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GERMINACION Y DESARROLLO DE Myroxylon balsamum (L.) Harms Y SU ASOCIACION CON BACTERIAS
FIJADORAS DE NITROGENO ATMOSFERICO

GERMINATION AND DEVELOPMENT OF Myroxylon balsamum (L.) Harms AND ITS ASSOCIATION WITH

ATMOSPHERIC NITROGEN FIXING BACTERIA
Sophia Loayza Cabezas' Elizabeth Hernandez Acosta®

RESUMEN

La especie Myroxylon balsamum (L.) Harms, posee
potencial en sistemas agroforestales como arbol de uso
multiple (AUM). En la presente investigacion se estudiaron
la germinacion, el desarrollo inicial, indicadores de calidad
y relacion de la especie con microorganismos fijadores de
nitrégeno.

La germinacién se incrementd cuando se escarificd el
fruto con un corte longitudinal (75.61%) y cuando el
embrion fue descubierto (86.63%). La germinacion
acumulada se anticip6 15 dias con el embrién descubierto
en comparacion con el corte longitudinal y 13 dias con la
temperatura mayor. No existié efecto directo de la sombra
y temperatura en la germinacion. Las plantas mas altas y
el mayor numero de hojas al momento del trasplante
dentro del invernadero, se obtuvieron con embrion
descubierto.

La supervivencia fue de 100% al exponer las plantulas a
menor irradiacion. El diametro de tallo mas grande a la
cosecha se encontré en la interaccion, corte longitudinal y
50 % de sombra (3.50 mm) y el niumero de hojas mas
alto se observo en el tratamiento con corte longitudinal (62
hojas). La poblacién de microorganismos fijadores de
nitrégeno en las condiciones de menor luminosidad fue la
mas alta (27 x 10° unidades formadoras de colonias ufc
por gramo de suelo seco). El coeficiente de esbeltez y la
razén de area foliar RAF fueron mayores con 70% de
sombra. La relacion Peso Seco Aéreo / Peso Seco
Subterraneo no tuvo diferencia significativa.

No se conoce con certeza si la leguminosa M. balsamum
es capaz de formar nddulos con rizobios. A partir de la
observaciéon de muestras de raiz de M. balsamum,
nuestro estudio indico la presencia de estructuras
similares a nédulos, y el andlisis microbiolégico de su
contenido sugiri6 que las bacterias encontradas son
rizobios.

La rizésfera de M. balsamum tuvo abundante poblacion
bacteriana, en el entorno natural se observaron el mayor
ndimero de bacterias totales y fijadoras de nitrégeno que
en el campo experimental.

Palabras clave: M. balsamum, Germinacion,
escarificacion, temperatura, desarrollo y luz, Azotobacter
y Rhizobium.

! Tesista
2 Director de tesis

ABSTRACT

Myroxylon balsamum (L.) Harms species has potential as
a multipurpose tree (MPT) in agroforestry systems.
Germination, initial development, quality indicators and the
relationship between Myroxylon and nitrogen-fixing
microorganisms were studied in this research.

Germination was increased when scarification was
undertaken by longitudinal cut in the fruit (75.63%) and
when the embryo was uncover (86.63%). Accumulated
germination was 15 days early with uncovered embryo in
comparison with longitudinal cut and 13 days with the
highest temperature. Shade and temperature showed no
effect on seed germination. The highest plants and
number of leaves at transplanting in greenhouse were
obtained with uncovered embryo.

The survival was 100% when seedlings were exposed to
lower irradiation regimes. The largest stem diameter was
under the interaction longitudinal cut and 50% shade (3.50
mm), and the highest leaves number was under
longitudinal cut treatment (62 leaves). The biggest
nitrogen-fixing microbial population was found under the
treatment with the lowest light condition (27x10° colony
forming units cfu) per gram of dry soil). Slenderness
coefficient and leaf area ratio LAR were higher with 70%
shade. The Shoot/Root ratio did not have significant
difference.

It is not known with certainty if the legume
M. balsamum is able to form nodules with rhizobia. From
the observation of root samples of M. Balsamum, our
study indicated the presence of nodule-like structures, and
a microbiologic analysis of the tissue content suggested
that the bacteria found in this were rhizobia.

The rhysosphere of M. balsamum had a large bacteria
population; the natural site produced a higher number of
total and nitrogen-fixing bacteria than in the research
station site.

Keywords: M. balsamum, Germination, scarification,
temperature, development and light, Azotobacter and
Rhizobium.

"Thesis writer
2Thesis director
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I. INTRODUCCION

Los bosques tropicales albergan aproximadamente el 50% de todas las
especies vegetales y animales conocidas hasta el momento. Una problematica
en estas areas, es la deforestacion, principalmente debido al cambio en el uso
de suelo para desarrollar ganaderia y agricultura. Como efecto de aquellas
actividades, la pérdida genética de diversas especies de arboles tropicales
nativos, con caracteristicas prometedoras para ser usados como arboles de uso

multiple en sistemas agroforestales, es progresiva.

Una alternativa es investigar aquellas especies nativas en cada ecosistema,
iniciar procesos de domesticacion, con la finalidad de incorporarlas para uso

agroforestal en fincas y reforestacion en zonas degradadas.

Myroxylon balsamum (L.) Harms, es una especie de amplia distribucién, desde
México, Centro América hasta Sudamérica. Ofrece una diversidad de productos
y usos; su balsamo ha sido utilizado en la industria de la perfumeria durante
muchos afos, sus hojas y corteza poseen propiedades medicinales, y la
madera es fina y resistente. Ha sido incorporado como arbol de sombra en
sistemas cafetaleros en zonas montafiosas de Veracruz, también en

recuperaciéon de suelos degradados y restauracién de bosques.

En Meéxico esta especie es considerada de mediana probabilidad de
degradacion y pérdida genética a largo plazo en caso de no implementar
actividades que fomenten su investigacién, conservacion y produccion. Mientras
que en algunos paises de Centro América, como Costa Rica, se considera
amenazada, debido a que sus poblaciones han disminuido notablemente. En el
Salvador, los pocos individuos que se encuentran dispersos en fincas o en

remanentes de selvas, han sido manejados inadecuadamente para la



extraccion de la resina, ademas de ser cortados por su fina madera (Navarrete,
2001).

Existen caracteristicas ideales para considerar a un arbol de uso multiple en un
sistema agroforestal, algunas de ellas son brindar diversidad de productos
especificos (madera, resina, medicina y frutos), y de uso amplio (lefia, cerca
viva, forraje). Ademas un arbol de uso multiple ofrece servicios como sombra,
recuperacion de tierras infértiles y fijacidn de nitrogeno. Otras caracteristicas
importantes a considerar deben ser: buena capacidad de propagacion,

eficiencia en la utilizacién de luz, y produccion de biomasa (Wojtkowski, 1998).

Hasta la fecha existe informacion muy general de M. balsamum. Algunos
ensayos de propagacion de la especie, a través de reproduccion sexual por
semilla, presentan porcentajes que no superan en 75% de germinacién. Al no
realizar escarificacion del fruto, la germinacion potencial se reduce a 50 % de
germinacion (ICRAF-PROSEA, 2004).

De la rizésfera de algunas especies vegetales como la cafa de azucar, maiz y
arroz han sido aisladas especies de bacterias de vida libre fijadoras de
nitrdgeno como Azotfobacter spp. Esta relacion asociativa no especifica, es
beneficiosa tanto para las bacterias como para las plantas; las bacterias
encuentran en los exudados de las raices de las plantas el suministro
energético para su desarrollo y fijacion de nitrégeno; La inoculacion de
Azotobacter sp. en algoddon promovio el vigor en plantas germinadas, ademas
incrementd en 19% el numero de capsulas por planta (Bashan et al., 1996). La
inoculacion en campo con Azotobacter sp. en remolacha favorecio el
incremento en produccién en 26% (Mrkovac'ki y Milic, 2001). Existe expectativa
sobre la inoculacion de bacterias de vida libre fijadoras de nitrdgeno en plantas

perennes lefosas, y su beneficio en cuanto a la produccién de biomasa.



Algunos reportes mencionan que el género Myroxylon, tiene capacidad de
nodular con bacterias simbidticas, sin embargo no existe hasta la fecha un
esclarecimiento de dicho proceso. La especie en estudio, al formar parte de la
familia Fabaceae, sub familia Papilionoideae (ICRAF-PROSEA, 2004), posee
una alta probabilidad de formar una relacién simbidtica con cierto tipo de
Rizobios; razén por lo cual se realizaran aislamientos, purificacion, y algunas

pruebas que verifiquen la presencia de dichos microorganismos.

Con los estudios mencionados anteriormente, se pretende generar informacion
con respecto al potencial del arbol como componente agroforestal, su efectiva
propagacion, desarrollo inicial, y relacidn con microorganismos fijadores de
nitrégeno; para que en el futuro, comunidades cercanas a los remanentes de
selvas tropicales lo utilicen en sus plantaciones agroforestales y puedan extraer
productos, y servicios especificos de esta especie; convirtiéndose en una fuente

de ingresos para las comunidades a mediano y largo plazo.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Estudiar la germinacion y desarrollo inicial de Myroxylon balsamum (L.) Harms,
en condiciones de temperatura, y luminosidad controlada, asi como su
asociacion con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico, tanto simbidticas y

como de vida libre.

2.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la escarificacion mecanica del fruto en la germinacién de

Myroxylon balsamum.

2. Estudiar la influencia de la luminosidad y temperatura en la germinacion

de M. balsamum.

3. Realizar pruebas de viabilidad y contenido de humedad de la semilla de

M. balsamum.

4. Evaluar el desarrollo inicial de M.balsamum en invernadero con diferentes

intensidades de luz, escarificacion, e inoculacion con Azotobacter beijerinkii.

5. Medir la poblacién de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno en la

rizosfera de M. balsamum, de un entorno natural y perturbado.

6. Evaluar si M. balsamum, que crece en forma natural en una selva del

sureste de México, forma ndédulos con Rhizobium spp.



lll. HIPOTESIS

. El tratamiento pregerminativo de escarificacion mecanica del fruto favorece

la germinacién de las semillas de M. balsamum.

: Las variaciones en intensidades de luz y regimenes de temperatura influyen

en la germinacion de M. balsamum.

: La sombra, escarificacién y la inoculacién con rizobacterias en M. balsamum

en invernadero, mejoran el desarrollo inicial del arbol.

. M. balsamum, que crece naturalmente en el sureste de México, forma

nodulos en simbiosis con rizobios.

: La poblacién de bacterias libres fijadoras de nitrégeno es mas abundante en

el entorno natural que en areas alteradas.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Taxonomia

Existen dos especies asignadas al género: Myroxylon balsamum (L.) Harms, y
Myroxylon peruiferum L. f., ambas consideradas dentro de la Familia
Leguminosae o Fabaceae, Subfamilia Papilionoideae, tribu Sophoreae (ICRAF-
PROSEA, 2004).

La mayoria de la informacion de Myroxylon se reporta para la especie de
M. balsamun. En “llustrated guide to the Trees of Peru”, las especies se pueden
distinguir por ciertas caracteristicas en los cotiledones; sin embargo Pennigton
(2008) comenta que “la variacion es mas que nada ecologica de acuerdo al

habitat, y todavia existen dudas si se trata de especies diferentes”.

Las sinonimias mas utilizadas son: Myroxylon pereirae (Royle), Myroxylon

touleiferum A. Rich.

4.2. Ecologia

Myroxylon balsamum forma parte de selvas altas o medianas subperenifolias,
crece en suelos calcareos o suelos derivados de materiales igneos, con
pendientes entre 20 a 40 %. Su variacion altitudinal va desde el nivel del mar
hasta los 600 m, sus areas de distribucidn tienen una precipitacion que va
desde los 1300 a los 4000 mm anuales, en donde las temperaturas oscilan
entre los 23°C a los 30°C (Cordero y Boshier, 2003; Pennington y Sarukhan,
2005; Salazar, 1999).

Es una especie emergente, posee una regeneracion a veces abundante al pie
del arbol madre; sin embargo necesita luz o espacios abiertos dentro del
bosque para poder sobrevivir, por lo que existen muy pocos individuos en

edades intermedias (Jiménez, 1993).



En México la especie se encuentra asociada con Brosimum alicastrum (Swarts),
Mirandaceltis monoica (Hemsl.), Pseudolmedia oxyphyllaria (Donn.),
Pseudobombax ellipticum (Kunth.), Manilkara zapota (L.) P. Royen., Bursera

simaruba (L.) Sarg. (Pennington y Sarukhan, 2005).

4.3. Estatus ecoldgico

Myroxylon balsamum es una especie tolerante a la sombra en sus primeras
etapas de desarrollo, sin embargo al cabo de un afo, presenta mayor
crecimiento en espacios con mas luminosidad. De Carvalho et al. (2006) en
estudios de comportamiento de la semilla en almacenamiento y su relacién con
el status ecolégico, indica que M. peruiferum es una especie climax, tolerante a

la sombra.

4.4. Distribuciéon

Myroxylon balsamum, presenta un record de distribucidon desde el sur de
México, Centro América y algunos paises de Sur América. Mientras que
Myroxylon peruiferum L. f. es nativa de Colombia, Guyana, Peru, Bolivia, Brasil,

y Argentina (Pennington y Sarukhan, 2005; Villacrés, 1995).

En Meéxico, Myroxylon balsamum (L.) Harms, se encuentra distribuida en la
vertiente del Golfo desde el centro de Veracruz y norte de Oaxaca, al sur de la
sierra de Naolinco hasta el sur de la peninsula de Yucatan, y en la vertiente del
Pacifico desde Nayarit hasta Chiapas, incluyendo la cuenca del Rio Balsas
(Pennington y Sarukhan, 2005).



45. Usos

El aceite esencial obtenido del balsamo de Myroxylon balsamum, es utilizado en
perfumeria como fijador de olor (Acosta, 1961). El balsamo es utilizado en la
preparacion de jarabes para afecciones generales del aparato respiratorio,
también como antiséptico de las mucosas nasales, y enfermedades de la piel.
En la industria su resina es utilizada principalmente como saborizante de
jarabes para la tos, bebidas, helados, y goma de mascar (Acosta, 1961; ICRAF-
PROSEA, 2004).

La madera de Myroxylon balsamum, es de muy buena calidad, resistente a
dafios por hongos, posee acabados finos, moderada para trabajar, ya que es
muy dura (ICRAF-PROSEA, 2004). Utilizada para producir estructuras,
construccion rural, muebles ligeros, ebanisteria fina, instrumentos, artesania, y

pisos (Cordero y Boshier, 2003; Veray Dorantes, 2003).

4.6. Fenologia

Myroxylon balsamum, posee un follaje perennifolio. Las flores aparecen de
marzo a mayo Yy el periodo de fructificacion y maduracién se extiende de

mayo a septiembre (Vazquez et al., 1999)

4.7. Importancia de Myroxylon balsamum en sistemas agroforestales

En el Estado de Veracruz, Myroxylon balsamum es utilizado como arbol de
sombra en cultivos de café, en zonas de montafia (Vazquez et al.,, 1999).
Ademas ha sido usado en cultivos intercalados con café como arbol de sombra
en el Salvador (ICRAF-PROSEA. 2004).



También utilizada para restauracion de bosques de proteccion, mediante
plantacion o manejo de la regeneracion, y para recuperar suelos degradados
(Cordero y Boshier, 2003).

4.7.1. Arbol de uso mdltiple

Un arbol de uso multiple (AUM), es considerado aquel que brinda una serie de
productos de uso especifico, que no pueden ser remplazados por otras
especies dentro de la finca (madera, frutos, medicina), y de uso amplio, que
sus productos puedan ser facilmente sustituidos por otras especies
(cerco viviente, sombra, lefia, materia organica a través de la poda del follaje).
La inclusion de los arboles multipropésito en fincas, brindan seguridad
alimentaria cuando las cosechas de los cultivos tradicionales han sido afectadas
(Wojtkowski, 1998).

Wojtkowski, 1998 y Huxley, 1999; sefalan que las caracteristicas especificas
para considerar un AUM en un sistema de finca, especialmente para la

produccion de biomasa y sombra, son las siguientes:

) Habilidad de crecer en suelos pobres
) Alta produccion de biomasa
c) Tolerar variaciones de clima
) Facil establecimiento y rapido crecimiento
) Bajo costo de produccién de plantula
f) Control y manejo en floracion y fructificacion
g) Resistente a plagas y enfermedades
h) Rapida descomposicion del follaje
i) Tasas altas de fijacion de nitrégeno
j) Densa red de raices finas y profundas

k) Hojas pequefias para minimizar el dafio por caida de la gota



l) Pequenas hojas que permitan mayor paso de luz
m) Madera y subproductos apreciados
n) Buena forma del tronco y resistencia de ramas

o) Copa abierta que permita la mejor penetracién de luz

4.8. Propagacion por semilla

Tradicionalmente los arboles tropicales son propagados y conservados a través
de semillas, tanto para establecer plantaciones como para promover la
regeneracion natural. Existen tres principales ventajas de la propagacion por
semillas (Leakey, 1992).

e Se pueden obtener semillas en cantidades abundantes.
e La semilla disponible puede ser almacenada para uso posterior.

e Variacién retenida en las siguientes generaciones.

4.9. Epoca de recoleccion de la semilla

La floracion y fructificacion de muchas especies tropicales no se correlacionan
bien con el clima. Para algunas especies se deben acumular las semillas de
mas de una cosecha para producir un cultivo adecuado de plantulas. También
los tiempos de cosecha de una regiéon no son los mismos para otra region, por
lo tanto de debe compilar registros fenoldégicos para la especie en cada regién

donde se va a realizar la colecta (Wadsworth, 1997).
Existen algunos requisitos previos a la recoleccion de semillas:
e Elegir una zona donde las semillas sean abundantes (bosques abiertos

y bosques virgenes).

e Sitios libres de enfermedades.
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e Seleccidn de arboles madres superiores (arboles semilleros femeninos),
llamados también arboles plus, con el objetivo de brindar buenas
caracteristicas de diametro, altura, rendimiento, germinacion, y progenie.

e Momento preciso de recolecciéon. Factor que dependera de las
caracteristicas individuales de la especie. Algunas investigaciones con
especies tropicales como Cedrela odorata han determinado que para
obtener la mejor germinacion, la recoleccion de los frutos se debe hacer
antes de que se abran las capsulas (un mes antes), mientras que para
Cordia alliodora la mejor germinacion se obtiene al recoger las semillas

tres semanas antes de la caida (Wadsworth, 1997).

En México, la época de recoleccion de frutos de Myroxylon balsamum (L.)
Harms, inicia cuando empiezan a madurar, desde mayo y finaliza en septiembre
(Pennington y Sarukhan, 2005).

4.10. Almacenamiento

Antes de ser almacenadas, las semillas deben ser secadas y limpiadas para
que se encuentren libres de desechos, plagas y enfermedades. Las semillas
también se almacenan a bajas temperaturas para incrementar la longevidad.
Debe tenerse cuidado con las temperaturas elevadas y el alto contenido de
humedad (Huxley, 1999).

Muchas de las especies de arboles tropicales poseen un comportamiento muy

diverso relacionado a almacenamiento, viabilidad y su respectiva germinacion.

Se ha observado que después de haber almacenado los frutos o diasporas de
M. peruiferum en diferentes temperaturas (-18°C a 5°C) por 90 dias, y con
porcentajes de humedad de 10.3%, el tiempo de germinacién fue de 20 dias, y
el porcentaje de emergencia de 65% y 64% respectivamente, en temperatura

de 25° y luz blanca constante .
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Russel (1998) indica que semillas de Acrocarpus fraxinifolium, almacenadas
por mas de un afio a temperatura ambiente no perdieron su viabilidad, mientras
que al ponerlas a germinar inmediatamente de ser recogidas, su germinacion
fue de 30-40%.

4.11. Andlisis de la semilla

4.11.1. Porcentaje de humedad

Salazar (1999) menciona que con porcentajes iniciales de humedad de
11% y 12 % en semillas frescas de M. balsamum, obtuvieron una germinacién
entre 60 y 75%.

En semillas de M. peruiferum, colectadas y almacenadas durante 90 dias a 5°C
con contenidos de humedad de 31.5%, existi6 una completa pérdida de
viabilidad (0%), resultados que ayudan a clasificar a esta especie como

ortodoxa.

4.11.2. Viabilidad

La viabilidad de semillas puede ser afectada adversamente por muchos factores
como: condiciones en las cuales las semillas han sido almacenadas y
trasportadas, semillas atacadas por plagas y enfermedades, y almacenamiento

por periodos muy prolongados (Huxley, 1999).

Estudios generales con M. balsamum, indican que las semillas almacenadas en
condiciones ambientales de seis meses a un afo, mantienen la viabilidad.
Mientras que semillas en camaras frias a 5°C y contenido de humedad de

6 a 8% pueden ser almacenadas por tres afos (Salazar, 1999).
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4.12. Tratamientos de pre germinacion

4.12.1. Inmersién en agua

Al realizar un corte longitudinal en la parte inferior e inmersién en agua por 1 dia

se obtiene 59% de germinacion (Salazar, 1999).

4.12.2. Escarificacion mecanica

El fruto de Myroxylon balsamum, es una legumbre samaroide, indehicente. La
semilla posee una cubierta seminal, hilo, embrién con dos -cotiledones,
hipocotilo-radicula saliente y plumula, pericarpio, no posee perispermo ni
endodermo, (Niembro, 2000; Camacho, 1994).

Algunas investigaciones mencionan que el balsamo o resina posee niveles altos
de cumarinas y taninos, que al parecer no tienen efectos sobre la germinacion
de la especie, y mas bien pudieran actuar como un factor alelopatico (ICRAF-
PROSEA, 2004), o de proteccion contra la descomposicion por hongos
(Salusso, 2000). Sin embargo, Camacho (1994) menciona que existen ciertos
tipos de inhibidores de crecimiento conocidos como compuestos fendlicos,

cumarinas o acido abscisico que pudieran bloquear la germinacion.

En el caso de tratar de eliminar la dormancia quimica es necesario que se
desactiven los inhibidores presentes en la cubierta 0 mesocarpo, por lo que se
debe quitar dicha estructura a través de un corte, en donde se deja al
descubierto el endocarpio que permite emerger la radicula, o tratar un dia o dos

en remojo en agua a temperatura ambiente (Camacho, 1994).

Es necesario realizar la escarificacion mecanica cuando existe la posibilidad de
la existencia de dormancia mecanica, cuando la testa o endospermo son duros,

y el endocarpio es grueso e indehiscente. Aquellas estructuras oponen
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resistencia mecanica al crecimiento del embridén. Para eliminar la dormicion
mecanica, es necesario debilitar las cubiertas con la ayuda de pinzas, vy

mantener las semillas en ciclos de remojo y secado (Camacho, 1994).

Registros en el Forestry Compendium (2005) e ICRAF-PROSEA (2004),
mencionan que la extraccion de la semillas en Myroxylon balsamum, no es
viable. Al sembrar los frutos completos, obtienen una germinacién de 50% entre
los 15 a 30 dias.

4.13. Condiciones ambientales adecuadas para germinacion y desarrollo

4.13.1. Intensidad de luz

El nivel de irradiacion, fotoperiodo y composicidén del espectro son los factores
ecoldgicos que mas influyen en el crecimiento de las plantas. Dependiendo del
nivel de irradiacion, las plantas responden a través de adaptaciones genéticas y

aclimataciones fenotipicas (Lambers et al., 1998).

En semillas de tres especies de arboles subtropicales sometidas a dos
regimenes de luz (40 %, y 70 %) y diferentes condiciones de humedad, con
proteccion en invernadero; la germinacién cesé después de dos meses y los
mejores porcentajes de germinacion se obtuvieron con alta intensidad de luz,
manteniendo el suelo humedo, y fueron para Alnus nepalensis (80 %), mientras
que para Quercus griftithii y Schima khasiana la germinacién fue de 60% (Khan
y Tripathi, 1989).

Estudios realizados por Augspurger (1984), reportan buena germinacion y
sobrevivencia de M. balsamum en condiciones de invernadero que simulan la
luminosidad existente en pequefios claros abiertos en la selva, asi como al
interior del bosque. Los individuos expuestos a sombra, presentaron en las

primeras semanas mayor altura, sin embargo al cabo del afo fueron aquellos
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expuestos a mayor radiacion, los que superaron en crecimiento; mientras que
otras variables evaluadas como numero y longitud de hojas fueron no
significativas. El autor menciona que pese a ser una especie de colonizacion
tardia, necesita en alguna de sus etapas de crecimiento de espacios abiertos

con luz éptima.

La germinacion de Myroxylon balsamum en el bosque, bajo la copa de los
arboles es abundante (80%); sin embargo, diversos hongos fitopatdgenos e
insectos plaga causan la muerte de muchas plantulas, ademas que la escasa

luz bajo dosel no permite el buen desarrollo de individuos de edad intermedia.

Figliolia et al. (2006) realizaron ensayos de germinacion con semillas de
Myroxylon peruiferum, sometidas a un fotoperiodo de 8 horas con Iluz
fluorescente, luz roja y oscuridad absoluta. El porcentaje mas alto en
germinacion (83%) fue en la interaccion luz blanca y temperatura constante de
25°C. Sin embargo, con el régimen de temperaturas alternadas los resultados

fueron mas equilibrados, hubo un buen comportamiento en germinacion (66%).

Se ha observado que la tasa de crecimiento relativo y la tasa neta de
asimilacion en individuos de M. peruiferum, a los cien dias de sembrados, y
sometidos a cuatro mallas de 50% de sombra, en invernadero con
temperaturas entre 10 — 37 °C, asi como en sombra natural bajo dosel, son
menores que en aquellos sometidos a luz plena (fuera del bosque en claros)
con temperaturas entre 8 - 38°C. En cambio el area foliar especifica y la tasa
del area foliar en M. peruiferum, en la condicion de sombra artificial en

invernadero es mayor que en la condicién de luz total (Souza y Valio, 2003a).

4.13.2. Temperatura

Las semillas de arboles tropicales poseen la mejor germinacion a temperaturas

entre 25°C y 35°C (Nulualem, 2000). Se ha observado que el rango de
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temperaturas Optimo para la germinacion de Myroxylon balsamum, se
encuentra entre los 25°C y los 35°C, donde la emergencia se produce al cabo
de los 15 a 30 dias (Cordero y Boshier 2003; Forestry Compendium, 2005).

Semillas frescas de Myroxylon peruiferum, puestas a germinar en incubadora,
sin escarificacion, a temperatura permanente de 25°C, y condiciones simuladas
de noche y luz fluorescente constante de 3.2 W/m?, no presentaron diferencias
en los resultados de germinacion: 67% y 72%, esta especie presentd un 100%
de sobrevivencia en ambos micrositios, considerandola muy tolerante a la

sombra (Souza y Valio, 2001).

4.14. Fijacion bioldgica de nitrogeno

El mantener la fertilidad del suelo optimizando sus propios recursos organicos y
bidticos; entender la compleja interaccidon entre la diversidad de microorga-
nismos presentes en el suelo y las plantas, han permitido que en la actualidad
se enfatice el desarrollo de nuevas tecnologias en las que los microorganismos

son fundamentales para incrementar la produccion en los cultivos.

Es conocida ampliamente la capacidad de las leguminosas de fijar nitrdgeno en
condiciones limitantes. Ademas, cultivos que no corresponden a leguminosas,
seleccionan grupos de bacterias especificas en la rizésfera, esta seleccion
especifica va a depender de la naturaleza y concentracion de los exudados que
producen las raices y de la habilidad de la bacteria de utilizarlos como fuente de
energia (Tilak et al., 2005).

Las bacterias que viven en el suelo, y que no poseen una actividad cercana a la
rizosfera, rizoplano, o tejidos internos de las plantas, son llamadas bacterias de
vida libre, estas no dependen Unicamente de los exudados de las raices para
sobrevivir, y pueden igualmente fijar nitrégeno, poseen un cierto grado de

interaccion con las plantas, resultado de una coevolucién. Las Rizobacterias
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poseen sistemas eficientes para catabolizar los compuestos organicos
presentes en los exudados de la planta: Algunas viven en el rizoplano o en el
tejido interno de la planta (endofitos). Se ha estimado que la fijacion biolégica
contribuye globalmente entre 180 x 10° toneladas métricas/ afio, de las cuales
87% proviene de la asociacién simbiotica, mientras que el 13% proviene de los

organismos de vida libre o sistemas asociativos (Tilak et al., 2005).

Kanmegne et al., (2006) menciona que la fijacion biolégica (simbidtica y
asimbidtica), es la segunda via en orden de cantidad de nitrégeno fijado no
manejado por los agricultores en sistemas de pequefias fincas en zonas
himedas tropicales (6.93 kg N ha™ afio). La principal entrada de nitrégeno en
estos sistemas es la captura profunda a través de la descomposiciéon de
hojarasca (16.6 kg N ha™ afio), y el tercero proviene de la fijacion atmosférica
(4.3 kg N ha™ afio).

4.14.1. Microorganismos fijadores de nitrégeno

Los microorganismos encargados de fijar nitrogeno de forma simbidtica con
leguminosas corresponden a la familia Rhizobiaceae, algunos de los géneros
representativos son: Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
mientras que en arboles no leguminosos se encuentra a Frankia. También son
encontrados aquellos microorganismos no simbidticos de vida libre, o
asociativos como: Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Acetobacter, Azoarcus,
entre otros. Estos microorganismos son de gran significancia agronémica, y su
eficiencia en el proceso de fijacion de nitrdgeno va a depender de la
disponibilidad de carbono y del recurso energético del suelo, si es limitado aquel
recurso, pueden moverse al area de la rizésfera, rizoplano e incluso vivir dentro

de la raiz como enddfitos (Tilak et al., 2005).
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4.14.2. Proceso de infeccién y fijacion del nitrégeno

Las leguminosas forman una relacion simbidtica con diferentes especies de
bacterias llamadas colectivamente como rizobios. En el proceso de infeccidn, la
raiz de la planta hospedera a mas de producir material organico de facil
asimilacion para los rizobios , también producen flavonoides que actuan como
senales quimicas que derivan en la expresion del gen NOD de los rizobios, este
a su vez induce la produccion de oligosacaridos (factores nod) que expresan
genes en la raiz de la planta relacionados con la despolarizacion de la
membrana celular, la deformacion de los pelos radicales, asi como la formacién
y funciéon del nddulo. Una vez que los rizobios se adhieren en la zona
deformada del pelo radical, inducen una hidrdlisis localizada de la pared celular,
mientras que la membrana celular se invagina y se sintetiza nueva pared
celular, originando al hilo de infeccién por donde ingresan las bacterias y se
liberan dentro del tejido nodular formado simultaneamente en etapas tempranas

de la infeccion (Almaraz y Ferrera-Cerrato, 2007).
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Figura 1. Intercambio de sefiales en el proceso de infeccion por Rizobios en
pelos radicales de leguminosas.

El nédulo es un sitio activo de fijacion y asimilacion del nitrégeno, elemento que
se reparte directamente a los 6rganos que mas lo demandan en forma de
ureidos en leguminosas tropicales y amidas en leguminosas de clima templado

(Almaraz y Ferrera-Cerrato, 2007).

El proceso de fijacion biolégica del nitrdgeno es catalizado por el complejo
enzima nitrogenasa. Las bacterias que poseen la enzima nitrogenasa ocupan
un nicho ecoldgico indispensable, suministrando el nitrégeno fijado por ellas al
ciclo global del nitrogeno. Las bacterias convierten el nitrogeno atmosférico N2
en NH; *, proceso que requiere elevadas cantidades de energia que es
proporcionada por la planta (Halbleib y Ludden, 2000), como se indica en la

siguiente ecuacion:

No+ 10H" + 8¢ + nMgATP ——»2NH;" + H, + nMgADP + nPi (n 2 16)

Los procesos fisioldgicos de fijacion de nitrégeno en organismos de vida libre
se encuentran afectados por las propiedades y requerimientos de la
nitrogenasa. Estos poseen sensibilidad al oxigeno y al contenido de metales
como el hierro (Fe), molibdeno (Mo), o vanadio (Va) que son componentes de
las proteinas. La energia que mantiene la fijacion de N, en organismos de vida
libre, es generada principalmente por la oxidacion de compuestos organicos. La
optima condicién para la fijacion de nitrdbgeno en los microorganismos
diazotrofos es donde el suministro de O, apenas cumple con la demanda
respiratoria. En las tasas muy bajas de suministro de O, la actividad de la
nitrogenasa, es energéticamente limitada. De igual forma la tasa alta de

aireacion la actividad de la nitrogenasa es inhibida (Stacey et al., 1992).
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Azotobacter posee la habilidad de ajustar la actividad respiratoria en rangos
amplios de suministros de O,, puede exhibir las mas altas tasas de respiracion,
particularmente cuando fija nitrégeno, pero aquella actividad ocurre a expensas
de elevadas tasas de consumo de carbono y energia. La éptima concentracion
de oxigeno (DOC) para una eficiente fijaciéon de nitrégeno esta cerca de los 10
MM O,, aunque se ha encontrado que poblaciones estables pueden crecer en
medios saturados de O, (225 uM O,) (Stacey et al., 1992).

4.14.3. Simbiosis entre rizobios y leguminosas arbéreas

Alrededor de 3395 especies de la familia Leguminosae se han examinado para
determinar si presentan o no nddulos. El porcentaje de nodulacién en la sub
familia Caesalpinoideae es restringido a 23%, mientras que en Mimosoideae es
del 90% y en Papilionoideae ocurre nodulacion en el 97% de las especies

examinadas (De Faria et al., 1989).

Investigaciones realizadas por Bala y Giller (2006) mencionan que algunas
especies de arboles leguminosos usados ampliamente en agroforesteria,
transferidos a medio libre de nitrogeno a los dos dias de germinados, e
inoculados con diluciones de muestras de suelo colectadas en bosques
secundarios y en areas de cultivo del tropico humedo de Africa, Brasil, México,
Costa Rica, e Indonesia; nodularon con una diversidad de tipos de rizobios
propios de cada tipo de suelo. Encontraron que Rhizobium tropici fue la especie
de mayor simbiosis efectiva con todas las leguminosas. En Gliricidia sepium, la
simbiosis con Sinorhizobium spp. fue igual de efectiva que con Rhizobium
tropici en cuanto a fijacion de nitrogeno (19.5 mg N/ planta), igual respuesta se
obtuvo con Calliandra calothyrsus (4 mg N y 5.9 mg N/ planta), y Leucaena
leucocephala (13 mgN y 9.2 mg N/planta). En Sesbania sesban, la simbiosis
con Mesorhizobium spp. fue igual de efectiva que con Rhizobium tropici (10.4

mg N/ planta 'y 12.2 mg N/planta).
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El pH parece estar asociado con la presencia mayor o menor de ciertos tipos
de rizobias. En pH menores a 4.2, especies del género Rhizobium spp.
aparecen dominantes, mientras que la poblacién de R. tropici domina en pH
entre 4.2 a 5.0. Mesorhizobium spp. en pH entre 5.0 — 6.5, y Sinorhizobium

spp. domina en pH por encima de 6.5 (Bala y Giller 2006).

4.14.4. Relaciéon simbidtica en especies de la sub familia Papilonoideae

Alrededor de 2592 especies dentro de esta sub familia han sido examinadas
para observar la existencia de nédulos, esto corresponde a un 21 % del total de
especies. El 97 % nodulan, a excepciéon de las tribus Dipterygeae y
Euchresteae (De Faria et al., 1989).

Sprent (2007) mediante analisis moleculares, refiere que algunos grupos dentro
de la sub familia Papilionoideae con mayor nodulaciéon son: Swartziacae
(Swartzia, Ateleia, Bobgunnia, Cyathostegia), Dalbergieae (Dalbergia spp.),
Indigofereae (Indigofera L.), Milletticae y Sesbanieae; distribuidos en su
mayoria en ecosistemas tropicales y templados. La tribu Sophoreae (Ormosia

spp.) posee nodulos indeterminados.

Las caracteristicas morfolégicas de nodulos y mecanismos de infeccion han
evolucionado a través de millones de afnos, de esta forma la tribu Dalbergieae
con atributos primitivos, se estima que inicio la simbiosis aproximadamente
hace 55.3 millones de afos. Actualmente mediante la ayuda de técnicas
moleculares, algunos géneros de esta tribu (Andira e Hymenolobium) se han
clasificado dentro de la subfamilia Caesalpinoideae, los mismos que posen
nddulos indeterminados. Tribus recientes (<10 millones de afios), como
Phaseoleae poseen nodulos determinado de tipo  aeschynomenoid vy

mecanismos claros de infeccion (Sprent, 2007).
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De 68 especies examinadas de arboles tropicales de la sub familia
Papilionoideae, a través de pruebas de reduccion de acetileno en nédulos o
estructuras sospechosas de serlo; ademas de inoculacion con una mezcla de
222 y 209 cepas de Rhizobium spp; 46 especies fueron reportadas positivas en
nodulacién (30 reportadas por primera vez). La presencia de nédulos incluyen
algunos géneros de cuatro tribus que poseen atributos primitivos Dalbergieae,
Sophoreae, Tephrosieae y Swartzieae, y dentro de estas tribus cuatro géneros
Bowdichia, Ateleia, Dahlsterdtia y Poecilanthe. De aquellas especies evaluadas
a los tres meses de haber inoculado, Myroxylon peruiferum L. f, fue reportado

negativo en cuanto a nodulacién (De Faria et al., 1984).

Brockwell (1991), menciona que Cajanus cajan nodula con biovares de
Bradyrhizobium y fija nitrégeno en suelos arcillosos con pH acidos entre 5.5 -
6.5, la nodulacion es baja en comparacion a otras leguminosas, debido a la
escasa colonizacion de la rizosfera y en algunos casos a la presencia de suelos
de pH neutro a alcalino. La cepa puede producir altos rendimientos en campo,

iguales al fertilizar con 50 kg/ha de nitroégeno.

4.14.5. Fijacion de nitrogeno por bacterias de vida libre en leguminosas y
no leguminosas

Existes tres subgrupos dentro del grupo de organismos heterétrofos de vida
libre. ElI primer grupo comprende aquellos microorganismos anaerobios
obligados, los mismos que usan la fermentacion o la respiracion anaerobia para
fijar nitrbgeno y crecer. El segundo grupo corresponde a los anaerobios
falcutativos (p.e. Bacillus), usan la fermentacién y en algunos casos la
respiracion aerébica para la diazotrofia. El tercer grupo abarca a
microorganismos aerobios obligados, los mismos que usan la respiracion
aerobica para crecer y fijar nitrdbgeno, este a su vez comprende a los
microaerofilicos, pueden ser tolerantes al oxigeno mientras fijan nitrégeno

(Azospirillum, Acetobacter, Bradyrhizobium, Pseudomonas; entre otros), y a los
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fijadores de nitrogeno aerotolerantes (Azotobacter, Beijerinckia, Azomonas), sin
embargo, algunas cepas como A. chroococcum requieren condiciones

microaerofilicas para iniciar la diazotropia (Stacey et al., 1992).

Una evaluacion del suelo rizosférico en el cultivo de arroz en Colombia,
demostrdé la presencia de 69 grupos de bacterias, 51% eran Pseudomonas,
26% del género Azotobacter, de las especies A. vinelandii, A. choococum y A.
nigrificans, estos porcentajes fueron muy similares a los encontrados en la

rizosfera del maiz (Torres et al., 2000).

Azotobacter, Fija N2 en condiciones aerobias, poseen proteccion para la enzima
nitrogenasa, y se desarrollan estrictamente en suelos de pH neutro y

ligeramente acido como en algunos suelos del tropico humedo (Giller, 2001).

Azotobacter establece una relacidn asociativa no especifica con muchas
especies de plantas pertenecientes a diferentes familias botanicas; este género
se ha encontrado en la rizésfera de plantas jovenes de leguminosas como la
soya asi como en maiz, avena, y algunos pastos; cierta especificidad se ha
observado entre Paspallum y Azotobacter paspali (Bashan et al., 1996). El
género Azotobacter puede asociarse con la rizésfera de algunas plantas de
manera temporal, cuando las condiciones ambientales y de cultivo pudieran ser
adversas, con la finalidad de adquirir carbono y suministros energéticos a través
de los exudados de las raices o sustancias provenientes de la descomposicion
de materiales organicos. Su poblacién puede variar especialmente de acuerdo

a la especie y edad de la planta, tipo de suelo (Elkan, 1987).

Entre los factores determinantes para la dinamica poblacional e incrementos en
la actividad de la nitrogenasa de las bacterias no simbioticas fijadoras de
nitrégeno se encuentran: humedad del suelo (no menor al 50% de su capacidad
de campo), temperatura (30°C a 35°C), textura (> 50 % de arcilla), cultivos

anteriores (por ejemplo, las poblacion de endofitos puede ser < 1x10? bacterias
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como numero mas probable (NMP)/g" en cultivos de leguminosas, 1x10°
bacterias como (NMP)/g™" en cultivos de cereales, con alta disponibilidad de
rastrojo con relaciones C:N como fuente de carbono, y 1x10% bacterias como
NMP/g™" en zonas con bajas entradas de residuos de plantas) y pH cercanos a
la neutralidad. La actividad de la nitrogenasa aumenta considerablemente en
estas condiciones ideales (0.75 kg N/ha/dia, aproximadamente 3 nmol de
acetileno reducido cm?h™). La contribucién de nitrégeno a un cultivo intensivo
de trigo por parte de las bacterias no simbiéticas de vida libre puede ser hasta
25 kg de N/ha™/afio™, un 30 a 50 % de la demanda total (Gupta et al., 20086).

Ensayos de inoculacion con Azotobacter chroococcum en Setaria italica en
condiciones controladas de invernadero, presentaron incrementos en peso y
contenido de nitrdgeno en las paniculas. No obstante en campo la inoculacion
no fue significativa. Otros ensayos de inoculacion en plantas de avena en
macetas no incrementaron el rendimiento, sin embargo el contenido de
nitrégeno en el suelo al final del experimento fue significativo, similar a la

concentracion de N adicionado como fertilizante (Bashan, 1996).

Azotobacter aislado de la cafa de azucar, fija 10 mg de N de la atmdsfera por
cada gramo de carbono consumido, ademas de producir reguladores de
crecimiento como giberelinas, citocininas y acido indolacetico. Se ha
demostrado que induce el crecimiento del sistema radical en cana de azucar
hasta en un 10 % y 35 % en apices. Esta asociacién permite mantener los
suelos por décadas, con una baja utilizacion de fertilizantes sintéticos (Graciolli

y Freites, citado por Arteaga, 1997).

La rizésfera de soya, y otras leguminosas contienen cantidades abundantes de
bacterias en relacion a suelos adyacentes; la abundancia varia en cada zona de
la rizésfera. Algunos cultivos como el girasol, maiz, y remolacha poseen
diferentes asociaciones con Azotobacter. Asi, por ejemplo, el incremento en

produccién de remolacha en campo inoculada con A. choococum ha sido hasta
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de 26%. El numero de bacterias de Azotobacter sp. encontradas en la rizésfera

de la remolacha se encuentra entre 3 — 12 x 10 (Mrkovac ki y Milic, 2001).

La inoculacién de algoddn con Azotobacter incremento ligeramente el contenido
de aceite de la semilla, ademas de promover el vigor de las plantas germinadas,
y de reducir el numero de semillas germinadas anormalmente o muertas.
Ademas se registro un incremento de 19% en el numero de capsulas de

algodon por planta (Bashan et al., 1996).

La mayoria de las cepas de Azospirillum colonizan el exterior de las raices,
poseen una cercana asociacion a dicho 6rgano; sin embargo, también en
algunos casos coloniza como bacteria endéfita; denominada asi porque ha sido
encontrada en el interior del tejido de la epidermis. Estas son Gram negativas,
aerobias, pero fijan nitrdgeno en condiciones microaerobias porque no tienen el
mecanismo para proteger a la nitrogenasa del O, y en su mayoria son
enddfitos facultativos, capaces de tener una etapa de vida libre en el suelo y
poseer una cercana asociacion con las raices de algunos cereales (maiz, sorgo,

trigo, arroz, y pastos), y también en no cereales (Giller, 2001).

Cepas de Azospirillum brasilense, A. lipoferum, A. amazonense se han aislado
de la rizésfera de raices de cereales como trigo, arroz y algunos pastos, pero
también hay evidencias de que este género coloniza plantas que no son
cereales (Hassan et al., 1998). Azospirillum hacia pastos tropicales puede fijar
entre 30 — 40 kg N ha™ afio™. La fijacién es superior a 200 kg N ha™ afio™ con
la asociacion entre cafa de azucar y Azospirillum (Swedrzynska y Sawicka,
2000).

El 90 % de los suelos tropicales presentan Azospirillum, mientras que en suelos
templados se reduce su presencia a 60%. La inoculacion de maiz con

Azospirillum brasilense, incremento el vigor de las plantas en campo y se
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obtuvo un 17 % mas de rendimiento que en aquellos tratamientos sin inocular

(Swedrzynska y Sawicka, 2000).

4.14.6. Azotobacter y otros géneros de bacterias fijadoras de nitrogeno en
leguminosas arbdreas tropicales

Arboles de Cajanus cajan, inoculados con rizobacterias promotoras de
crecimiento (Pseudomonas spp., Bacillus cereus y Azotobacter), y con una
cepa de Rhizobium presentaron un incremento significativo de fijacion de
nitrégeno; la ocupacion de nodulos fue de 50% cuando se inoculd Rhizobium
solo y de 85 % cuando se inoculd Rhizobium en conjunto con Pseudomonas
putida (Tilak et al., 2006).

La inoculacion en Sesbania spp., con cepas de Rhizobium sesbani vy
A. chroococcum ylo A. vinelandii, incrementé significativamente la actividad de

la nitrogenasa (Bashan, 1996).

4.14.7. Azotobacter como promotor de crecimiento

Azotobacter promueve el crecimiento y rendimiento de algunas plantas
mediante la produccion de hormonas promotoras del crecimiento vegetal. La
liberacion de estas sustancias depende del estado fisiologico de la bacteria,
edad de los cultivos y las cantidades de nitratos presentes en el suelo; el
exceso de nitratos inhibe la liberacidon de auxinas, mientras que la deficiencia de
este compuesto incrementa la produccion de giberelinas (Gonzales y LLunch,
1992).

Azotobacter produce acido indol-3-acético (IAA) cuando el aminoacido
triptéfano es afiadido al medio de crecimiento. Asi mismo se han detectado tres
sustancias muy similares a giberelinas en cepas de A. chroococcum (0.01y 0.1
Mg GAs eq ml'1). En otras cepas se obtuvieron concentraciones de giberelinas
de (9.6-19.8 ug de GA eq L L' medio). También se ha observado que la

rizobacterias producen citoquininas (Mrkovac’ki y Milic, 2001).
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La produccion de citoquininas, auxinas, y otras sustancias muy similares a las
giberelinas por parte de Azotobacter chroococcum y Azotobacter beijerinckii en
la rizosfera de tomate, increment6 la germinacion y desarrollo de plantulas
(Mrkovac’ki y Milic, 2001).

La produccion de acido indol-3-acético (IAA) en ensayos realizados con 19
especies de Azotobacter spp. aisladas de la rizosfera del cultivo de arroz y
sembradas en medios suplementados con triptéfano, presentaron
concentraciones altas de (IAA). Asi, A. chroococcum y A. vinelandii produjeron
(32.2 mg de IAA L), mientras que Enterobacter sp. produjo 10.2 mg de IAA L™
(Torres et al., 2000).

La cepa A. chroococcum productora de citocinina en combinacion con
precursores sintéticos de la misma hormona fueron inoculados en plantas de
maiz, en macetas en invernadero. Los resultados indicaron que aumentaron
hasta en cinco veces los parametros de crecimiento de las plantas; asi como el
rendimiento vegetal, que ha sido atribuido principalmente a la produccion de

dicha hormona de crecimiento por parte de la bacteria (Bashan et al., 1996).

Los incrementos en germinaciéon y desarrollo de algunos cultivos como
Cicer arietinum, Phaseolus mungo, Vigna catjung, Zea mays, pastos anuales y
perennes; son atribuidos mas a la capacidad de Azotobacter spp. de producir
sustancias de crecimiento como el IAA y compuestos quelatantes como el

siderd6foro azotobactina que a la actividad diazotrofica (Tilak et al., 2005).

Cabe mencionar que los microorganismos promotores de crecimiento ademas
de influenciar directamente el crecimiento de ciertas plantas a través de la
produccion de fitohormonas e indirectamente a través de la fijacion de
nitrdgeno, producen también agentes de biocontrol en contra de fitopatdégenos

propios del suelo (Tilak et al., 2006).
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4.14.8. Grado de eficiencia entre la asociacion Azotobacter sp. y plantas

El vinculo entre plantas y cepas de microorganismos va a depender de ciertas
caracteristicas como son: Composicion cualitativa y cuantitativa de los
exudados de las raices, especificidad del metabolismo de la cepa, habilidad de
sintetizar fitohormonas tanto de la planta como de la cepa, habilidad de producir
inhibidores por parte de la cepa, capacidad de colonizar la superficie de la raiz y
en algunos casos penetrar al tejido de la planta, influencia de los factores
ambientales a nivel de rizésfera (pH, pO,, CO, rHy) y especificidad del genotipo
de la planta considerando la captacion y transporte del nitrogeno (Mrkovac™ki y
Milic, 2001).

También la eficiencia de la asociacion entre microorganismos y plantas va a
depender de la disponibilidad de carbono como recurso energético para los
procesos intensivos de fijacidon de nitrégeno (Tilak et al., 2005) y de la
capacidad de los microorganismos de trasladarse de la semilla a las raices e

incrementar su numero en la rizosfera (Bashan et al., 1996).

4.15. Utilizaciéon de las leguminosas arbdreas tropicales en sistemas

Agroforestales

Los sistemas agroforestales ofrecen una oportunidad uUnica para explotar las
cualidades que pueden brindar los arboles o perennes lefiosas como fijadores
de nitrégeno. Con esta cualidad han sido reconocidas aproximadamente 650
especies de arboles y se sospecha que varios miles también pueden serlo
(Nair, 1997).

Algunos arboles ademas de proveer sombra en algunos cultivos de frutales,
fijan importantes cantidades de nitrégeno, a través de la asociacion Rhizobium-
leguminosas. Algunos ejemplos: Inga jinicuil en plantaciones de café en México
fijla 47 kg N2 ha™ afio™, ademas reduce la germinacién de malezas y es fuente

de lefia; Erythrina poeppigiana con café fija 330 kg N, ha™' afio™ a través de la

28



aportacion de grandes cantidades de materia organica; Mimosa scabrella, a
mas de fijar nitrdgeno, es utilizado como arbol de sombra y para produccién de
madera; Sesbania sesban en contorno con pasto, aumentd el contenido de

proteina en dieta de rumiantes (Bryan, 2000).

Las especies de leguminosas arbéreas mas utilizadas en sistemas
agroforestales con la finalidad de fijar nitrogeno en el suelo son:
Leucaena leucocephala, que fija entre 75 a 100 kg N, ha™' afo™ cuando es
dispuesta en contorno, ademas de Sesbania sesban, Gliricidia sepium, Albizia
lebbeck, y Acacia mangium, que fijan entre 50 a 100 kg N, ha™ afio™ (Young,
1997).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Experimentos de germinacién con Myroxylon balsamum

5.1.1. Ubicacion del area de colecta de la semilla

El area de colecta fue seleccionada mediante registros de especimenes de
Myroxylon balsamum (L.) Harms, en el herbario de la Universidad Autonoma de

México.

En el estado de Veracruz, fueron determinados dos sitios de colecta; el primero
en la localidad de Hueyapan de Ocampo, municipio de Ocampo Loma Larga,
donde fueron identificados dos individuos adultos de grandes dimensiones. El
segundo sitio de colecta en la localidad del Salto de Eyipantla, Municipio de San
Andrés Tuxtla, en donde fueron localizados algunos individuos; sin embargo, el
tiempo de colecta (inicios del mes de octubre), no coincidié con los registros
bibliograficos de fenologia de la especie, razén por la cual se realizd una
segunda visita de colecta, unicamente en la localidad del Salto de Eyipantla
(Figura 2).

Los frutos colectados presentaron una coloracién de verde amarillento a

amarillo claro.
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- Selva perennifolia y subperennifolia

Figura 2. Localizacién geografica del area de estudio. Salto Eyipantla, San
Andrés Tuxtla. Adaptado del mapa de vegetacién y uso del suelo.
Estado de Veracruz. Semarnat y Instituto Nacional de Ecologia.
2000.

5.1.2. Prueba de autenticidad

La prueba de autenticidad fue a través de la identificaciéon de muestras, en el
herbario de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Auténoma

Chapingo.

5.1.3. Tratamiento post cosechay almacenamiento de los frutos después
de la colecta
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Se procedié a separar frutos enfermos y dafiados de los sanos; fueron secados
bajo sombra, el primer dia con ventilador y posteriormente por 10 dias en

condiciones normales de aireacion.

Los frutos fueron almacenados en bolsas de papel, a temperatura ambiente.

5.1.4. Analisis de peso, contenido de humedad vy viabilidad de la semilla

El andlisis comprende peso de frutos y semillas, contenido de humedad y

viabilidad de la semilla.

Para peso de frutos y semillas, en total se tom6 una muestra al azar de 40

frutos, posterior se realizo la escarificacion de los mismos hasta obtener semilla.

Para el contenido de humedad, primero se pesaron 20 semillas en fresco, vy
posterior se procedid a la deshidratacion al ser introducidas en la estufa a 75°C
hasta obtener peso constante. La férmula para esta determinacion, es la

siguiente (Bonner, 1993):

peso fresco de la semilla - peso seco de la semilla
peso seco de la semilla

CH, Base anhidra :{ }(100)

La prueba de viabilidad, fue realizada a través del tefiido histoquimico con
una solucion al 1% de sales de cloruro de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio. Previo a
realizar la tincion se preparé la semilla, fue retirado el pericarpio para permitir un
contacto directo del reactivo con el embrion. Veinte semillas fueron sumergidas
en dicha solucién y cubiertas con papel aluminio. Las semillas se dejaron en
obscuridad por 24 horas y se introdujeron en una camara de ambiente
controlado a 30°C. Se tomaron como viables aquellas semillas en las que se

tineron el embrién y partes de los cotiledones (Martinez, 1996; Bonner, 1993).
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5.1.5. Germinacién

Los analisis de la semilla y dos ensayos de germinaciéon fueron realizados en
una camara de ambiente controlado, en el Laboratorio de Semillas Forestales,

de la Division de Ciencias Forestales de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Previo a los ensayos de germinacion, se esterilizé el sustrato (agrolita) en
autoclave a 120°C por tres horas y desinfectd con alcohol los materiales y
camara de germinacion. El sustrato fue colocado en envases de vidrio con tapa
de 10 cm de alto x 10 cm de ancho. Se humedecié sin inundar, con una

solucién de captan (3 g L™).

La germinacion fue considerada la variable en estudio, cuando la radicula
alcanzé la longitud de la semilla (1 cm—1.5 cm). Las observaciones fueron

realizadas diariamente hasta la culminacion de dicho proceso.

La energia germinativa fue considerada como el tiempo en dias, que tarda la
semilla en alcanzar un porcentaje de 70%, con respecto a su germinacion

potencial. Se utilizé la siguiente férmula:
EG = (Germinacion potencial) x (0.7)

Debido a la presencia permanente de fipatc’>genos1 como Aspergillus sp. y
Fusarium sp., en sus fases sexuales como asexuales, fueron realizados
controles sanitarios quincenales con fungicidas como mancozeb (1.5 g L") y

captan (3 g L"), ademas de cambio de sustrato.

! Patdgenos identificados por la M.C. Silvia Garcia Diaz. Laboratorio de Fitopatologfa. Divisién de
Ciencias Forestales. Universidad Auténoma Chapingo.
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5.1.5.1. Ensayo con escarificacion mecénica e intensidades de luz

Se realizé la escarificacion mecanica de los frutos de M. balsamum como

tratamientos pre germinativos:

e1= Fruto completo sin escarificacidon mecanica
e2= Corte longitudinal del fruto en vista hilar

e3= Embridn descubierto

Con la finalidad de no causar ningun dafio en la semilla, especialmente en
aquella zona vulnerable que da origen a la radicula y plumula, al momento de la

escarificacion, fue propuesta una secuencia de pasos:

1) Remojo de los frutos en agua por una hora.

2) Reconocer en el fruto la zona hilar y dorsal.

3) Con la ayuda de una tijera de podar, iniciar el corte del pericarpio en
zona dorsal hasta llegar a la cubierta seminal.

4) Abrir cuidadosamente la cubierta seminal hasta descubrir a la semilla,

en zona dorsal.

Las intensidades de Iluz a las que fueron sometidas las unidades
experimentales dentro de la camara de germinacién fueron relacionadas a la
ecologia, y estudios realizados por Augspurgeruz (1984), y fueron: s1= 0% de
sombra, y s2=70 % de sombra, forrando las cajas petri con malla sombra. El

régimen de temperatura utilizado en el ensayo fue de 27°C dia y 23°C noche.

5.1.5.1.1. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental

Fue empleado un disefio de bloques completamente al azar (DBCA), factorial
3 x 2 (tres niveles de escarificacion y dos niveles de sombra). Los datos fueron
transformados con arco seno. Se utilizaron cinco repeticiones para cada
combinacion de los niveles de los factores.
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5.1.5.1.2. Modelo estadistico
Yim=Md+a +B +(ad)k+ € ju
5.1.5.1.3. Analisis estadistico

El analisis de varianza fue analizado con el programa SAS, version 8.

5.1.5.1.4. Variables en estudio

Se evalu6 germinacién y energia germinativa. A los 15 dias después de haber
germinado las semillas (al momento del transplante al invernadero), se evaluo

en las plantulas: altura, numero de hojas y diametro.

5.1.5.2. Ensayo con intensidades de luz y regimenes de temperatura

Los regimenes de temperatura, fueron considerados en base a los promedios
de temperatura media, obtenidos desde 1995 al 2005 en los meses de

noviembre y mayo.

Las variaciones de temperatura fueron las siguientes en el dia y noche:

t1= 23 °C dia/19 °C noche
2= 27 °C dia/23 °C noche

Las intensidades de luz a las que fueron sometidas las unidades
experimentales dentro de la camara de germinacion fueron relacionadas con la
ecologia, estatus ecolégico de la especie, y estudios realizados por
Augspurgeruz (1984), y fueron: sin sombra y con sombra intensa, forrando las

cajas petri con malla de 70% de sombra.

En el presente ensayo, los frutos fueron escarificados hasta descubrir

completamente al embrién.
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5.1.5.2.1. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental

Fue empleado un disefo de bloques completamente al azar (DBCA). Factorial 2
X 2 (dos niveles de sombra y dos niveles de temperatura), con cinco

repeticiones.

5.1.5.2.2. Modelo estadistico
Yik = H+a +0k+(ad)x+ a;(B)ok+ + € ju
5.1.5.2.3. Andlisis estadistico

El analisis de varianza fue realizado con procedimiento mixto (proc mixed) del

programa SAS, version 8 para microcomputadora.
5.1.5.2.4. Variables en estudio
Se evalud germinacion y energia germinativa.

5.2. Experimentos en invernadero

5.2.1. Preparacién del sustrato y sus caracteristicas

El sustrato utilizado para el llenado de bolsas de polietileno de 10 cm x 20 cm,
fue una mezcla de 25% de residuos organicos descompuestos por un afio,
60% de suelo y 15% de arena de rio. El sustrato fue previamente esterilizado

con lucafum (N-metil-ditlocarbamato de sodio), con una semana de anticipacion.

5.2.2. Propiedades fisico-quimicas del sustrato

Las propiedades fisico-quimicas del sustrato, fueron determinadas en el
laboratorio de nutricion de cultivos del colegio de Postgraduados y en el
laboratorio Central Universitario de la Universidad Autonoma Chapingo. El

porcentaje de Nitrogeno Total, fue determinado por arrastre de vapor (Kejdahl),
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el porcentaje de Fdésforo fue determinado por el método de fotocolorimetria, y el
porcentaje de Potasio a través del método de espectrofotometria de emision de

flama.

5.2.3. Condiciones de luminosidad en invernadero

La cantidad de sombra utilizada en invernadero, fue relacionada a la ecologia,
estatus ecoldgico de la especie, y estudios anteriores con Myroxylon balsamum
(Augspurgeruz, 1984). Se establecio las condiciones de sombra con malla de
50% y 70%. La radiacion fotosintéticamente activa se midi6 en un dia
despejado en el mes de junio, con un aparato medidor de fotosintesis IRGA
(BioScientific LTD. USA).

El porcentaje de sombra inicial en invernadero durante el primer mes fue
$1=0% de sombra y s2=70% sombra. Con la finalidad de mantener un numero
adecuado de unidades experimentales para realizar la inoculacién con bacterias
fijadoras de nitrogeno, se utilizé a partir del segundo mes y hasta la evaluacion
final s1= 50% de sombra y s2= 70% de sombra. Los datos climatoldgicos
durante los meses en que se establecid el ensayo, se presentan en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Datos climatolégicos durante los meses en que se establecio el

ensayo. Observatorio de Chapingo. 2007.

Meses Temperatura  Temperatura Humedad Nubosidad |
media (°C) maxima (°C)  Relativa (%)

Julio 19.4 24.8 63 MNV - NUB

Agosto 19.0 23.9 65 MNV - NUB

Septiembre 17.9 23.3 68 NUB- MNV

Octubre 17.0 22.6 56 MNV -DSP

T- Condiciones de nubosidad: MNV = Medio nublado DSP= Cielo disipado
NUB = Nublado
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5.2.4. Trasplante en invernadero

Las plantulas de M. balsamum obtenidas a partir de los mejores tratamientos
del segundo ensayo de germinacién en laboratorio (embriéon descubierto y corte
longitudinal), fueron trasplantadas a los quince dias de iniciada la germinacion a

condiciones de invernadero.

5.2.5. Preparacion del inoculo de Azotobacter beijerinkii

El medio utilizado para la multiplicacidon de Azotobacter beijerinkii, fue el de
Ashby - Manitol (Anexo 7). Esterilizado en auto clave a 18 atmosferas de
presion por 18 minutos. El vaciado del medio a cajas petri fue realizado en

condiciones de asepsia en camara de flujo laminar.

Se us6 una cepa pura de Azotobacter beijerinkii 11 KMO, procedente de la
coleccién microbiana del laboratorio de microbiologia del Colegio de
Postgraduados. La cepa se sembro por estria cruzada en el medio, y las cajas

sembradas con la cepa se incubaron por 8 dias a 28°C.

Colonias aisladas se utilizaron para preparar el in6culo en medio Ashby —
Manitol liquido; se utilizaron 10 botellas conteniendo 50 ml de medio; cada
botella se inoculd con las muestras de colonias tomadas del medio solido. El
material se llevd a incubacion — agitaciéon a 28°C y 150 rpm por ocho dias
hasta que el medio presentd una coloracién blanca turbia. El cultivo bacteriano

de las diez botellas se homogenizo6 para preparar el inéculo.

Antes de usar el indculo, se tomd una muestra para cuantificar la concentracion
de bacterias de A. beijerinkii presente en el medio. Se tomd6 1 ml de indculo y se
realizaron diluciones seriadas, desde 10" hasta 107 en un numero de tres
repeticiones. Un volumen de 0.1 ml de cada una de las diluciones de 10, 10°

y 107 se sembro y distribuyé homogeneamente en cajas con medio Ashby —
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manitol (por triplicado), luego se incubaron las cajas por ocho dias a 28°C hasta
observar la presencia de colonias. Para el conteo de numero de colonias, se
utilizé la dilucion 10°, fue aquella en la que las colonias se encontraban mas
separadas, y se podian reconocer morfolégicamente. La poblacién promedio

resultante de las tres repeticiones en la dilucién 10 fue de 54 colonias.

5.2.6. Inoculacion de Azotobacter beijerinkii en arboles de M. balsamum

Al mes del trasplante de M. balsamum, se procedid a inocular Azotobacter
beijerinkii, colocando 10 ml de cultivo, diluido en 10 ml de agua destilada por
arbol. El indculo presentd una poblacion de 5.4 x 10® unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro de indculo y 5.4 x 10° unidades formadoras de
colonias (UFC) por 10 ml de inéculo (i1= inoculacion). También fueron utilizados

testigos (i0= sin inculacion).

5.2.7. Cuantificacion de microorganismos fijadores de nitrégeno en
sustrato de Myroxylon balsamum

A los sesenta dias de la inoculacién en el sustrato, con la finalidad de evaluar la
poblacién de bacterias fijadoras de nitrégeno, se extrajo una muestra de
sustrato (10 g) de cada una de las unidades experimentales inoculadas como

no inoculadas.

Los 10 g de cada una de las muestras de sustrato, se colocaron en botellas con
90 ml de agua destilada esteéril, luego se realizaron diluciones seriadas hasta la
dilucién 107, De cada una de las diluciones entre 10,10 10® se tomaron 0.1
ml y se distribuyeron en cajas de petri con medio de Rennie para determinar las
poblaciones de microorganismos fijadores de nitrdgeno (Anexo 8). Las cajas se
incubaron a 28°C, hasta observar la presencia de colonias. Para la

cuantificacién de colonias se escogio la dilucion 107
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5.2.8. Establecimiento de tratamientos y disefio experimental

En la etapa de invernadero, se implementdé un DBCA, factorial 2x 2 x 2. Cada
combinacion entre factores fue conformado por ocho unidades experimentales
en el primer mes de establecidos y cuatro unidades experimentales hasta el

final del ciclo en invernadero.

5.2.9. Modelo estadistico

Yijum = U+ ait B+ yi+ (ad)i + (aY)y + € jium

5.2.10. Analisis estadistico

El analisis de varianza fue analizado con el programa SAS, versién 8 para

microcomputadora.

5.2.11. Variables de estudio

Al mes después del trasplante en invernadero, una vez establecido el
experimento con los porcentajes de sombra de 0% y 70%, fue evaluada

supervivencia.

A los sesenta dias después de la inoculacion en M. balsamum en invernadero,
se cuantifico la poblacién de microorganismos fijadores de nitrdgeno por gramo

de suelo seco.

Al final de un ciclo de cuatro meses en invernadero (junio a octubre), con 50% y
70% de sombra, e inoculacion con Azotobacter beijerinkii, fueron evaluadas las

siguientes variables:
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a) Variables morfolégicas como:

e Peso seco de follaje (g).

e Peso seco de raiz (g).

e Altura de la planta (cm).

¢ Numero de hojas (numero).
e Diametro del tallo (mm).

e Area foliar (cm?).
Ademas del contenido de nitrogeno en sustrato (%).
b) indices morfoldgicos (Rodriguez, 2008):
e Coeficiente de esbeltez (altura en centimetros/diametro en milimetro).
¢ Relaciéon PSA/PSS (Peso seco aéreo en gramos/Peso seco
subterraneo en gramos).

c) Parametro de crecimiento (Lambers et al., 1998):

e Razon de area foliar RAF (Area foliar en m?/Peso seco total en

kilogramos).

5.3. Estudio de la fijacion de nitrégeno del material colectado en campo

5.3.1. Area de muestreo de raices de Myroxylon balsamum y suelo
rizosférico

La toma de muestras de raices y suelo rizosférico de M. balsamum fue

realizado en el Campo Experimental “El Palmar” y en remanentes de selvas
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subperenifolias en el Estado de Veracruz, Municipio de San Gabriel de
Tezonapa, septiembre 2007 (Figura 3).

0 50 km

- Selva perennifolia y subperennifolia

Figura 3. Localizacion geografica del area de estudio. ElI Palmar, San Gabriel
de Tezonapa. Adaptado del mapa de vegetacion y uso del suelo,
Estado de Veracruz. Semarnat y Instituto Nacional de Ecologia.
2000.

5.3.2. Propiedades fisico-quimicas de las muestras de suelo

El analisis de las propiedades fisico-quimicas del suelo, fueron realizadas en el
laboratorio Central Universitario de la Universidad Auténoma Chapingo. El
porcentaje de Nitrégeno Total, fue determinado por arrastre de vapor (Kjeldahl),

El contenido de Fosforo fue determinado por el método de Bray P-1.
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5.3.3. Toma de muestras de raices y deteccidén de ausencia o presencia de
noédulos en Myroxylon balsamum

Myroxylon balsamum (L.) Harms es una leguminosa que no se sabe con
certeza si forma ndédulos, los dos unicos estudios reportados a cerca de la
formacion de nodulos son contradictorios. En esta parte de nuestro trabajo se
realizaron muestreos de raices de diversos arboles de M. balsamum en una
linea plantada en el arboretum del campo experimental el Palmar (CE) y en
remanentes de selvas altas y medianas subperenifolias, ubicadas a unos pocos

kilbmetros del campo experimental en su entorno natural.

5.3.3.1. Colectay observacion de raices en campo y laboratorio

Se eligieron al azar individuos de M. balsamum para realizar la colecta y
observacion de raices. Lo pronunciado de la pendiente y lo pedregoso del

terreno hizo dificil incluir a mas individuos.

En los individuos seleccionados, se procedid a realizar una excavacion
cuidadosa a lo largo de las raices secundarias con la finalidad de encontrar
raicillas jovenes, en los primeros 20 cm de profundidad. Se extrajeron muestras
de raices y se observaron detenidamente en el campo para detectar si existian
algun tipo de estructuras similares a los noédulos que presentan leguminosas
tropicales. Las muestras se guardaron en bolsas y se colocaron en una hielera
para su conservacion y traslado al laboratorio. También se colectaron muestras
de suelo rizosférico en los mismos arboles donde se colectaron las raices y se

guardaron junto con éstas para su traslado.

En el laboratorio las raices se lavaron cuidadosamente y se colocaron en un
microscopio estereoscopio para observar las estructuras que presentaban en su

superficie y se tomaron fotografias. Posteriormente con la ayuda de un bisturi
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se hicieron cortes en las estructuras redondeadas externas que presentaban las
raices, estos cortes se observaron también en el estereoscopio para detectar
posibles similitudes con los ndédulos redondos que presentan leguminosas

tropicales.

5.3.3.2. Aislamiento e identificacion de bacterias presentes en
protuberancias de raices de M. balsamum

Las protuberancias observadas en las raices colectadas fueron removidas junto
con un pequefio trozo de raiz con la ayuda de un bisturi, luego estas fueron
desinfectadas mediante inmersién en alcohol por 30 segundos, después de este
proceso el material de tejido se coloco en bicloruro de mercurio (HgClz) por 20

segundos (Anexo 9).

En cajas con medio extracto de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC)
(Anexo 11) se inoculd una pequefia cantidad de macerado, y se distribuy6 en la
caja por estria cruzada. Las cajas de petri se incubaron a 28°C por 4 dias,

realizando observaciones diarias.

5.3.3.3. Caracterizacion de la morfologia de cepas bacterianas

encontradas en raices de M. balsamum.

Una vez que crecieron colonias de bacterias en medio ELMARC, se determiné
la morfologia macroscopica (forma, color y tamafo). Mediante toma de
muestras en portaobjetos, tincibn y observacién en el microscopio, fue

determinada su morfologia microscépica y reaccion de Gram.

Para determinar la velocidad de crecimiento de las cepas en medio ELMARC,

se realizaron observaciones cada 24 horas. También se realizé la siembra por
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duplicado de cada una de las cepas en medio de leche tornasolada e

incubacién a 28 °C por 7 dias.

5.3.3.4. Variables de estudio

Las variables cualitativas en la caracterizacion de la morfologia de cepas
bacterianas encontradas en raices de M. balsamum fueron:

. Morfologia colonial (elevacién, forma y color).

. Morfologia microscopica (forma, color en prueba de tincion de Gram).

5.3.4. Bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno en M. balsamum

5.3.4.1. Colecta de suelo rizosférico de M. balsamum

Se tomaron muestras de 100 g de suelo rizosférico en arboles del entorno
natural (a1=entorno natural), y del campo experimental el Palmar (a2=campo
experimental). Las muestras de suelo fueron tomadas aproximadamente de los
primeros 20 centimetros de profundidad y colocadas en una hielera para

mantenerlas a temperaturas frescas durante el traslado a laboratorio.

5.3.4.2. Cuantificacion de bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno

Se pesaron 10 g de cada una de las muestras de suelo rizosférico y se
colocaron en botellas con 90 ml de agua destilada estéril, luego se realizaron
diluciones seriadas hasta la dilucién 10 y se distribuyeron en cajas de petri con

medio de Agar Nutriente para determinar las poblaciones de bacterias totales
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(Anexo 10) y con medio de Rennie para determinar las poblaciones de bacterias
fijadoras de nitrégeno (Anexo 8). Las cajas se incubaron a 28°C y entre los 4 y

5 dias se contaron el numero de colonias en los medios.
5.3.4.3. Andlisis estadistico

El analisis de las poblaciones de bacterias totales y bacterias fijadoras de
nitrégeno de vida libre, de muestras obtenidas en las dos areas de estudio

(entorno natural y campo experimental, fue realizado en base a T student.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Experimentos de germinacion con Myroxylon balsamum

6.1.1. Analisis de peso, contenido de humedad y viabilidad de la semilla

Un kilogramo contiene 107 frutos, con un peso promedio por fruto de 18.716 g;
mientras que un kilogramo contiene 733 semillas, con un peso promedio por

semilla de 1.41 g.

El contenido de humedad, base anhidra, presente en semillas a los diez dias
después de la colecta fue de 17.48%, y para las semillas almacenadas por 146
dias fue de 5.52%.

La semilla puede comportarse como ortodoxa (Salazar, 1999; De Carvalho et
al., 2006), razén por lo cual pueden ser secadas hasta alcanzar los niveles
obtenidos en la actual investigacion. El metabolismo de la semilla es llevado al
minimo, es decir, se indujo a un estado de reposo hasta brindarle condiciones
adecuadas de temperatura, humedad, luminosidad, y escarificacién para dar

inicio al proceso de germinacion.

A los diez dias de la cosecha el porcentaje de semillas viables fue de 89.29%,
mientras que a los 146 dias fue de 73.33%. El tiempo de almacenamiento y los

contenidos de humedad presentes en las semillas, afectaron poco la viabilidad.

El contenido de humedad al almacenar semillas de Myroxylon sp., es un factor
de importancia a considerar. De Carvalho et al. (2006), menciona que la

germinacién de semillas Myroxylon peruiferum, almacenadas por 90 dias a 5°C
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con 10.3% de humedad fue de (64%), mientras que con 31.5% de humedad,

almacenadas en las mismas condiciones de temperatura, la germinacion fue de

0%.

6.1.2. Germinacioén

6.1.2.1. Ensayo con escarificacion mecanica e intensidades de luz

Se obtuvieron diferencias significativas en el modelo y el factor escarificacion

(Anexo 1). Se observo la mejor germinacion al realizar escarificacion total hasta

descubrir al embrion (86.63%) y cuando fue realizado el corte longitudinal en

vista hilar (75.61%); mientras que la condicién en la que se obtuvo la menor

germinacioén fue aquella sin ningun tipo de escarificacion (12.83%), (Figura 4).

100.00 -
90.00 -
80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -
20.00 -
10.00 -

Germinacion (%)

0.00

Figura 4. Germinacion

a 86.63
a75.61
b 12.83
se cl ed

Escarificacion

de Myroxylon balsamum con escarificacion.

se=sin escarificar, cl=corte longitudinal y ed=embrion descubierto.
Régimen de temperatura 23/19. Las barras con diferente letra
tuvieron diferencias significativas (Tukey, p<0.05).
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Los resultados obtenidos, superan aquellas respuestas de germinacion en
semillas de M. balsamum con corte en la parte inferior e inmersion en agua por
un dia 59% (Salazar, 1999).

Souza y Valio (2001) encontraron respuestas similares de germinacion con
frutos de M. peruiferum sin escarificar puestos a germinar en ambiente natural

con poca luminosidad o bajo dosel (8.1%) y al borde del bosque (17.5%).

Cabe mencionar que la germinacién acumulada y energia germinativa es
reducida en numero de dias al realizar la escarificacion completa hasta dejar al

embrion descubierto totalmente con sombra y sin sombra.

Para altura y numero de hojas al momento del trasplante, se observaron
diferencias significativas en el modelo y para el factor escarificacion; mientras
que para diametro fue en el factor sombra (Anexo 3). La mayor altura y numero
de hojas, se obtuvieron cuando se realiz6 la escarificacion hasta descubrir al
embrién (5.70 cm y 8 hojas); mientras que la menor altura y numero de hojas
fue al realizar el corte longitudinal (3.64 cm y 4 hojas), (Figura 6). Al realizar la
prueba Tukey para el factor sombra en la variable diametro, el mayor fue con
0% de sombra (1.77 mm), y el menor didmetro fue con 70% de sombra (1.64

mm).
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Figura 6. Altura y numero de hojas al trasplante de M. balsamum al realizar
escarificacion.

6.1.2.2. Ensayo con intensidades de luz y regimenes de temperatura

No se encontraron diferencias significativas en el modelo y factores en estudio
(Anexo 2). Las diferentes condiciones de temperatura y luminosidad utilizadas
en el ensayo, pueden ser considerados factores externos que no limitaron dicho

proceso (Figura 7).

Figliolia (2006) encuentra que la germinacion de M. peruiferum no es afectada
por diferentes calidades de luz, sin embargo temperaturas alternas de 20°C-
30°C favorecieron a la obtencion de resultados mas equilibrados de

germinacion (66%).
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Figura 7. Promedios en la germinacion de Myroxylon balsamum, para las

combinaciones de los factores temperatura.

La germinacion acumulada y energia germinativa, es reducida en dias a medida

que aumenta la temperatura (Figura 8).
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Figura 8. Germinacién acumulada de semillas de Myroxylon balsamum, con dos
regimenes de temperatura.

6.2. Experimentos en invernadero

Caracteristicas fisico quimicas del sustrato

El promedio de tres analisis fisico — quimicos del sustrato utilizado, fueron los
siguientes: 0.32 % de nitrogeno total y contenidos de humedad en relacién a su
capacidad de campo de 53.58%. La fuente de material organico utilizado en el

sustrato (cachaza de cana de azucar y cascabillo de café).

52



6.2.2. Condicion de escarificacion de frutos de M. balsamum y
luminosidad

Con relacion a supervivencia al mes del trasplante, existieron diferencias
significativas para el factor sombra (Anexo 3). La supervivencia fue mayor
(100% de supervivencia) al exponer los arboles a menor irradiacion, mientras
que existio 75% de supervivencia en las condiciones de mayor irradiacion
(Figura 9). La irradiacion existente en laboratorio, del cual provenian las
plantulas, fue considerablemente menor a la existente en el ambiente externo,

en donde existe mayor exposicion a la luz natural.

120.00 -

a 100

100.00 -

80.00 - b 75

60.00 -
w70% de sombra

%0% de sombra

Supervivencia

40.00 -

20.00 -

0.00

Sombra

Figura 9. Supervivencia en vivero al mes del trasplante de M. balsamum en
invernadero con dos condiciones de luz.

6.2.3. Condiciones de escarificacion de frutos, luminosidad e
inoculacion con Azotobacter beijerinkii en invernadero

Se observaron significancias estadisticas en el factor escarificacién para la

variable numero de hojas a la cosecha (Anexo 4). El mayor numero de hojas fue
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cuando se realizé el corte longitudinal en vista hilar (62 hojas) y el menor

numero de hojas fue con embridon descubierto con 51 hojas (Figura 10).

70 -
a62

60 -
b 51
50 -

40 -

30 - OCorte longitudinal

Numero de hojas

20 - OEmbrion descubierto

10 -

Escarificacion

Figura 10. Numero de hojas a la cosecha de M. balsamum, con dos tipos de
escarificacion.

En la variable diametro de tallo a la cosecha, se observaron diferencias
significativas para el modelo. La interaccién que presentd mayor diametro, fue
al realizar el corte longitudinal con mayor irradiacion (3.50 mm); mientras que
los menores diametros fueron con embrion descubierto y 50% de sombra (2.91

mm), (Figura 11).

El mantener parte de la cubierta en corte longitudinal durante aproximadamente
tres meses hasta la descomposicion de la misma, al parecer tuvo un efecto de
proteccion en la base del cuello de la raiz, por lo que posiblemente pudo

favorecer el engrosamiento del mismo.
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Figura 11. Diametro a la cosecha en M. balsamum, Interaccion Sombra x
Escarificacion. (Tukey, p<0.05).

En el coeficiente de esbeltez, se observaron diferencias significativas en el
factor sombra (Anexo 5), el valor mayor, fue encontrado con 70 % de sombra
(6.55 cm mm™); mientras que el valor menor fue con 50% de sombra (5.65 cm
mm™"),(Figura 12). Los arboles que crecieron con menos sombra,
probablemente podran ser mas aptos en desarrollarse en ambientes con menor
humedad (Rodriguez, 2008).

En el parametro de crecimiento razon de area foliar, se observaron diferencias
significativas en el factor sombra (Anexo 5). Con 70% de sombra resulté el valor
mayor (12.86 mkg™), mientras que con 50% de sombra fue de 11.15 m? kg™
(Figura 12).
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Para la relacion PSA/PSS (Peso Seco Aéreo/Peso Seco Subterraneo) no se
observaron diferencias significativas, hallandose valores promedios de (3.51)
con 50% de sombra y de (3.55) con 70% de sombra. (Figura 12).

14.00 a12.86
12.00 b 11.15

10.00

8.00 M Esheltez

a6.95
5.00 b 5.65

Unidades

3 55 4PSA/PSS

400 3.51

2.00 mRAF

0.00

Sombra

Figura 12. indices de calidad y razén de area foliar en M. balsamum con
sombra.

No existieron diferencias significativas (p > 0.05) en las variables: Altura de
planta, area foliar, peso seco de raiz y follaje, y contenido de nitrdgeno en

sustrato, (Anexo 4).
La capacidad que tiene M. balsamum para establecerse en condiciones de baja

irradiacion, permitira ser incorporado desde las primeras etapas de desarrollo

en sistemas agroforestales de sombra.
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6.2.4. Poblacion de microorganismos fijadores de nitrégeno a los tres
meses de inocular Azotobacter beijerinkii en M. balsamum en
invernadero

A los tres meses de la inoculacion con A. beijerinkii en sustrato, existieron
diferencias significativas en el factor inoculacion y en la interaccion sombra x
inoculaciéon (Anexo 4). La interaccidon con mayor poblacion de microorganismos
filadores de nitrégeno, se observd con 70% de sombra y inoculacién (27 x 10°
unidades formadoras de colonias UFC por gramo de suelo seco); mientras que
la menor poblacién fue con 70% de sombra sin inoculacién (6 x 10° UFC por

gramo de suelo seco) Figura 13.
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Figura 13. Poblacion de bacterias fijadoras de nitrégeno a los tres meses de la
inoculacion con Azotobacter beijerinkii en M. balsamum en
invernadero.

En la variable contenido de nitrdgeno en el sustrato, no existieron diferencias
significativas (Anexo 4). Se observa que el contenido de nitrégeno total en el

tratamiento inoculado, en relacién a su testigo fue similar. Al parecer la continua
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disponibilidad de nitrégeno en el sustrato, posiblemente pudo haber inhibido la

capacidad de las bacterias de fijar nitrogeno (Gupta et al., 2006).

La habilidad de colonizar la rizésfera, esta relacionada en parte con la
naturaleza y cantidad de los exudados de las raices y edad de la planta
(Mrkovac’ki y Milic, 2001; Elkan, 1987). M. balsamum en las primeras etapas de
desarrollo, posee un sistema radicular escaso, por lo que la producciéon de

exudados posiblemente debid ser baja.

6.3. Estudio de lafijacion de nitrdgeno del material colectado en campo

6.3.1. Propiedades fisico-quimicas de las muestras de suelo

Algunas propiedades fisico — quimicas de las muestras de suelo poseen las
siguientes caracteristicas: En el campo experimental, la textura fue franco
arcilloso, 0.29% de nitrégeno total y 55.04% de humedad. Mientras que en el
entorno natural, la textura fue arcillosa, pH de 6.96, 0.40% de nitrégeno total y
74.21% de humedad.

6.3.2. Colectay observacion de raices de Myroxylon balsamum en campo
y laboratorio

M. balsamum, se encuentra clasificado dentro la sub familia Papilionoideae,
ampliamente conocida por la capacidad de nodular con Rhizobium
En la presente investigacion, en M. balsamum no se observaron el tipo de
nodulos caracteristicos de algunas leguminosas tropicales que presentan
nddulos redondos bien definidos, y que son representativos del tipo de nédulos
conocidos en muchas leguminosas herbaceas o arbustivas (por ejemplo frijol y
soya). Se observaron estructuras que sobresalian ligeramente de la superficie
de las raices, como pequefias protuberancias con un contorno curvo bien

definido; no obstante estuvieron presentes en todas las raices colectadas, tanto
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en el campo experimental como en el entorno natural (Cuadro 2). Sprent
(2007) sefiala que hay leguminosas que no forman nddulos, pero el rizobio
queda atrapado dentro de la raiz.

Cuadro 2. Caracteristicas generales de protuberancias extraidas de raices de
Myroxylon balsamum, en individuos del campo experimental y entorno natural.

Caracteristica de
Namero de Estado del )
Muestra raicesy
Individuo Individuo )
protuberancia
M1 EN 1 joven Primaria, gruesa
EN2, 2CE, Secundarias,
M2 adultos
3CE, 4CE Delgadas
EN2, 2CE, Secundarias,
M3 adultos
3CE, 4CE Delgadas
M4 EN 2 adulto Secundarias, gruesa

En laboratorio se hicieron cortes de tejido para observar el interior de las
protuberancias. El interior del tejido era de un color rosado tenue, lo que pudiera
indicar presencia de leghemoglobina, la proteina comunmente encontrada en
nodulos radicales; aunque no se hicieron pruebas para verificar si en verdad se

trataba de esta proteina.
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6.3.3. Aislamiento y morfologia de cepas bacterianas encontradas en

protuberancias de raices secundarias de Myroxylon balsamum

De las muestras de tejido se aislaron cepas de bacterias en el medio de

extracto de levadura manitol agar (ELMARC), Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracterizacion morfolégica colonial y microscopica de cepas
bacterianas aisladas de protuberancias de raices de Myroxylon balsamum (L.)
Harms. El Palmar, Veracruz.

Cepa Colonias Morfolqg|_a Tincion Leche tornasol Estado
microscoépica Gram
Sin cambio
Elevacion Color Forma O] (+) 0 I|ge(§1 Cambio acertada
y forma formacion | de color
de suero

M2R1 plana, rojas | bacilos cortos X X
circular

M2R3 plana, rojas | bacilos cortos X X
circular

M2R4 anvexa, rosa bacilos cortos X X X
circular

M2R5 anvexa, rosa bacilos poco x X X
circular alargados

M2R6 anvexa, rosa bacilos cortos X X X
circular

M3R1 anvexa, rosa bacilos cortos X X
circular | obscuro

M3R1 anvexa, rosa bacilos cortos X X
circular

M3R2 Co_nvexa. rosa bacilos cortos X X X
Circular

M3R2 anvexa, rosa bacilos cortos X X X
circular

M3R3 anvexa, rosa bacilos cortos X X
circular | obscura

M3R4 anvexa, rosa bacilos cortos X X X
circular

M3R4 anvexa, rosa bacilos cortos X X X
circular | obscura

Algunas cepas presentaron colonias caracteristicas de los Rizobios; colonias de

forma circular, elevacion convexa, tamafo de pequefas a medianas (2-4 mm,

aproximadamente), color rosa; el aparecimiento de las colonias fue visible a los
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3 0 4 dias después de la siembra, lo que sugiere que son cepas de crecimiento
rapido. Todas las cepas presentaron bacilos cortos Gram negativos, excepto
tres de ellas donde las bacterias eran alargadas; estas pruebas indican que las
cepas aisladas pertenecen a alguno de los géneros de rizobios que nodulan

leguminosas tropicales.

6.4. Aislamiento y cuantificacién de bacterias de vida libre fijadoras de
nitrogeno, en suelo rizosférico de M. balsamum

En el entorno natural, la poblacion de bacterias totales fue mayor que en el
campo experimental (o= <0.05). En relacion a la poblacion de bacterias
fijadoras de nitrogeno en suelo rizosférico de M. balsamum en las dos areas
de muestreo, solo se encontraron diferencias numéricas entre la poblacion en el
entorno natural (21 x 10° unidades formadoras de colonias UFC por gramo de
suelo seco) en relacion con la poblacion de bacterias en el campo experimental

(9 x 10° UFC por gramo de suelo seco), Cuadro 3.

El entorno natural, al ser un ambiente escasamente alterado, posee mayor
diversidad de organismos vegetales y microorganismos. Los residuos vegetales
incrementan la disponibilidad de residuos organicos en el suelo como fuente de

energia para los procesos de los microorganismos (Tilak et a., 2005).
La textura del suelo del entorno natural posee un mayor porcentaje de arcillas,

mantiene el contenido de humedad adecuado para la vida de diversos

microorganismos incluidos los fijadores de nitrogeno, (Davet, 2004).
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Cuadro 4. Poblaciones de bacterias totales y fijjadoras de nitrogeno en suelo
rizosferico de Myroxylon balsamum (L.) Harms, en dos areas de muestreo.
Tezonapa, Veracruz.

Bacterias fijadoras
de nitrégeno
UFCX10%g de suelo

) Bacterias totales
Area de muestreo UFCX10%g de suelo

seco
seco
Entorno Natural 275 21
Campo Experimental 21 9
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VII. CONCLUSIONES

La germinacidn potencial y energia germinativa y desarrollo inicial en altura y
numero de hojas en Myroxylon balsamum en condiciones controladas de
laboratorio fueron favorecidas al realizar la escarificacion mecanica del fruto
hasta dejar el embrion descubierto, al realizar el corte longitudinal en vista hilar,
también fue favorecida la germinacion potencial pero al cabo de un tiempo

mayor.

La mayor luminosidad a la que fueron sometidas las plantulas en laboratorio
incrementd el diametro de tallo. No hubo diferencias significativas con los
regimenes de temperatura; sin embargo con 27/23°C la energia germinativa fue

en un tiempo menor.

Al finalizar el experimento en invernadero los arboles de M. balsamum
presentaron mejor desarrollo inicial en numero de hojas al realizar la
escarificacion del fruto con corte longitudinal en vista hilar; hubo efecto de la
interaccion corte longitudinal con 50% de sombra en diametro de tallo. El
coeficiente de esbeltez fue menor con 50% de sombra lo cual indica arboles
aptos para desarrollarse en un ambiente con menor humedad. La supervivencia
y razén de area foliar fue mayor con 70% de sombra, respuesta caracteristica
de la especie al crecer en ambientes con baja luminosidad. La inoculacién con
Azotobacter beijerinkii no presentd un efecto directo sobre las variables e

indices morfolégicos .

Las muestras de raiz indican que M. balsamum posee estructuras similares a
nodulos, y el analisis microbiolégico del contenido sugiere que las bacterias

encontradas son rizobios.

La poblacién de bacterias totales y bacterias fijadoras de nitrdgeno en suelo

rizosférico de Myroxylon balsamum, fue mayor en el entorno natural.
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[ll. ANEXOS

Anexo 1. Significancia de los factores sombra y escarificacion.

Fuente de Variacion Gl P
Modelo 5 <.0001 *
Sombra (S) 1 0.0751
Escarificacion E 2 <.0001
S xE 2 0.5615
Bloques 4 0.5479
Error 24
Total 29
C.V. 29.46

Anexo 2. Significancia de factores individuales e interaccion.

Factor o interaccion de factor Gl P
Sombra (S) 1 0.7755
Temperatura (T) 1 0.5678

SxT 1 0.2246




Anexo 3. Significancia de los factores sombra y escarificacion.

Numero Altura
hojas (cm)
Varigoion 1 F P F P

Modelo 3 5095 0.0254* 26.29  <.0005*
Sombra (S) 1 1.32 0.2941 1.46 0.2727
Escarificacion 1 26.75 0.0021* 127.81 <.0001*
Bloques 0.59 0.5825 0.22 0.8075
S xE 1 048 0.5156 1.73 0.2359
Error 8

Total 1

C.V. 18.0196 6.7581
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7.

Anexo 4. Significancia de los factores sombra, escarificacion e inoculacion, y su interaccion a la cosecha de
Myroxylon balsamum.

Area foliar Bacterias Nitrégeno
) i Peso Aéreo 5
Hojas Altura Peso raiz (cm®) (UFC) sustrato
. PSA (9)
(nimero) (cm) @) (%)
Fuente de F P>F F P>F F P>F F P>F
L gl F P>F F P>F F P>F
Variacion
Modelo 7 1.01 04713 0.75 0.6317 1.15 0.3808 0.82 0.5879 041 0.8799 205 0.1101 0.68 0.6398
Sombra (S) 1 0.22 0.6431 0.98 0.3363 0.88 0.3625 0.46 0.5048 0.22 0.6453 0.51 0.4865
Escarificacion (E) 1 5.16 0.0382* 0.88 0.3614 4.04 0.0606 2.15 0.1609 1.15 0.2986 0.09 0.7730
Inoculacion (1) 1 065 04321 0.06 0.8070 0.03 0.8680 045 0.5099 0.18 0.6787 8.29 0.0121*
Bloques 2 091 0.4244 0.35 0.7096 0.74 0.4931 0.32 0.7308 0.24 0.7912 0.00 0.9969 0.14 0.8731
S xE 1 0.00 0.9927 0.64 0.4333 2.69 0.1190 1.11 0.3070 0.71 0.4106 1.10 0.3107
Sxl 1 0.00 0.9782 0.62 0.4406 0.00 0.9879 0.34 0.5680 0.42 0.5242 552 0.0329*
Exl 1 0.21 0.6561 0.04 0.8365 0.08 0.7742 0.25 0.6237 0.06 0.8100 1.01 0.3298
Error 16
Total 23
C.v. 19.6157 17.580 30.7966 33.4870 33.1149 64.4929 33.8449




Anexo 5. Significancia en indices de calidad y parametro de crecimiento RFA para Myroxylon balsamum en

invernadero.

Esbeltez PSA/PSS

(cm/mm) 997
Fuente de Variacion gl F P>F F P>F
Modelo 7 1.30 0.3156 1.07 0.4327
Sombra (S) 1 842 0.0109 0.02 0.8814
Escarificacion (E) 1 0.09 0.7742 0.45 0.521
Inoculacién (1) 1 021 0.6571 1.55 0.2326
Bloque 2 0.07 0.9369 0.29 0.7496
S xXE 1 054 0.4725 0.69 0.4186
Sxl 1 0.46 0.5081 215 0.1635
Exl 1 0.54 0.4725 3.11 0.0983
Error 16
Total 23

C.V. 12.4812 15.1554




Anexo 7. Medio Ashby — Manitol para el crecimiento de

Azotobacter beijerinkii.

MEDIO ASHBY — MANITOL
REACTIVO CANTIDAD g/L

Manitol 20.0

K,HPO, 0.20
MgSO,-7H,0 0.20

CaCO; 5.0

NaCl 0.20

K>SO, 0.10

Agar 15.0

pH 7.4 t 0.2

Anexo 8. Medio Rennie (1981) o carbén combinado para el crecimiento

de bacterias diazotroéficas

MEDIO RENNIE O CARBON COMBINADO
REACTIVO CANTIDAD g/L
Solucién A
Manitol (Azotobacter) 5.0
KoHPO, 0.80
KH,PO4 0.20
NaCl 0.10
NaFeEDTA 0.028
Na,Mo0O,, 2H,0 0.025
Agar 15.0
Extracto de levadura 0.025
Sacarosa (Azospirillum) 5.0
Lactato de Sodio 60%v/v 0.5
Agua destilada 900 mL

76



Anexo 9. Solucién de bicloruro de mercurio HgCl, al 0.1% para
desinfeccion de protuberancias de raices de M. balsamum

SOLUCION DE HgCl, al 0.1%

REACTIVO CANTIDAD g/L
HgCl, 1.0
HCI 5.0

Anexo 10. Medio Agar Nutriente para el crecimiento de bacterias totales
(Wollum, 1982)

MEDIO AGAR NUTRIENTE
REACTIVO CANTIDAD g/L
Peptona 5.0
Extracto de carne 3.0
Agar 15.0
Agua destilada 1L
pH 7.0

A: La solucién de biotina y acido aminobenzoico fueron esterilizadas por 15
min a 15 atmdsferas de presion.

B: Se colocan al medio estéril en la camara de flujo laminar.

Anexo 11. Medio Extracto de levadura manitol agar rojo congo (ELMARC)
para el crecimiento de Rhizobium sp.

MEDIO ELMARC
REACTIVO CANTIDAD g/L
Manitol 9.0
KoHPO, 1.0
MgSO, 7H.0O 0.18
NaCl 0.20
Extracto de levadura 1.5
Agar 15.0
Rojo Congo 1:400 10 ml
pH 7.0
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