Levene, 1960;
Montgomery & Runger, 2010). Los supuestos de parametricidad se usaron con un nivel de
significancia de (p<0,05). Una vez se evidencio la parametricidad se usaron las pruebas
de comparacion de medias tipo LSD, Duncan, Tukey y Scheffe; la prueba de rangos
multiples de Duncan fue seleccionada para comparar las medias de todos los tratamientos
de cada experimento usando un nivel de significancia de (p<0,05). Todos los andlisis
estadisticos se realizaron empleando el software estadisticos S.A.S version 9.4, licenciada
por la Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias, sede Bogota.
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3. Resultados

3.1 Crecimiento de Gmelina arborea en condiciones de
vivero

Respecto a la altura de las plantulas no hubo diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos evaluados para el periodo de evaluacion del dia 0 al dia 45 y a partir del dia
45 se observaron diferencias entre las plantulas inoculadas y no inoculadas de Gmelina
arborea (Figura 3-2). La inoculaciéon de consorcios de bacterias y hongos solubilizadores
de fésforo de manera individual, no tuvo un efecto significativo sobre la altura de las
plantulas, a diferencia del factor de la fertilizacién e inoculacion con HFMA que mostraron
efecto individual sobre la altura de la planta. El valor medio de la altura de las plantulas fue
mayor cuando el nivel de fertilizacion fue del 100%, ademas fue significativamente
diferente asociado a un nivel de fertilizacion del 50% y mayor cuando se inoculé el HFMA.

Figura 3-2: Altura de las plantulas de Gmelina arborea en etapa de vivero evaluado
durante 120 dias.
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* Los valores con una letra media en comun no son significativamente diferentes p < 0,05 segun prueba Duncan. Colores de celda en verde
corresponden al Cla, colores de celda en naranja corresponden al C1b y colores de celda en gris sin consorcio. La intensidad de los
colores refleja el incremento en los niveles de fertilizacion y las celdas punteadas indican la adicion de HFMA.
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Aunque con la aplicacion del consorcio Cla no se observaron diferencias significativas en

la altura de las plantulas al aplicar diferentes niveles de fertilizacion y al inocular HFMA, la

interaccion con el consorcio C1lb mostr6 que a medida que se incrementaba el nivel de

fertilizacion, aumentaba el valor medio de altura de las plantulas, el cual fue mayor con

HFMA. La interaccion de la fertilizacion con una fuente de P insoluble (roca fosférica) y la

inoculacion de HFMA, no presentd diferencias significativas al usar 50% de fertilizacion

con HFMA que con fertilizacion 100%. Finalmente, en los tratamientos sin aplicacién de

consorcio, sin fertilizacion y sin inoculacion de HFMA (control), se registraron los valores

medios de altura méas bajos (14,82 cm) (Tabla 3-3).

Tabla 3-3: Efecto de coinoculaciénes de R. irregularis y MSF sobre el crecimiento en

plantulas de Gmelina arborea en 120 dias de evaluacion experimental.

Tratamientos

Altura (cm)

Diametro de tallo
(mm)

Diametro cuello de
raiz (mm)

Numero de hojas

Longitud de raiz (cm)

Cla + 0%P + HFMA
Cla + 0%P
Cla + 50%P + HFMA
Cla + 50%P
Cla + 100%P + HFMA
Cla + 100%P
Cilb + 0%P + HFMA
Clb + 0%P
C1b + 50%P + HFMA
C1b + 50%P
Cilb + 100%P + HFMA
C1b + 100%P

Sin consorcio + 0%P +
HFMA
Sin consorcio + 0%P

Sin consorcio + 50%P +

HFMA
Sin consorcio + 50%P

Sin consorcio + 100% P

+HFMA

Sin consorcio + 100% P

25 (+5,43) becde
25,80 (+4,56) bcdef
28,14 (+6,60) cdefg
29,50 (+6,31) defg

35,40 (5,38) gh

38,38 (+6,83) h

19,90 (+1,47) abc
21,06 (+5,30) abcd

33,82 (5,27) fgh
20,16 (+11,98) abc

36,24 (+6,50) gh
31,90 (+6,64) efgh

18,92 (+3,52) ab

14,82 (+1,45) a

34,38 (+2,29) fgh
27,60 (£5,46) bcdefg
38,63 (+2,81) h

30,80 (+7,88) efgh

4,73 (x1,11) abcd
4,75 (+0,98) abcd
5,35 (+0,58) bed
5,54 (+0,42) cd
5,53 (0,45) cd
5,54 (+0,42) cd
3,93 (+0,99) a
4,81 (x0,67) abcd
4,57 (+0,32) abcd
3,80 (+2,13) a
5,76 (+0,70) d
5,42 (+0,28) cd
4,12 (+0,80) ab
4,39 (x0,63) abc
4,98 (+0,57) abcd
4,58 (+0,39) abcd
5,30 (+0,87) bed

5,07 (+0,35) abcd

12,96 (+1,90) abc
11,83 (+2,28) abc
12,63 (+2,95) abc
14,14 (+1,38) c
10,25 (+3,14) abc
13,87 (+1,79) bc
9,68 (+1,84) a
10,06 (+1,74) ab
11,38 (+1,83) abc
11,56 (+6,53) abc
12,82 (+0,50) abc
12,85 (+1,32) abc
11,43 (+0,70) abc
11,49 (+1,91) abc
12,92 (+2,50) abc
11,78 (+1,37) abc
13,43 (£3,79) abc

13,14 (+2,02) abc

19,0 (+4,36) a
22 (+6,02) ab
26 (£8,38) abc
24 (+8,70) abc
21 (+3,58) a
22 (+7,16) ab
17 (£8,69) a
18 (+3,61) a
17 (+3,74) a
24 (x13,51) abc
24 (£7,11) abc
19 (+5,89) a
17 (¢3,13) a
17 (#1,92) a
32 (+10,05) bc
25 (+6,69) abc

26,00 (1£9,42)
abc
33 (15,02) c

31,40 (+4,39) bcd
27,32 (+3,48) ab
33,46 (£5,27) bcd
30,70 (5,43) abcd
29,20 (£3,90) abcd
29,00 (+2,74) abc
35,50 (+4,39) d
25,00 (£2,12) a
28,40 (+6,19) abc
30,40 (+2,19) abcd
32,20 (+4,76) bcd
32,90 (+2,38) bcd
31,28 (+5,26) abcd
41,80 (£3,96) e
29,88 (+2,46) abcd
34,66 (+4,96) cd
30,75 (+4,37) abcd

31,72 (+3,51) bed

* + Desviacion estandar; los valores con una letra diferente dentro de la misma columna son significativamente diferentes
p < 0,05 segun prueba Duncan. Colores de celda en azul y gris indican los valores mas altos y bajos en cada variable

respectivamente.

Las variables de didmetro de tallo, didmetro de cuello de raiz y nUmero de hojas también

mostraron diferencias significativas a partir del 45 en todos los tratamientos evaluados
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(Figura 3-3). La variable de diametro de tallo (cm), mostro el valor medio mas alto con la
inoculacion del consorcio C1b con HFMA y fertilizacion al 100% (5,76mm). Se encontraron
diferencias significativas para la inoculacion de consorcios microbianos y la fertilizacion y
para las interacciones entre el consorcio-fertilizacion y la fertilizacion-HFMA. El nivel de
fertilizacion también influy6 en el diametro del tallo, siendo mayor con un nivel de 100%,
seguido de 50% y 0%. La inoculacion de HFMA no mostré diferencias significativas en esta
variable. En cuanto al diametro del cuello de la raiz (mm), solo la fertilizacién presento
diferencias significativas, con los valores medios mas altos obtenidos con un 100% de
fertilizacion. Para la variable nUmero de hojas, se encontraron diferencias significativas en
los consorcios y la fertilizacién, y la aplicacién de los consorcios Cla y Clb afect6
negativamente esta variable, con los valores medios mas bajos, mientras que la aplicacion
de fertilizante al 50% y 100% favorecio la aparicion de nuevas hojas en las plantulas y no

se observaron diferencias significativas al inocular el HFMA.

Figura 3-3: Comportamiento de variables de crecimiento de Gmelina arborea en los

tratamientos evaluados durante 120 dias de evaluacién experimental.
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En la variable de longitud de raiz, se observé que solo la inoculacién de los consorcios
microbianos present6 diferencias significativas, las interacciones mostraron diferencias
entre consorcio-fertilizacion, consorcio-HFMA y la triple interaccion consorcio-fertilizacion-

HFMA. Sin consorcio se registro el valor mas alto en comparacion con los Clay C1b, los
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cuales no presentaron diferencias significativas entre si (Figura 3-4). La interaccion entre
los consorcios y los HFMA tuvo un efecto significativo sobre la longitud de la raiz, siendo

mayor cuando no se inocul6 con consorcio ni con HFMA.

Figura 3-4: Longitud de la raiz (cm) de Gmelina arborea al dia experimental 120 (a) T14:
sin consorcio + 0% Py (b) T8: C1b + 0% P

‘@5959} 'ﬁftﬁ‘*

)

: \ { '3 v

»

A
\

/.
!
b

-

a. b.
La interaccion entre el consorcio, HFMA vy la fertilizacion tiene un efecto significativo en la

longitud de la raiz (Tabla 3-3). Se observé que la longitud de la raiz fue mayor con el Cla
al 0 y 50% de fertilizacion con la adicion de HFMA, mientras que fue igual al 100% con el
mismo consorcio y HFMA. Sin embargo, hubo una diferencia notable entre los tratamientos
Cla-0%P con HFMA y C1b-0%P con HFMA, siendo el segundo el que presenté mayor
longitud de raiz. No obstante, al aumentar la fertilizacion al 100%, el efecto positivo de los
HFMA disminuye drasticamente, independientemente de la presencia de bacterias
solubilizadoras (Figura 3-5).

Figura 3-5: Longitud de la raiz (cm) de Gmelina arborea, al dia experimental 120.
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T5: 100% P + HFMA T11: 100% P + HFMA T17: 100% P + HFMA

T6: 100% P T12: 100% P T18: 100% P



45

Respecto a la biomasa seca total (g), se encontraron diferencias significativas en funcion
del consorcio microbiano y la fertilizacion, asi como en su interaccion. El consorcio Cla
(bacterias solubilizadoras de fésforo) generdé la mayor biomasa seca, pero su eficacia
disminuyd al coinocularse con hongos (Clb) y en presencia de HFMA. El 100% de
fertilizacion produjo la mayor biomasa, seguido por el 50% y el 0%. Los tratamientos sin
fertilizacion mostraron menos biomasa en comparacion con aquellos con 50% y 100% de
fertilizacion, tanto en consorcios bacterianos como fungicos. La fertilizacion al 50% y 100%
generé biomasa similar, incluso en tratamientos sin consorcio, indicando que los
consorcios no pueden reemplazar completamente los efectos de la fertilizacion. No se
observaron diferencias significativas entre los niveles de 50% y 100% de fertilizacién en la
biomasa, y el tipo de consorcio no influyé en el efecto de los niveles de fertilizacion sobre

la biomasa seca total de las plantulas de Melina (Figura 3-6).

Figura 3-6: Biomasa seca total (aérea y raiz) en plantulas de Gmelina arborea en etapa

de vivero bajo diferentes coinoculaciones con R. irregularis y MSF.
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* Los valores con una letra media en comun no son significativamente diferentes p < 0,05 segun prueba Duncan. Colores de celda
en verde corresponden al Cla, colores de celda en naranja corresponden al C1lb y colores de celda en gris sin consorcio. La
intensidad de los colores refleja el incremento en los niveles de fertilizacién y las celdas punteadas indican la adicién de HFMA.
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La variable de &rea foliar mostré un patrén claro en respuesta a la fertilizacion con una
fuente de P como la roca fosférica y el tipo de microorganismos. Los controles, en todas
las combinaciones de fertilizacion, coin6culos y HFMA, presentaron valores
significativamente inferiores. En los tratamientos sin coindculos, los HFMA mostraron un
efecto positivo en comparacion con los controles sin HFMA. La fertilizacién al 100% junto
con HFMA incremento significativamente el area foliar. Los tratamientos con solo bacterias,
tanto con 50% como con 100% de fertilizacion, fueron similares, excepto cuando no se
inocul6 HFMA con 100% de fertilizaciébn. Los coinbéculos de bacterias y hongos
solubilizadores mostraron un efecto significativo en el area foliar en combinacién con 50%
y 100% de fertilizacién y HFMA. Sin embargo, se observo una disminucién del area foliar
cuando se utilizaron bacterias solubilizadoras con HFMA y 100% de fertilizacién, sugiriendo

un efecto negativo de la maxima fertilizacion alta en esta variable (Figura 3-7).

Figura 3-7: Area foliar de plantulas de Gmelina arborea coinoculadas con R. irregularis y

MSF en condiciones de vivero.
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* Colores de celda en verde corresponden al Cla, colores de celda en naranja corresponden al C1b y colores de celda en gris sin
consorcio. La intensidad de los colores refleja el incremento en los niveles de fertilizacion y las celdas punteadas indican la adicion
de HFMA.
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Finalmente, el indice de robustez presenté diferencias significativas en los factores de

fertilizacion e inoculacién con HFMA, asi como en la interaccibn entre consorcio y

fertilizacion. En los tratamientos con bacterias solubilizadoras de fésforo, el indice de

robustez fue mayor al 100% con la adicion de HFMA. Tanto el Cla (bacterias) como el C1b

(bacterias y hongos) mostraron un patron similar en el indice de robustez bajo ambos

niveles de fertilizacion, siendo mayor con la adicion de HFMA. Ademas, el consorcio con

bacterias solubilizadoras de fésforo mostr6 mayor indice de calidad de Dickson, con

fertilizacion al 50% y adicion de HFMA y menor en 100%, lo que sugiere que las bacterias

optimizan su funcion con una fertilizacién al 50% en comparacion con el 100% (Tabla 3-4).

Tabla 3-4: Efecto de coinoculaciones de R. irregularis y MSF sobre la biomasa seca total

en plantulas de Gmelina arborea e indices de calidad de Dickson (ICD) y Robustez.

Tratamientos

Biomasa seca total

(@)

Indice calidad de

Dickson (ICD)

Indice de Robustez

Cla + 0%P + HFMA
Cla + 0%P
Cla + 50%P + HFMA
Cla + 50%P
Cla + 100%P + HFMA
Cla + 100%P
Ci1b + 0%P + HFMA
Clb + 0%P
C1b + 50%P + HFMA
C1b + 50%P
C1b + 100%P + HFMA
C1lb + 100%P

Sin consorcio + 0%P + HFMA

Sin consorcio + 0%P

Sin consorcio + 50%P + HFMA

Sin consorcio + 50%P

Sin consorcio + 100% P + HFMA

Sin consorcio + 100% P

8,74 (£3,72) abc
7,39 (¢2,22) ab
13,38 (+2,84) def
12,55 (¥2,04) cde
11,79 (+3,32) bed
16,27 (£3,60) ef
5,71 (+2,47) a
4,94 (+1,34) a
10,91 (+2,14) bed
8,54 (+5,35) abc
16,98 (+2,63) f
13,63 (+2,35) def
5,37 (¥1,27) a
4,62 (+1,56) a
12,01 (+0,50) cde
10,57 (+1,87) bcd
13,63 (+6,16) def
11,61 (+2,58) bcd

1,70 (x0,59) ab
1,61 (+1,42) ab
2,73 (£1,03)b
2,28 (+0,96) ab
1,91 (+1,43) ab
1,81 (+0,53) ab
1,17 (+0,85) ab
1,03 (x0,57) a
1,18 (+0,51) ab
1,86 (+1,10) ab
2,59 (+1,38) ab
2,70 (+1,77) b
1,21 (+0,31) ab
1,67 (+0,76) ab
1,66 (+0,77) ab
1,77 (+1,05) ab
1,67 (+1,33) ab
1,98 (+0,85) ab

1,95 (+0,39) abcd
2,29 (+0,78) abcde
2,25 (+0,33) abcde
2,09 (x0,41) abcde

3,75 (£1,26) f
2,79 (x0,58) def
2,11 (+0,41) abcde
2,11 (+0,49) abcde
3,07 (+0,84) ef
1,40 (+0,85) ab
2,85 (+0,61) def
2,52 (+0,61) cde
1,66 (+0,34) abc
1,33 (#0,35) a
2,72 (+0,43) de
2,40 (+0,70) bcde
3,09 (+1,02) ef
2,42 (+0,83) cde

* + Desviacion estandar; los valores con una letra diferente dentro de la misma columna son significativamente diferentes p
< 0,05 segun prueba Duncan. Colores de celda en azul y gris indican los valores mas altos y bajos en cada variable

respectivamente.
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3.2 Contenido de fésforo foliar en plantulas de Gmelina

arborea en condiciones de vivero

La concentracion de fosforo (P) foliar en las plantulas de Melina mostré6 un efecto
significativo tanto por la fertilizacion con una fuente de P insoluble como por la inoculacién
de HFMA. Los niveles mas altos de fésforo se registraron en los tratamientos sin
coindculos, sin fertilizacion y sin HFMA (7,40mg/L). En contraste, se observdé una
disminucion en la concentracién de P en los tratamientos con fertilizacion al 50% y 100%
junto con la inoculacion de HFMA, alcanzando los valores mas bajos en relacién con sus
respectivos controles. Tanto la concentracién como el porcentaje de fésforo en hojas de
los tratamientos con coin6culos de bacterias y combinaciones de bacterias y hongos
solubilizadores de P mostraron un patrén similar, donde la presencia de HFMA resulté en
una disminucion de los niveles de P. En los tratamientos con solo bacterias solubilizadoras
de fésforo, la concentracion de P foliar disminuy6 a medida que aumentaba la fertilizacion
(Figura 3-8).

Figura 3-8: Concentracion de P en tejido foliar en plantulas de Gmelina arborea

coinoculadas con R. irregularis y MSF bajo condiciones de vivero.
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T

Cla Cilb Sin consorcio

T1: 0% P + HFMA T7: 0%P + HFMA T13: 0%P + HFMA
T2: 0% P T8: 0% P T14: 0% P

T3: 50% P + HFMA T9: 50% P + HFMA T15: 50% P + HFMA
T4: 50% P T10: 50% P T16: 50% P

T5: 100% P + HFMA T11: 100% P + HFMA T17: 100% P + HFMA
T6: 100% P T12: 100% P T18: 100% P

* Valores més altos de concentracion de P foliar (mg/L™) Colores de celda en verde corresponden al Cla, colores de celda en naranja
corresponden al C1b y colores de celda en gris sin consorcio. La intensidad de los colores refleja el incremento en los niveles de
fertilizacion y las celdas punteadas indican la adicion de HFMA.
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3.3 Porcentaje de colonizacién y presencia in situ de

microorganismos solubilizadores de fésforo

El porcentaje de colonizacion por HFMA en las raices mostro los valores mas altos en el
tratamiento control, que no incluia consorcio, fertilizacion ni HFMA (88%) (Figura 3-11a).
En comparacion, la colonizacién disminuyd en el tratamiento con HFMA inoculado (R.
irregularis). Para los tratamientos sin consorcio con fertilizacion al 50% y 100%, la
colonizacién fue similar, excepto en el caso de fertilizacién al 100% sin HFMA, donde se
observé una reduccion en la colonizacién, pero sin diferencias significativas y en los
tratamientos con bacterias solubilizadoras de fésforo, se registré una disminucién en el
porcentaje de colonizacion al 50% de fertilizacion con HFMA. En contraste, los tratamientos
con combinaciones de bacterias y hongos solubilizadores mostraron un mayor porcentaje
de colonizacién al 50% de fertilizacién con HFMA, mientras que la fertilizacién al 100%,

tanto con como sin HFMA, redujo la colonizacién por los HFMA inoculados (Figura 3-11a).

Figura 3-9. Colonizacion micorricica en plantulas de Gmelina arborea. a. Sin consorcio-
0% P-sin HFMA b. C1b-0%P-HFMA.

Fuente: Autor
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Para la variable de presencia in situ de microorganismos solubilizadores de fosforo se
encontraron diferencias significativas entre las medias de los tratamientos evaluados. Los
tratamientos sin consorcio y los inoculados con el consorcio Cla (bacterias solubilizadoras
de fosforo) mostraron resultados similares, mientras que los tratamientos con el consorcio
C1b (bacterias y hongos solubilizadores de fésforo) presentaron los valores mas bajos a
excepcion del Clb con fertilizacion al 50% sin HFMA (Figura 3-10). En los tratamientos
donde coexistieron bacterias y hongos solubilizadores de fésforo, se observa una
disminucion de los MSF al 50 y 100% de fertilizacion con la adicion de HFMA en
comparacion de los controles sin consorcio. Asi mismo, en ausencia de fertilizante, la

cantidad de estos microorganismos fue maxima con el Clay Cib.

Figura 3-10: Microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) en medio agar Pikovskaya

Fuente: Autor

La interaccién entre fertilizacion y HFMA afect6 significativamente la presencia in situ de
solubilizadores de fosfato. Con el Cla en ausencia de fertilizacion con roca fosférica, pero
con HFMA, se observo la mayor cantidad de microorganismos solubilizadores, indicando
gue la adicion de HFMA no genera competencia significativa en comparaciéon con el
tratamiento sin consorcio. Cuando se aplic6 un 50% de fertilizacion, la adicion de HFMA
reduce la cantidad de solubilizadores con el Cla y Clb. En contraste, con un 100% de
fertilizacion, la cantidad de solubilizadores disminuyo con el Cla, pero la adicion de HFMA
favorecié un aumento en su poblacion. En general, la ausencia de consorcio, fertilizacion
100% y HFMA result6 en la mayor cantidad de microorganismos solubilizadores de fosforo
in situ. La inoculacién con el consorcio C1b (bacterias y hongos solubilizadores de fésforo)

con 50% de fertilizacion y sin HFMA incrementé la cantidad de solubilizadores in situ en
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comparacion con su respectivo control (sin consorcio, con 50% de fertilizacion y sin HFMA).
Por otro lado, al utilizar el Cla (bacterias) con un 50% de fertilizacion sin HFMA se
mantiene el nimero de microorganismos solubilizadores de fésforo inicial de la unidad
experimental. Finalmente, se observa que el 100% de fertilizacion altera negativamente los
niveles 1y 2 del factor consorcio, indicando que existen limites selectivos que afectan la
cantidad de microorganismos solubilizadores de fésforo a los 120 dias de evaluacion
(Figura 3-11b).

Figura 3-11: (a) Porcentaje de colonizacion micorricica y (b) Presencia de MSF en raices

de plantulas de Gmelina arborea inoculadas con R. irregularis y MSF.
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4. Discusion

En este estudio se evaluaron las interacciones entre R. irregularis y microorganismos
solubilizadores de fésforo (bacterias y hongos) bajo diferentes niveles de fertilizacion
fosfatada, con el fin de comprobar la hipé6tesis planteada de que la combinacién de
microorganismos solubilizadores de fésforo (MSF) y Rhizophagus irregularis incrementan
el crecimiento, biomasa seca, area foliar y contenido de fosforo en plantulas de Gmelina

arborea en etapa de vivero.

e Crecimiento y desarrollo de Gmelina arborea en etapa de vivero.

El incremento de la altura, didmetro de cuello de la raiz, didmetro de tallo y nimero de
hojas de las plantulas de Gmelina arborea en condiciones de vivero a partir del dia 45,
asociado con fertilizacion con roca fosférica (RP), junto con la inoculacion de HFMA
coincide con lo observado por Ramirez, (2017) donde no encontraron diferencias
significativas en la altura durante las primeras etapas de desarrollo de Melina en etapa de
vivero. Ademas, segun lo reportado por Ramirez et al., (2018) la inoculacion con HFMA y
fertilizaciéon al 100% alcanzaron los valores mas altos en la altura. Esto sugiere que, al
igual que en el presente estudio, los HFMA favorecieron el crecimiento de las plantulas de
Gmelina arborea en la etapa de vivero, lo que se traduce en un menor tiempo de
permanencia en esta fase y podria reducir los costos de produccién, ademas de mejorar

la supervivencia de las plantulas.

Los resultados obtenidos coinciden con algunos estudios como los de Barua et al., (2010);
Dudhane et al., (2011) quienes observaron un mayor crecimiento en plantulas de Melina
inoculadas con Glomus fasciculatum, asi como un incremento en la longitud de brotes y
raices bajo diferentes niveles de fésforo, esto ocurre principalmente gracias a que la
simbiosis micorricica puede proporcionar una mayor superficie para la absorcion de
nutrientes y asignacion de carbohidratos. El crecimiento de plantas micorrizadas y no
micorrizadas puede responder de manera diferente a la concentracion de nutrientes del
suelo (Giri et al., 2005). La informacién disponible sobre el uso de HFMA en especies
forestales es limitada, dado que la asociacion de HFMA se da principalmente con plantas

forestales del trépico y en plantas forestales de origen templado con hongos
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ectomicorricicos, por lo que el presente estudio muestra el impacto positivo que los HFMA

pueden tener en plantas como Gmelina arborea.

Por otro lado, aunque los consorcios microbianos no mostraron diferencias significativas
en la altura de las plantas de forma individual, se observé que su combinacién con la
fertilizacion a base de roca fosférica (RP) provocé un aumento en la altura, diametro del
tallo, diametro del cuello y nimero de hojas. La RP ha sido empleada en los ultimos afios
como un sustituto de los fertilizantes fosfatados comerciales debido a su origen natural,
bajo costo y elevado contenido de fésforo (P), un nutriente esencial para el crecimiento
vegetal, especialmente en suelos con deficiencia de fosforo. La roca fosférica es la
principal fuente natural de P (Fayiga & Nwoke, 2016).

Respecto a la combinaciéon de HFMA y MSF con RP se observé un incremento en el
crecimiento en plantulas de Gmelina arborea principalmente en los tratamientos T11
(C1b+100%P+HFMA), T5 (Cla+100% P+HFMA), T9 (Clb + 50%+HFMA) y T3
(Cla+50%P+HFMA) (Tabla 3-3), en comparacion con su aplicaciéon individual,
coincidiendo con el estudio de Ben Zineb et al., (2022) para Medicago truncatula donde, la
aplicacion de RP e inoculacion mixta influyé de manera positiva en esta variable. Aunque
en este estudio no se midieron mecanismos relacionados con la produccion de algunas
hormonas de crecimiento vegetal, como el Acido Indol Acético (AlA), giberelinas y
citoquinina (Ben Zineb et al., 2022; Riaz et al., 2021) pueden explicar el efecto sobre la
inoculacion mixta en el crecimiento de Melina. Igualmente, la interaccion entre HFMA y
MSF puede estar asociada a que los HFMA influyen en el crecimiento de diversas cepas
bacterianas solubilizadoras de fosforo, como lo reportado por Ordofiez et al., (2016)
guienes sugieren que las cepas bacterianas ejercen un fuerte crecimiento de las hifas
extraradicales, sugiriendo que las interacciones entre ambos grupos de microorganismos
pueden generar efectos sinérgicos, beneficiando el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, es importante sefialar que el suelo utilizado como sustrato en este estudio no
fue autoclavado, por lo que contenia una comunidad local de HFMA, lo que sugiere que el
efecto observado podria deberse a esta comunidad. Otro factor que puede estar
promoviendo el crecimiento de las plantulas de Gmelina arborea puede ser la
compatibilidad de la roca fosférica con los MSF como lo observado por Sharma et al.,
(2013).
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Con relaciéon al numero de hojas durante los 120 dias del experimento, los resultados
coinciden con el estudio de Maharana et al., (2018) donde el nimero promedio de hojas
por plantula alcanz6 un maximo de 25. Sin embargo, se observo una disminucion en el
namero de hojas a los 150 dias, seguida de un nuevo aumento a los 210 dias, por lo que
se sugiere que esta variacion se debe a la rdpida caida de hojas, caracteristico de Gmelina

arborea, una especie de arbol caducifolio.

Uno de los mecanismos de solubilizacion de fésforo de los MSF, especialmente bacterias
del género Pseudomonas y Bacillus, junto con hongos como Aspergillus y Penicillium, es
la produccién de acidos organicos. Estos acidos pueden disminuir el pH local, facilitando
la disolucién de los fosfatos de calcio presentes en la roca fosférica, lo que libera fésforo
en formas solubles, disponibles para las plantas (Rawat et al., 2021).

Los resultados muestran una disminucién en la longitud de la raiz de plantulas de Gmelina
arborea inoculadas con el C1b y HFMA al 50 y 100% de fertilizacién, en concordancia con
estudios previos (Dobbelaere et al., 1999; Q. Li et al., 2022) que muestran una reduccién
en el crecimiento radical en plantas inoculadas. Este efecto podria estar relacionado con
la produccién de acidos organicos por parte de los microorganismos solubilizadores de
fésforo (MSF), que modifican el pH del sustrato y generan condiciones subdptimas para el
crecimiento radical. Algunos estudios han mostrado que cuando el pH del suelo desciende
por debajo de 5.0, se incrementa el riesgo de toxicidad por aluminio, lo que podria inhibir
el desarrollo de las raices (Bradacova et al., 2019). Aunque en este estudio no se midio, la
concentracion de aluminio, se sugiere su analisis en futuras investigaciones, por lo que la
combinacioén de la acidificacion del suelo y la potencial toxicidad de metales podria ser un

factor clave en la reduccién observada de la longitud radical.

Este efecto de reduccion en la longitud de la raiz también se puede atribuir frecuentemente
a la competencia por nutrientes en la rizosfera, donde los HFMA, aunque establecen
relaciones simbidticas con las plantas, también compiten con otros microorganismos por
recursos limitados (Raynaud et al., 2008). Cuando los nutrientes, en particular el fésforo,
estan mas accesibles, la planta no necesita expandir su sistema radical en busqueda de

recursos, ya que no hay limitaciones nutricionales (Lopez et al., 2023).

Este estudio sugiere que la coinoculacién de MSF y HFMA podria reducir la necesidad de

la planta de invertir energia en el crecimiento de raices largas (Tabla 3-3). En su lugar, se
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observo que la planta pudo utilizar estos recursos hacia el desarrollo de biomasa aérea,
por ello se evidencio un aumento en biomasa seca total de las plantulas inoculadas, similar
a lo reportado por Kefi et al., (2022); Nurjaman et al., (2022); Pu et al., (2023) donde
encontraron que la morfologia de las raices y brotes responden de manera diferente a los
niveles y disponibilidad de P en el suelo. Uno de los tratamientos que mostré mayor
longitud de raiz fue donde se inoculé hongos y bacterias solubilizadoras de fésforo junto
con la inoculacion de HFMA. Este resultado es consistente con lo observado por otros
estudios Panigrahi et al., (2017), donde se ha reportado que especies como Penicillium y
Aspergillus flavus promovieron un incremento en la altura de brotes y la longitud de raices

en plantulas de Gmelina arborea comparacion con los tratamientos de control.

Se observo unincremento en la biomasa seca total en los tratamientos donde se inocularon
bacterias solubilizadoras de fosforo con fertilizacion al 50% y 100%. Este aumento fue
notable incluso en ausencia de fertilizacion, en comparacién con los controles que no
recibieron inoculacién ni fertilizacion. Ademas, también se observé que la biomasa total
incrementa con la adicién del HFMA en todos los tratamientos. Este efecto se vio atenuado
en presencia de hongos solubilizadores de fosforo, posiblemente debido a una
redistribucion menos eficiente de los nutrientes exudados por las raices (Williamson et al.,
2023).

Los resultados obtenidos en este estudio coinciden con lo reportado por Karthikeyan et al.,
(2024) donde la inoculacién con HFMA y bacterias promotoras de crecimiento vegetal en
plantulas de Gmelina arborea mejoraron de manera significativa el crecimiento y aumento
en la biomasa seca en condiciones de vivero. De manera similar, otros estudios han
mostrado que la inoculacién de bacterias solubilizadoras de fésforo en combinaciéon con
niveles de fertilizacién intermedios (1500mg 3kg? de suelo) y altos del fertilizante
superfosfato (3000mg 3Kg™ de suelo) puede contribuir al aumento de altura, nimero de
hojas, biomasa seca de las plantas, similar a lo observado en este estudio con niveles altos
e intermedios de fertilizacion con roca fosférica (1000mg y 500 mg 2kg? de suelo

respectivamente), un fertilizante de solubilizacién lenta (Neetu et al., 2012).

Los resultados de este estudio indican que no se observaron diferencias significativas en

la biomasa seca entre los niveles de fertilizacién del 50% y del 100% con el Cla. Esto
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sugiere que, para las plantaciones de Gmelina arborea, podria ser suficiente aplicar solo
el 50% del fertilizante, ya que no hay variaciones notables entre ambos niveles. Este
hallazgo podria sugerir que, los microorganismos inoculados podrian sustituir el 50% de la
fertilizacién necesaria para la produccion de biomasa. Estudios como el de (Trejo et al.,
2020) muestran que hay una relacion negativa entre la adicién de P y la biomasa vegetal.
En este estudio, se observé que la biomasa seca total aumentd en presencia de consorcios
microbianos con niveles de fertilizacion del 50% y 100%. Paralelamente, el contenido de
fésforo foliar disminuy6 en estos mismos tratamientos. Esta disminucion del fosforo foliar
sugiere que la planta, en asociacidon con los consorcios microbianos, podria estar
absorbiendo vy utilizando el fosforo de manera mas eficiente, favoreciendo su asimilacién
en procesos metabdlicos y estructurales en lugar de su acumulacion en las hojas. En
consecuencia, el mayor crecimiento y acumulaciéon de biomasa seca podria explicarse por
una mejor redistribucion y aprovechamiento del fésforo dentro de la planta, promovido por

la actividad de los microorganismos asociados.

En cuanto al area foliar de las plantulas de Melina se observé una interaccion sinérgica
entre la inoculacion de bacterias y hongos solubilizadores de fésforo con la fertilizacion al
50% y 100%; sin embargo, se observo una disminucion del area foliar cuando se inocularon
bacterias solubilizadoras, HFMA vy fertilizacion al 100% lo cual evidencia un posible efecto
negativo del 100% de fertilizacién, relacionado con la inhibicion de la actividad de los
microorganismos a la fertilizacion y alteracion en el equilibrio de nutrientes relacionados
con la fisiologia de las plantulas. La relacion entre la raiz y la parte aérea en las plantas es
un indicador clave del equilibrio entre la captacién de nutrientes y el crecimiento vegetativo.
La biomasa radical refleja la capacidad de la planta para explorar el suelo en busca de
nutrientes, mientras que la biomasa aérea esta relacionada con la eficiencia fotosintética y

el crecimiento general (Lopez et al., 2023).

En este estudio, se observl un aumento en el area foliar en todos los tratamientos a medida
gue se incrementd la fertilizacion y la inoculacion HFMA, lo que indica una mayor
asignacion de nutrientes hacia la parte aérea de las plantulas. Similar a lo observado por
Patifio Torres & Sanchez de Prager, (2014) donde observaron que, mediante el uso de
bacterias solubilizadoras de fésforo y la inoculacion de HFMA, se logré reducir a la mitad
la dosis de roca fosfdrica, obteniendo los mismos valores estadisticos en cuanto a area
foliar y biomasa aérea. De esta manera, la relacion entre la raiz y la parte aérea puede ser

modulada significativamente por la inoculacion de microorganismos promotores del
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crecimiento vegetal. Esto provoca cambios fisioldgicos en la planta, como la redistribucién
de azucares, que a su vez repercuten en las tasas fotosintéticas de las hojas y en otras

actividades metabdlicas clave (Saxena et al., 2014).

Un hallazgo importante que se observé es que las plantulas de Gmelina arborea inoculadas
con bacterias solubilizadoras de fésforo, fertilizacion 50% con roca fosférica e inoculaciéon
con HFMA alcanzaron el mayor indice de calidad de Dickson (2,73), mientras que el indice
de Robustez mas alto (3,75) fue para las plantulas inoculadas con bacterias solubilizadoras
de fésforo, fertilizacion 100% con roca fosférica e inoculacién con HFMA, por lo cual son
plantas con alta capacidad para adaptarse a diferentes condiciones edéficas y sobrevivir
en campo. De esta manera Villar, (2003) sugiere que las plantas con partes aéreas mas
desarrolladas podrian tener una mayor probabilidad de supervivencia en el campo, ya que
una mayor proporcion de biomasa aérea no necesariamente se correlaciona con una
mayor tasa de mortalidad, a pesar de una relacion brote/raiz mas elevada. Por otro lado,
el indice de robustez es un indicador clave de la resistencia de las plantas, donde existen
diferentes grados de estabilidad que van de 0 a 6, segun la propuesta de Rodriguez,
(2008). Valores mas altos a 6 sugiere una desproporcion entre la altura y el diametro del
tallo de la plantula, lo que puede hacer a las plantas mas susceptibles a factores
ambientales como el viento o la sequia. Aunque algunos productores prefieren plantas que
alcancen mayor altura en el menor tiempo posible, es fundamental mantener una
proporcion adecuada entre la altura y el diametro del tallo para asegurar la estabilidad
morfoldgica y adaptacion a campo.

¢ Interacciones microbianas de microorganismos solubilizadores de fésforo y HFMA.

A partir de los resultados obtenidos sobre la concentracion de fésforo foliar en plantulas de
Gmelina arborea inoculadas con Rhizophagus irregularis y microorganismos
solubilizadores de fosforo (MSF), se pudo observar la dinamica de las interacciones entre
estos grupos de microorganismos. Aunque las respuestas estuvieron influenciadas
mutuamente para algunas variables, no siempre lo hicieron en la misma direccion. Las
interacciones entre microorganismos pueden ser complejas. Por un lado, pueden promover
la disponibilidad de nutrientes y estimular el crecimiento de la planta y, por otro lado,

pueden también competir por recursos o metabolitos que inhiban el crecimiento de las



58

raices. La respuesta de diferentes plantas a la coinoculacién también depende de la
especificidad de la planta y variabilidad genética. El aumento de algunas variables de
crecimiento con la inoculacion mixta de MSF y HFMA, depende de que estas interacciones
sinérgicas puedan mejorar el crecimiento de las plantas y absorciéon de nutrientes. Sin
embargo, la variabilidad en la respuesta puede atribuirse a las propiedades del suelo,
condiciones ambientales, compatibilidad microbiana y factores especificos de cada planta,
como metabolitos especificos en la exudacion de raices (Liu, et al., 2020; Magallon et al.,
2020; Saxena et al., 2015).

Si bien la interaccion entre MSF, roca fosférica y HFMA promovié el crecimiento de las
plantas, area foliar y la biomasa seca, no se observaron efectos sinérgicos entre estos
microorganismos en cuanto al contenido de fosforo foliar. El efecto observado puede estar
relacionado con la dinamica del suelo y la fisiologia de las plantas. En suelos no
fertilizados, pueden existir reservas de fosforo, tanto organicas como inorgénicas, que,
aunque limitadas, son mas accesibles para las plantas que el fésforo presente en suelos
con alta fertilizacion, donde puede quedar fijado. En los tratamientos sin fertilizacién ni
inoculacion, las plantas crecieron lentamente, lo que redujo su demanda de nutrientes.
Esto podria haber llevado a una mayor acumulacion de fésforo en los tejidos foliares, ya
gue no se utilizé6 de manera efectiva para el crecimiento o produccion de biomasa (Froese
et al., 2020). Por otro lado, en los tratamientos con fertilizacion e inoculacion, las plantulas
de Gmelina arborea se presume podrian haber utilizado el fésforo disponible para la
produccion de nuevas estructuras y biomasa, en lugar de almacenarlo en las hojas.
Ademas, es posible que, en estos tratamientos, los microorganismos inoculados
compitieron con las plantas por el fésforo disponible, reduciendo asi su concentracion en
las hojas (Wang et al., 2021). Similar a lo reportado por Larimer et al., (2014) en
leguminosas donde observaron que la adicion de nitrogeno y fésforo disminuyé la
nodulacion, ademas la inoculacién con HFMA aumentd el nimero de nédulos en las raices,

pero la inoculacion con rizobios disminuyo la colonizacién de raices por los HFMA.

Por otro lado, estudios como el de Avellan et al., (2015) han mostrado que la concentracion
de nutrientes foliar en especies como Melina varia en funcién de multiples factores. Entre
ellos, se destacan la época de muestreo, la edad fisioldgica de la planta, la posicion de las
hojas, asi como condiciones ambientales como la temperatura y la humedad del suelo. En
particular, se ha observado que las bajas concentraciones de nutrientes foliares en Melina

durante la época seca podrian estar relacionadas con la limitada disponibilidad de
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humedad en el suelo, lo que resalta la importancia de considerar este factor en futuras

investigaciones.

En cuanto al porcentaje de colonizaciéon de las raices de Gmelina arborea por parte de los
HFMA, no se observd un aumento significativo tras la inoculacion con bacterias y hongos
solubilizadores de fosforo, ni con R. irregularis. Los resultados muestran que la
colonizacién micorricica fue mayor en los tratamientos sin consorcio microbiano, sin
fertilizacion y sin HFMA, lo que sugiere que las comunidades nativas de HFMA
mantuvieron una alta simbiosis con las plantulas de Gmelina arborea. Esta simbiosis podria
haber sido afectada por la presencia de consorcios microbianos introducidos. El efecto
puede deberse a la competencia entre las cepas nativas de HFMA y el hongo inoculado.
Las cepas nativas, al estar adaptadas a las condiciones locales del suelo usado como
sustrato, pueden tener una mayor eficiencia de colonizaciéon en comparacion con los HFMA
inoculados (Chenchouni et al., 2020; Facelli et al., 1999; Kouadio et al., 2017).

Por otro lado, la inoculaciéon con hongos solubilizadores de fésforo, combinada con una
fertilizacion al 50 % vy la presencia de HFMA, alcanzé niveles de colonizacion similares a
los tratamientos sin consorcio, sin embargo, el Cla también mostr6 los mismos niveles de
colonizacién, pero con fertilizacién al 100% y sin HFMA. Esto sugiere una posible
interaccion sinérgica entre los microorganismos inoculados y la comunidad microbiana
nativa del suelo. La fertilizacion fosfatada influye significativamente en la simbiosis
micorricica, especialmente cuando la disponibilidad de fésforo es alta, lo que depende en
gran medida de la solubilidad de la roca fosférica en dichas concentraciones. Su disolucion
depende en gran medida del pH del suelo y de su interaccién con los acidos organicos
producidos por las raices. Dado que su solubilidad en agua es baja (<0,01 %), su liberacién
de fosforo en suelos acidos (pH <5.5) ocurre a una tasa del 30 % al 50 % en un periodo
de 6 a 12 meses (Zapata & Roy, 2007). En estas condiciones, el desarrollo de la
micorrizacién puede verse inhibida, ya que las plantas dependen menos de los HFMA para
absorber fésforo, al poder obtenerlo directamente del suelo fertilizado. Como
consecuencia, la inversion de la planta en mantener esta simbiosis disminuye, reduciendo
asi la colonizacion de las raices por los HFMA (Abdel-Fattah et al., 2014; Breuillin et al.,
2010).
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Lo anterior, se considera una estrategia de la planta para limitar el consumo de
carbohidratos por parte de los HFMA, dado que en estas condiciones son menos
necesarios para la absorcion de P. La relacion negativa entre el suministro elevado de P y
la disminucion tanto en la colonizacion como en los beneficios para la planta ha sido
demostrada principalmente en estudios de una planta vs un HFMA inoculado. Sin embargo,
esta misma relacion se ha observado en una amplia variedad de especies de plantas y
diferentes especies y cepas de HFMA (Balzergue et al., 2011; Pefia et al., 2021). Los
resultados del presente estudio coinciden con estudios previos de Miao et al., (2023); Teng
et al., (2013) que indican que la fertilizacion excesiva, especialmente con fésforo aplicada
a diferentes cultivos, puede inhibir la simbiosis micorricica y alterar las condiciones del

suelo entre ellas el pH, afectando la capacidad de colonizacion por parte de los HFMA.

Estudios como el de Ramirez (2019) han reportado porcentajes de colonizacidn micorricica
superiores al 50% en especies forestales como Gmelina arborea, bajo diferentes
concentraciones de fésforo. Sin embargo, en este estudio se encontraron porcentajes ain
mayores, probablemente porque el suelo utilizado como sustrato no fue esterilizado como
en el estudio de Ramirez, permitiendo la presencia de especies nativas de HFMA. De
manera similar, Dudhane et al. (2011) reportaron en plantulas de Gmelina arborea, a los

120 dias de inoculacion con Glomus fasciculatum, porcentajes de colonizacion del 85%.

Ramirez (2019), también encontré que la alta fertilizacion fosfatada tuvo efectos negativos
sobre la colonizacion micorricica en Gmelina arborea inoculada con cepas como
Rhizoglomus fasciculatum, Rhizoglomus aggregatum, Glomus fistulosum, Entrophospora
colombiana y Rhizophagus irregularis. En ese estudio, R. irregularis mostré el mayor
porcentaje de colonizacién. Esto sugiere que la colonizacién micorricica y la absorcion de
nutrientes en Gmelina arborea son mas efectivas en suelos con bajos niveles de fésforo,

especialmente cuando se inocula con R. irregularis.

Sin embargo, otros estudios como el de (Pefia et al., 2021) han encontrado que la adicién
de fésforo no siempre reduce la colonizacién micorricica, e incluso puede tener el efecto
contrario. Esto se debe a que en algunos suelos existen comunidades de HFMA que no se
ven afectadas negativamente por mayores concentraciones de fésforo. Estos resultados
sugieren que factores como las condiciones edafoclimaticas, especie de la planta y la
identidad de las especies de HFMA influyen en la respuesta a la fertilizacion con fésforo y

la efectividad de la inoculacion. Por tanto, sugieren que es dificil predecir en qué
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condiciones la inoculacion con HFMA serd efectiva, ya que varia segun el manejo del suelo

y las caracteristicas locales.

Los resultados obtenidos sobre la presencia in situ de microorganismos solubilizadores de
fésforo (MSF) indican que, en el suelo utilizado como sustrato, se registraron niveles
superiores a 4.9 UFC/mL por g/suelo seco en el tratamiento control, que no incluia
consorcios, fertilizacién fosfatada ni HFMA. A partir de este punto, se evalué como la
inoculacion de consorcios, la fertilizacion fosfatada y la aplicacion de HFMA modificaban
la poblacién de estos microorganismos. En particular, la inoculacién con el consorcio Clb
y Cla en combinacion con una fertilizaciéon al 100% resulté en una disminucién drastica en
la cantidad de microorganismos solubilizadores de fésforo. Este efecto sugiere la
posibilidad de una competencia entre los microorganismos inoculados y aquellos que ya
estaban presentes en el suelo, debido a que se puede alterar significativamente la
composicion y diversidad de las comunidades microbianas nativas, observado también por
Liu et al.,, (2020) quienes sugieren que el equilibrio entre la inoculacion y los
microorganismos nativos es esencial para maximizar la eficiencia de la solubilizacion de P.
Ademas, la competencia entre microorganismos inoculados y las poblaciones nativas
puede restringir la supervivencia de los nuevos microorganismos, aunque también se
pueden generar interacciones sinérgicas que mejoren el crecimiento de las plantas y la
absorcion de nutrientes (Cozzolino et al., 2021; Mawarda et al., 2022). Los efectos de estos
inoculantes pueden ser temporales, ya que las comunidades nativas tienden a regresar a
su estado original tras la perturbacién. Sin embargo, las inoculaciones perioddicas pueden
llevar a cambios transitorios en la comunidad microbiana, que muestran resiliencia con el
tiempo. La adaptacién funcional de la comunidad microbiana nativa también puede resultar
en cambios en el pH y la disponibilidad de nutrientes, afectando asi su estructura y

funciones (Mawarda et al., 2020).

Por otro lado, al aplicar el mismo consorcio (C1lb) pero con una fertilizacién reducida al
50%, incrementd el nimero de microorganismos solubilizadores de P en el suelo. Este
hallazgo sugiere, una modulacion positiva de la poblacion de microorganismos en
respuesta a la fertilizaciéon fosfatada o un equilibrio entre las comunidades nativas y los
microorganismos inoculados bajo esa fertilizacion. Sin embargo, aunque se observé una

mayor presencia de microorganismos solubilizadores de fosforo en los tratamientos
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inoculados con el Cla (sin fertilizacion) y C1b (50% de fertilizacion), no se llevé a cabo la
secuenciacion de los microorganismos solubilizadores de fosforo (MSF) aislados. Esto
impide concluir si en los tratamientos con un mayor nimero de MSF se establecieron con
éxito los microorganismos inoculados. No obstante, estos resultados permiten inferir que
la inoculacion puede influir en la presencia de otros microorganismos solubilizadores de
fésforo presentes en el suelo, similar a lo reportado por Nacoon et al., (2020) en plantulas
de Helianthus tuberosus. Este efecto, aunque no fue medido directamente, podria
atribuirse a cambios en la composicién y estructura de las comunidades microbianas,
debido a la alteracién en los patrones de co-ocurrencia y la organizacion de los nichos
microbianos. Esto ha sido observado por Kong et al., (2019), donde la inoculacién de
microorganismos promotores de crecimiento vegetal modificé las abundancias relativas de

los taxones microbianos en el primer muestreo realizado, un dia después de la inoculacion.

Finalmente, los hallazgos presentados en este estudio ponen de manifiesto la complejidad
de las interacciones microbianas en el suelo y sugieren la necesidad de un equilibrio entre
la fertilizacion y la inoculacién de microorganismos. Por lo anterior, el éxito de estos
inoculantes depende en gran medida de factores como el estado fisiol6gico de las plantas,
las interacciones biéticas y abidticas, asi como las propiedades fisicoquimicas del suelo
(Romano et al., 2020; van Veen et al., 1997). No obstante, dada la complejidad de estas
interacciones, se recomienda que futuros estudios sobre interacciones y la eficiencia de la
inoculacion consideren parametros fisicos, quimicos y biolégicos, tales como el contenido
de nutrientes, el pH, la disponibilidad de agua y la agregacién del suelo (Wilpiszeski et al.,
2019), los cuales pueden influir en la respuesta de las plantas a la inoculacion. Ademas,
los inoculantes podrian modular la microbiota nativa, afectando la diversidad microbiana.
Por dltimo, para continuar comprendiendo las interacciones entre los microorganismos
solubilizadores de fésforo y Gmelina arborea, se recomienda disefiar experimentos que
empleen isétopos marcados de fosforo, con el fin de observar la solubilizacion vy
movilizacion de este elemento en distintos sistemas, incluyendo su dindmica en suelos (Li
et al., 2019).
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5.Conclusiones y recomendaciones

Los resultados del presente estudio indican que la fertilizacién y la inoculacion con HFMA
tuvieron un efecto positivo sobre la altura en plantulas de Gmelina arborea en condiciones
de vivero con fertilizacion fosfatada al 50% y 100%. Sin embargo, el Cla tuvo un efecto

significativo sobre la altura de la planta en ausencia de fertilizacion.

Se observé que la biomasa seca total de las plantas fue significativamente mayor en los
tratamientos inoculados con HFMA, lo que resalta la importancia de estos hongos en la
productividad vegetal de Melina. Sin embargo, el Cla promovié mayor biomasa seca en
ausencia de fertilizacion y el C1b con fertilizacion al 100% y HFMA. La longitud de la raiz
fue mayor en ausencia de consorcios microbianos; sin embargo, la adicion de HFMA en

estos tratamientos redujo su crecimiento.

La colonizacion de las raices por HFMA fue mas alta en los tratamientos control y
disminuy6 con la aplicacion de fertilizacion, lo que sugiere que la fertilizacion fosfatada

podria interferir con la colonizacion natural de los HFMA.

Para comprender la disminucion en la concentracion de fésforo foliar tras la aplicacion de
microorganismos solubilizadores de fésforo, es crucial disefiar ensayos con isotopos de
fésforo marcado, con el fin de rastrear el destino del fésforo solubilizado y esclarecer su
distribuciéon en la planta. Estos ensayos permitiran identificar si el fésforo solubilizado es

efectivamente absorbido por las plantas o si se pierde en otras fracciones del sistema.

Por dltimo, si bien la inoculacion de consorcios microbianos puede aumentar la
disponibilidad de fosforo en el suelo, también puede complejizar la dindmica de la rizosfera,

generando diferentes respuestas en el crecimiento fisioldgico de las plantas.
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A. Anexo: Ficha técnica de la roca
fosforica

SISTEMA DE GESTION DE LA CALIDAD RE-FPR-12-10
&h; - FICHA TECNICA DE PRODUCTO FECHA:
iab s 22/10/2021
ROCA FOSFORICA

# Fertilizante rico en fosforo, calcio y azufre.

+ El FOSFORO es un elemento vital para el buen desarrollo de las
plantas e interviene en los siguientes procesos: fotosintesis,
respiracidn, sintesis de proteinas, almacenamiento vy transferencia
de energia, formacion y crecimiento de raices, division celular etc.

» CALCIO es esencial en el desarrcllo de la planta desde la
germinacion hasta la produccion del fruto

= El AZUFRE es también un elemento constitutivo de varias proteinas
vy enzimas. Estimula el crecdimiento de la raiz, el color verde oscuro
de las hojas y la produccidn de semilla.

[Nutrientes DETALLES
Procedencia Colombia
:Clasiﬁ.caciuin Del Producto Fertilizante Mineral
Aspecto Granules o polve de color café CARACTERISTICAS.
erisaceo
. [Fosfora Tazal, (E205) 20.0% Es una roca fosfarica parcialmente
* |Fosforo Asimilable (P205) 6.0% acidulada resultante del tratamientc
|Fosforo de gradual asimilacidn (P205) 10% de la roca fosférica con acido
Calcio Total (Ca0) 28.0% sulfirico a fin de hacer que un 25%
|Azufre [5) 3.0% del fosforo contenido en la roca se
silicio Minima (Si02) 11.0% haga soluble y a si obtener una
Magnesio (Mg0) 0.14% fuente que asegure un suministro de
fosfaro al cultive durante todo el
.:::]g?;;m (Mgn) ;?pupf_'npm ciclo vegetativo y tenga efectos
I residuales para futuras cosechas.
ERITE(IAL) LT Diversas investigaciones indican que
Zinc (Zn) 160 ppm en algunos casos las rocas fosfaricas
e L 5 parcialmente aciduladas presentan
|Humedad Mdxima -5 eficiencias agrondmicas.
Presentacicn 1Kg - 25Kg-50Kg
I
INDICACIONES DE US0D

Para plantacidn de arboles se debe
II}Elzua aplicarse en el momento de la aplicar en corona ojald mezclado con
siembra, bien sea al voleo o enbandas, | mareria orgdnica v una fuente de

incorporandolo para mayor eficiencia magnesio, En praderas establecidas se

aplica al momento de despastar

Teléfonos: 3106791311 Whatsapp: 3194060087 [1)9046184 PP fTibiritaCundinamarca PT/ SilvaniaCundinamarca Email:
confiabonosi@gmail.com = www.confiabongs.co - Bogota, D.C. Colombia
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B.

Anexo: Determinacion de
concentracion de fosforo en tejido
vegetal

Método complejo amarillo de fosfovanadomolibdeno (Carrillo et al., 1995).

Acido nitrico al 65% (HNO5)

Molibdato de amonio al 5%: Se disolvieron 50g de (NH.)s M070.4.H,O en agua
caliente, se dejo enfriar y completd 1L en bal6n aforado.

Vanadato (metavanadato) de amonio al 0,25%: Se disolvieron 2,5g de NH4VOs3
en 500mL de agua hirviendo, se dejo enfriar y adicion6 350mL de HNOs;
concentrado, se dejé enfriar nuevamente y se completé a 1L en balon aforado.
Solucién coloreadora: Se preparo la solucién con la mezcla de las soluciones
molibdato de amonio y vanadato de amonio en proporcion 1:1.

Acido sulfarico 10N: Se tomaron 27,8mL de H.SO, 95-97%, se adiciond
lentamente 50mL de agua destilada, se dej6 enfriar y se afor6 a 100mL.

Solucién patréon de fésforo 500mg/L: Se disolvieron 1,0984g de fosfato diacido
de potasio (KH2PO.) en 400mL de agua destilada. Con agitacidon constante e
adicion6 5mL de acido sulfarico 10N, se dejo enfriar y se llevé a un volumen de
500mL.

Patrones de trabajo: A partir del patrén de fésforo de 500 mg/L, se prepar6 una
solucion de 40mg/L de fésforo, luego se prepar6é 100mL de cada uno de los
siguientes patrones de trabajo, adicionando en cada balén aforado 4mL de H,SO,

10N antes de llevar a volumen con agua destilada.

mg/L

Patron 1 Patréon 2 Patréon 3 Patron 4 Patron 5 Patron 6

0 4 8 12 16 20
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Curva de calibracion con concentraciones conocidas de fésforo

0,8
0.7 y = 0,0357x + 0,0084
o R2 = 0,9989

Absorbancia DO 420nm

0 5 10 15 20 25
Concentraciones patron de fosforo (mg/L)

La concentracion de fosforo se expresa en % (peso/peso) en la muestra:

A*FD*0,025
P= ——

=Y 100

Donde:

A: concentracion de fésforo en el extracto en mg/L
- FD: Factor de dilucion, igual a 10
- 0,025: volumen final del extracto inicial en L

- PM: peso de la muestra en mg
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Tratamiento

%P

Concentracion P mg/L-1

Tratamiento

%P

Concentracion P mg/L-1

T1 0,254 5,2000 T10 0,107 4,3526
T1 0,197 5,7492 T10 0,167 6,7071
T1 0,203 5,7616 T10 0,225 9,2681
T1 0,086 3,4524 T10 0,156 6,3824
T1 0,194 7,5716 T11 0,120 4,8224
T2 0,230 8,9805 T11 0,131 5,2385
T2 0,014 0,2919 T11 0,133 5,3557
T2 0,199 8,0668 T11 0,123 4,9383
T2 0,325 9,6301 T11 0,088 3,5464
T2 0,212 8,4851 T12 0,113 4,5053
T3 0,201 8,1354 T12 0,074 2,9765
T3 0,165 7,1734 T12 0,084 3,3825
T3 0,139 5,5951 T12 0,079 2,3490
T3 0,097 3,9094 T12 0,084 3,3525
T3 0,074 3,0242 T13 0,281 7,7858
T4 0,154 6,2043 T13 0,142 5,8689
T4 0,221 8,8550 T13 0,215 8,6575
T4 0,110 4,4861 T13 0,397 8,3617
T4 0,158 6,4666 T13 0,607 6,5346
T4 0,111 5,0520 T14 0,438 11,1601
T5 0,051 2,0582 T14 0,565 1,5643
T5 0,086 3,4579 T14 0,381 10,1997
TS 0,097 3,8871 T14 0,656 9,7526
T5 0,096 3,8528 T14 0,660 3,6410
TS 0,077 3,0989 T15 0,091 3,6781
T6 0,113 4,5226 T15 0,116 4,6817
T6 0,090 3,5910 T15 0,116 4,8723
T6 0,112 4,4964 T16 0,173 3,9407
T6 0,150 6,0622 T16 0,179 7,2959
T6 0,098 3,9497 T16 0,182 8,1391
T7 0,213 2,9964 T16 0,156 7,0717
T7 0,093 3,7375 T16 0,299 12,0703
T7 0,290 10,3459 T17 0,061 2,874
T7 0,318 6,9463 T17 0,079 3,1739
T7 0,363 5,3979 T17 0,142 5,7609
T8 0,320 8,1007 T17 0,109 4,3544
T8 0,287 4,4897 T18 0,119 4,8106
T8 0,301 4,7273 T18 0,185 7,4218
T8 0,271 10,1880 T18 0,169 6,8534
T8 0,227 9,2477 T18 0,115 4,6962
T9 0,156 6,2520 T18 0,202 8,0850
T9 0,097 3,8914

T9 0,091 4,1028

T9 0,074 3,3248

T9 0,107 4,3086
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C. Anexo: Método de interseccidn de
la grilla (Tennant, 1975).

THE GRIDLINE INTERSECTION METHOD

1. Randomly disperse cleared and stained roots in dish with grid lines

Fine forceps and dissecting needle
Root sample in lactoglycerol

B( RO S

2. Assess mycorrhizal colonisation PRom fatt i e 1

under a dissecting microscope

3. Follow all horizontal and vertical [
lines. Count intersects with roots
and mycorrhizas separately

Horizontal lines

Start | i i
> ( - 1/1
3/7 Key to roots
4/9
Mycorrhizal
6/10 C »)
Nonmycorrhizal
\ 2/7
[} 4/6
\A
/ Repeat for
// vertical lines 142
I
Vertical 2/2 2/4 1/2 0/3 3/4 0/1 1/2 Total = 30/60 =50%

root length colonised
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D. Anexo: Certificado de organizador
y capacitador del Curso Post
Simposio Biofertilizacion y salud del
suelo: Masificacion de

microorganismos y parametros para
conocer la salud del suelo

“Productos y proceses tecnoldgicos con microorganismos
rizosféricos para la restauracion de suelos degradadeos en
ecosistemas agroforestales y agricolas™ 87020 -
MINCIENCIAS

YW

MicroRizos

CERTIFICAN QUE:

Karen Julieth Higuera Trujillo

Identificado con c.c. 1010221587

PARTICIPO EN CALIDAD DE ORGANIZADOR Y CAPACITADOR EN EL
CURSO TEORICO - PRACTICO

BIOFERTILIZACION Y SALUD DEL SUELO:
MASIFICACION DE MICROORGANISMOS Y
PARAMETROS PARA CONOCER LA CALIDAD
DEL SUELO

Realizado el 19 de octubre de 2024 con una intensidad horaria de & horas.

(? W, ( I” | QAA.

il fuiael ( . C -J'l-.ciwm "

o — .

Jairo Mora Delgado, PhD Mubia Carolina Higuera Mora, M.5c

Director Cientifico — Programa MicroRizos Corporacion Universitaria Minuto de Dios
Universidad del Tolima (UNIMINUTO)
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