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RESUMEN

Con el fin de probar la efectividad de dos inoculantes microbianos (aislados a partir
de raicillas de mangle rojo y negro) en el crecimiento y establecimiento de plantulas
de mangle y de patilla, se realizaron cuatro pruebas en campo en San Andres Isla,
Colombia. Se aplicaron dichos inoculantes en: propagulos de Avicennia germinans
colectados en un area de manglar y sembrados en rnacetas sobre sustrato solarizado
(con el fin de disminuir la carga microbiana), plantulas de A. germinans y Rhizophora
mangle colectadas en cercanfa de arboles sernilleros, plantulas de A. germinans y R.
mangle sembradas y mantenidas en vivero y en semillas de patilla (Citrullus vulgaris)
sembradas en un cultivo libre de fertilizantes qufmicos. Las variables tomadas como
indicativo de crecimiento y desarrollo vegetal fueron: numero de nodos, numero de
hojas y longitud del tallo. Los inoculantes (microorganismos solubilizadores de fosfa-
tos -MSF- y bacterias fijadoras de nitr6geno -BFN-) se aplicaron en el material vegetal
mencionado, efectuando mediciones durante tres meses. Los resultados muestran un
efecto positivo de estimulaci6n de crecimiento medido en longitud del tallo en las
plantas tratadas con los inoculantes, especfflcamente en patilla y propagulos de A.
germinans mantenidos en vivero.

Palabras clave: manglares, microorganismos promotores de crecirniento vegetal, res-
tauracion, biofer-tilizantes, solubilizadores de fosfato, fijadores de nitr6geno.
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ABSTRACT

In order to test the effect of two microbial inoculants (obtained from red and black
mangrove roots) on the growth and stability of mangrove and watermelon plants,
four treatments were carried out in San Andres Island, Colombia. The treatments
consisted in the application of the inoculants in: A. germinans propagules collected in
a mangrove area, and then individually planted in gavels with sun-pasteurized soil
(in order to decrease the microbial load), A. germinans and R. mangle plants collected
in the proximity of nursery trees, A. germinans and R. mangle planted and maintained in
nursery, and in Citrullus vulgaris seeds planted in a traditional cultivar without chemical
fertilizers. The growth and vegetative development variables were: number of nodes,
number ofleaves and steam length. The inoculants (phosphate solubilizing microor-
ganisms -PSM- and nitrogen fixing bacteria -NFB-) were applied in the mentioned
vegetable material, doing measures during three months. The results show a positive
effect on growth measured by steam length in plants treated specifically with the
inoculants in C vulgaris and A. germinans seedlings maintained in nursery.

Key words: Mangroves, Plant Growth Promoting Microorganisms, Restoration,
Biofertilizers.

INTRODUCCION

Los manglares son ecosistemas de zonas litorales tropicales y subtropicales compues-
tos por varias especies de arboles y arbustos dominantes, donde las especies mas abun-
dantes en Colombia son Rhizophora mangle (mangle rojo) y Avicennia germinans (mangle
negro) las cuales esran adaptadas a aguas salobres y suelos fangosos deficienres en oxl-
geno (Sanchez et 01., 2000). La irnportancia de estos ecosistemas radica en que alber-
gan gran diversidad de microorganismos e invertebrados en sus sedimentos y son lugar
de cna, refugio y zona de alimentacion de peces, moluscos, tunicados, poliquetos, al-
gas, crusraceos y aves. De estos ecosisremas dependen diferenres especies de peces
para su desarrollo y maduracion, as! como muchas especies de camarones de impor-
rancta comercial que pasan parte de su estado juvenil dentro del manglar. Los mangla-
res son sistemas alrarnenre productivos y se considera que exportan materia y energla
a ecosistemas adyacentes (Holguin et 0/., 2001; Sanchez et 0/., 2000). Sin embargo, el
impacto que han generado actividades humanas tales como alteraci6n de flujos hldri-
cos, turismo, construcciones civiles, contaminaci6n y sobreexplotacion, han provo-
cado un estado enrico en los manglares alrededor del mundo y del Caribe colombiano
(Sanchez et 0/.,2000; Alongi, 2002). Cerca de 40.000 ha de manglar en el Caribe co-
lombiano han sido alteradas y deterioradas, al punto de perder su arbolado y en la
actualidad, se presentan como zonas de alta salinidad con componentes faurnsticos
bastante disminuidos (Polanfa etal., 2001).

Dentro de las estrategias para la restauraci6n de los manglares en Colombia se ha en-
conn-ado que €I mejor rnetodo para repoblar zonas deterioradas es el de transplante
de plantulas germinadas y mantenidas por un tiempo (2-4 meses) en vivero, en donde
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se ha sugerido que las razones principales de la efectividad son la consolidacion de un
sistema radicular capaz de soportar las condiciones propias de [a costa y un mejor
estado fitosanitario en las plantas germinadas en vivero (Cari6n y Rodriguez, 1994;
Chan, 1995; Guevara, 1998; Rodriguez, 1998; Sanchez et ai., 2000).

De otro lado, la participaci6n de microorganismos en el funcionamiento y transfer-
macion de nutrientes dentro de los ecosisternas de manglar ha side bien documentada
por Holguin et al. (1992,2001) YVazquez et al. (2000), quienes han aislado yaplicado
microorganismos obtenidos de rizosfera de mangle en plantvlas de mangle, obrenien-
do un aurnento en la incorporacion de nitr6geno foliar, siendo atin mayor al inocular
una mezcla del microorganismo solcbilizador de fosfatos (MSF) Bacillus licheniformis y
la bacteria fijadora de nitr6geno (BFN) Phyllobacterium sp. La aplicacicn de microorga-
nismos promotores de crecirnienro vegetal (MPCV) en plantulas de mangle, representa
una alternativa adicional de mejoramiemo con respecto a las tecnicas ya utilizadas de
restauraci6n de ecosistemas de mangle, ya que permiten mejorar la sanidad de las
plantulas, aumentar el aporte de nutrientes y fortalecer su sistema radicular, 10cual re-
sulta uti! en e! establecirnienro de manglares artificiales en zonas deterioradas por de-
forestacion. Adicionalmenre, se ha demostrado que estes microorganismos son utiles
en el aumento de la producrividad de plantas de inreres comercial (Vanegas, 2004)
y por 10 tanto podrian suplir las deficiencias de nutrientes de forma eficienre de culti-
vos estracegicos que deben crecer en suelos salines como la patil!a 0 sandra (Citrullus
vulgaris), fruta cucurbitacea muy comercializada en el mercado islefio, con una pro-
ducci6n de 231 toneladas en 17,1 hectareas para el ano 2001 en la isla de San Andres
(Secretaria de Agricultura, 2001). El objetivo del presente trabajo fue establecer e! efec-
to de la aplicaci6n de microorganismos aislados de riz6sfera de manglar, con actividad
fijadora de nitr6geno y solubilizadora de fosfatos comprobada previa mente in vitro
(Vanegas et al., en prensa), sobre el crecimiento de planrulas de mangle (A. germinans
yR. mangle) y perilla (Citrullus vulgaris), relacionando los resultados obtenidos con e! po-
tencial biotecnol6gico de los inoculances en procesos de restauraci6n, reforestaci6n
y uso como biofertilizances.

METODOS

ZONA DE MUESTREO

Tanto los microorganismos rizosfericos como el material vegetal se obtuvieron a par-
tir de zonas de manglares en San Andres Isla, Colombia. La isla abarca 25 km2

, esta
situada al oeste del mar Caribe, a 800 km de la costa colombiana y 150 km de la de
Nicaragua y se encuentra entre los 12°29' y 12°36' latitud norte y 81 °41' Y81 °43'
longitud oeste (IGAC, 1986; Fig. 1). La zona de muestreo se encuentra descrita en
detalle en Vanegas (2004). La extracci6n de material vegetal se hjzo en el manglar de
Bahia Hooker de 34,4 ha, descrito como manglar de borde, cuyas especies mas im-
portances son R. mangle distribuida hacia la franja exterior del lado de la costa, A.
germinans hacia la parte mas alejada de la costa y Laguncularia racemosa de ubicaci6n
intermedia entre las otras dos especies (Buitrago y Cuartas, 2003).
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Figura 1. Localizaci6n de la isla de San Andres y los manglares de muestreo.

INOCULANTES MICROBIANOS

Los microorganismos que se utilizaran para los ensayos de inoculaei6n en el presente
estudio, fueron aislados en e! Laboratorio de Microbiologia del Suelo del Departa-
mento de Biologfa de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota, a partir de
raicillas de 1 em de planrulas de R. mangle y A. germinans lavadas can agua de mar este-
ril e incubadas a 30° C par siete dtas en medias selectivos para cad a grupo funcional.
Para su aislamiento y evaluaci6n de la actividad fijadora de nitr6geno se sigui6 la me-
rodologfa propuesta por Holguin et 01. (1992). Con el grupo de solubilizadores de fos-
fato se desarrollo la merodologta propuesta por Vazquez et al. (2000). La caracreriaa-
cion y evaluaci6n de la actividad de los microorganismos se encuentra consignada en
Vanegas (2004) y Galindo (2005). Las cepas con mayor actividad fijadora de nitro-
gena (Azotobacter vinelandii) y solubilizaci6n de fosfato (cepa BSF2 can identificaci6n
presuntiva: Aquaspirillum sp. y Penicillium sp.) en pruebas in vitro, fueron seleccionadas
para lIevar a cabo las pruebas de creeimiento vegetal. Se realize la estandarizacion de
condiciones optimas de crecimiento de los microorganismos mediante la evaluaci6n
del efecto de facto res fisicoqufrnicos y cinetica de crecirniento can el fin de obtener
informacion previa del comportamiento de las cepas para establecer las condiciones
de fermentacion. (Valencia, 2004), as! como pruebas cualirativas de antagonismo
entre los rres microorganismas mediante la recnica de enfrentamiento (Madigan et al.,
2000) para deterrninar posibles efectos de inhibicion del creeimiento entre las cepas.
Posteriormenre, se procedio a la obcencion de inoculantes microbianos de la siguiente
manera: A. vinelandii (extracto de levadura 4 giL, NaCI 1g/L, KH,PO, 4 giL, pH 7),
BSF2 (caldo nutritivo 8 giL, pH 8), Penicillium sp. (extracto de malta 10 giL pH 6). EI
volumen de fermentaci6n fue de 1 Len condiciones de agitacion constante a 180 rpm
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por 24 horas. Estos inoculances se envasaron asepricamenre en recipientes de vidrio co-
lor am bar, herrnericarnente sellados y se mantuvieron en condiciones de refrigeraci6n
hasta el momento de su aplicaci6n. Se efectu6 control de pureza mediante siembra en
agar papa dextrosa para Penicillium sp., en agar nutritivo para la bacteria solubilizadora
BSF2 y A. vinelandii. Para los ensayos de campo en San Andres isla, se utilizaron dos ti-
pos de inoculantes: 1) BFN (A. vinelandii); 2) MSF (Penicillium sp. y BSF2), cad a uno fer-
mentado independientemente con una concenrracion de 108 ufcjmL y mezclado en el
momento de la aplicacion en igual proporci6n.

ExPERIMENTOS CON pLANTULAS

Inoculaci6n de plantulas de A. germinans y R. mangle bajo condiciones de vivero. Se co-
lectaron propagulos de A. germinans y R. mangle en el manglar de bahfa Hooker y se
sembraron durante el mes de octubre de 2003 en maceras de capacidad aproximada
de 0,015 m', conteniendo un sustrato consistence de 25 partes de suelo comercial
(provenience de un vivera de la isla), par seis partes de arena, regadas con agua dulce
tres veces y una vez con agua de mar (diluida al 50% con agua dulce), cad a seman a y
se mantuvieron en la sombra con radiacion solar directa en las mananas hasta el dfa
de la inoculaci6n. A partir del quinto mes de siembra se mantuvieron 60 plantulas con
riego en manana y tarde con el agua de mar diluida una vez par semana. AI cumplirse
el sexto mes de siembra se aplicaron 10 mL de cada uno de los in6culos microbianos
(MSF y BFN) a una distancia de 10 em del tallo can ayuda de una jeringa: se regis-
traron durante tres meses datos de altura, numero de hojas y numero de nod os. La
altura se midi6 desde el anillo cotiledonar basta el final del tallo (base de la yema api-
cal principal) en R. mangle y en A. germinans desde el primer nodo (correspondiente al
anillo cotiledonar), hasta la base de la yema apical de la rama principal. EI numero
de nodos se rnidio en la rama principal y en las ramificaciones (regisrrando el numero
total de nodos por plantula ).

Inoculaci6n de prcpagulos de A. germinans bajo condiciones de vivero. Para disminuir la
carga microbiana del sustraro utilizado en este experimento, con alteracion minima de
sus condiciones naturales (Holguin, comunicaci6n personal), este fue sornetido a sola-
rizaci6n durante dos semanas: 200 kg de cieno extraido del manglar de bahfa Hooker
se extendieron sobre plastico negro de 1 x 2 m, se humedeci6 y se cubri6 can otro phis-
tico de igual camano. Este suelo se pulverize al cabo de dos semanas y se conserve
en lonas esteriles maximo por un dfa antes de ser utilizado. Los tratamientos a 105 que
no se les aplic6 inoculances se denominaron arbitrariamente control positive (sustrato
solarizado) y negative (sustrato no solarizado). 80 prcpegulos de A. germinans colectados
en el manglar de bahta Hoocker en buen estado fitosanitario, se lavaron con agua de
mar y se mantuvieron can abundante agua destilada hasta el siguiente dfa cuando se
sembraron los propagulos en cinco grupos, cada uno can 12 replicas: i) inoculados
con MSF, sobre sustrato solarizado; ii) inoculados con A. vinelandii, sobre sustrato
solarizado; iii) inoculados con la mezcla de A. vinelandii. y MSF, sobre sustrato solari-
zado; iv) control positivo, que consisti6 en sustrato solarizado, sin inoculacion alguna;
v) control negativo, con sustrato no solarizado, sin inoculaci6n. Los inoculantes se
aplil;aron asepticamente a los propagulos antes de ser sembrados, sumergiendo los
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propagulos en las suspensiones bacterianas respectivas durante 2 h en matraces de 100
mL (Holguin, comunicaci6n personal). EIsustrato se prepare con arena de playa y cieno
(50:50; sensu Ulloa et a!., 1998). Las plantulas sembradas se mantuvieron con riego
de agua duke diario y agua de mar diluida al 50% una vez por semana, registrando
semanalmente los datos de germinaci6n y mortalidad de las plantulas.

Establecimiento de planrulas silvestres de A. germinans y R. mangle a partir de colectas
cerca de arboles semilleros. Se extrajeron 60 plantulas de A. germinans con bola de suelo
mediante tubas de plasrico de 5,1 em de diametro y 60 em de longitud, enterrandolos
de 15 a 20 em can la plantula centrada. Can una pala de jardinerfa se corte el pan de
tierra y se extrajo el tuba. Luego se coloco todo el conjunto sobre la boca de una bolsa
de 20 x 8 em yean la ayuda de una pala, se empuj6 el pan de tierra hacia fa bolsa. Las
planrulas se mantuvieron en vivero con riego diario can agua de mar diluida al 50% y luz
solar natural, permitiendo la consolidacion del pan de tierra. Luego de 30 dfas, se sem-
braron las planrulas a 1 m de distancia una de la otra, en suelo firrne (Sanchez et at.,
2000), en terrenos del colegio CEMED, al sur de [a isla, en donde se suministr6 riego
cad a dos dlas can agua salobre. En el momenta de la siembra se aplicaron 10 mL de los
inoculantes (MSF y BFN) can jeringa en cad a bola de tierra. De la misma manera, se
extrajeron y sembraron plantulas de R. mangle separandolas 1 m para individuos del mis-
mo tratarnienro y con un periodo previo de permanencia en vivero de ocho dias, tenien-
do en cuenta que el tubo utilizado para la extracci6n fue de cinco pulgadas y tenia incor-
porada la balsa, con el fin de evitar el maltrato de las rarces al trasplantar la plantula.
Semanalmeme y par espacio de tres meses, se realizaron mediciones de crecimienro y
mortalidad, manteniendo las plantulas con riego de agua salobre cad a dos dras.

Tratamientos sobre plantas de patilla (C vulgaris) en cultivo tradicional. Semillas de
patilla (C vulgaris), lavadas can abundante agua esteril durante 15 min, se sumergie-
ron en 50 mL de cad a in6culo microbiano (MSF YBFN) durante 2 h antes de la siem-
bra. Cada grupo de semillas se sembr6 por separado en terrenos agrfcolas del sur de
la isla (Elsy Bar, South End), empleando tres semillas por hoyo en un cultivo que es
alternado con yuca (Manihot sculenta) y flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), en parcelas
de 9 x 9 m. Una vez germinadas, se registraron datos de crecimiento de la planta de
mayor camano de cad a hoyo, aSI como porcentaje de germinaci6n y mortalidad du-
rante la fase vegetativa. Se efectu6 riego mlnimo (dos veces par semana can agua dul-
ce) durante los tres meses de duraci6n del experimento.

Tratamiento esradfsrico. Se registraron tasas de crecimiento mensual para las plantas
de mangle y diario para las de patilla, utilizando la ultima y primera lectura de cada
variable para cad a planta y el numero de dfas 0 meses trascurridos. Con el fin de de-
terminardiferencias entre tratamientos para las tres variables medidas (altura 0 longi-
rud del tallo, numero de hojas y numero de nodos), se apfic6 un diseno ANDEVA
(anal isis de varianza) a una via de c1asificaci6n, en donde el factor fue el inoculanre
con cuatro niveles: MSF, BFN, mezcla MSF+BFN y control sin tratamienro. Las medias
de los tratamientos fueron separadas usando LSD (minima diferencia significativa) a
una p<O,OS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

INOCULACI6N DE PLA.NTULAS D~ MANGLE Y SU DESARROLLO EN VIVERO

EI mayor incremento en altura se dio en las plantas de A. germinans con la mezcla de
inoculantes (4,4 ± 5,6 ern/rues} y el menor incremento fue registrado para el trata-
miento MSF con 2 ± 1,4 cm/mes. La mayor producci6n en nvmerc de hojas la presen-
taron los traramientos BFN y control can 0,9 hojas/mes, mientras que el tratarniento
MSF present6 el menor valor (0,7 ± 0,7 hojas/mes]. EI incremento en numero de no-
dos no super6 los 1,2 nodos/rnes para ningun tratamiento, obreniendo el men or va-
lor para el control con 0,7 ± 0,7 nodos/rnes. Los cam bios en el parametro altura fue-
ron menores para plantulas de R. mangle, encontrando que el control registr6 0,8 ±
0,8 em/rues y fue mlnimo para la mezcla (0,3 ± 1,5 ern/rues, Tabla 1). Lo anterior se
podrfa explicar en parte por la perdida de hojas en la zona apical de las planrulas, con
el consecuente retono en nodos basales (presuntamente y sin comprobaci6n, par
deficiencias en micronutrientes en el sustrato ) y la c1orosis intervenal en hojas jovenes,
algunas can necrosis en la yema apical y bordes de la hoja, srnromas de deficiencia de
calcio y manganeso (Salisbury y Ross, 1992).

Tratamiento Numero
de plantulas

. .. ,.., ..
Cambiojmes

........'''Ai"t~;~'(~'~5
Numero

................~.~~.~j.~ , .
;

......: ·..b~9..·±·..6)~ ·,..;:Ct'6;K··
0,8± 1,2 1,1 ±O,5
0,9 ± 0,7 0,7 ± 0,4

Ncrnero
de nodosi

; ········A'.··ge·'mTnans ~ ..
··········BFN···············,

Mezcla
L Control

.......··..--k ..·man~(~.:::........"'~"_""
MSF
BFN
Mezcla
Control

'1'2 ·if;'·..·±·"i;6·

12 4,4 ± 5,6

12 3,6 ± 2,2 ...!
................!....

1,0±3,8
1,1 ± 1,3
1,5±2,8

............ .1 g.~~.",±..,g,'.~.

..............•..•........... j .

10
10
10
10

........ j.... . \,";'6·':1""2)5" 0,4 ± 1,1

......:~~:~:,~Jii;;:I
Tabla 1. Tasas de crecirniento en plantulas de A. germinans y R. mangle inoculadas con tres diferentes
tratamientos microbianos y un control sin tratamiento, registrados durante tres meses (marzo-ju-
nio/2004) en San Andres Isla, Colombia. Se presentan valores promedio de al menos 10 replicas con
sus respectivas desviaciones estandar. Los valores negatives indican perdida de hojas. AI aplicar la
prueba LSDno se obtuvieron grupos con diferencias estadrsricarnenre significativas (p > 0,05; todos
pertenecieron al grupo A). BFN: Bacteria fijadora de nicrcgeno: MSF: Microorganismos solubilizado-
res de fosfatos; Mezcla: BFN+MSF.

Para las tres variables medidas, excepto en la variable numero de hojas con el tratarnien-
to mezcla para A. germinans y numero de nodos en BFN para R. mangle (donde el trata-
miento fue menor al control), el control se mantuvo par debajo de los tratamientos
mezcla y BFN en las dos especies de mangle durante las mediciones semanales. Dadas
las condiciones de vivero, los resultados para las plantas de A. germinans tratadas can
MSF pudieron verse posiblemente afectados por el ataque de una larva de un dfptero
no identificado que consumi6 el interior de algunas hojas j6venes, as! como el ataque
de hom6pteros sabre toda la parte emergida de algunas de las plantas de mayor porte.
Este tipo de plagas han afectado experimentos similares en manglar, como 10 expone
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Elster (2000), cuyas tasas de rnorralidad aumentaron en A. germinans y L. racemosa a cau-
sa de la polillajunonia evarete. Debido a que solarnente este tratamiento fue afectado por
estes flroparogenos, se decidio excluirlo del anal isis estadtstico y de los resultados ex-
puesros en la tabla 1, ya que esto pudo haber afectado considerablememe los resulta-
dos incluyendo un factor mas de variabilidad que no se presenrc en los dernas trata-
mientos, 10cual imposibilita la comparaci6n. A los 82 dfas de iniciado el experimento
no se encontraron diferencias significativas, ni grupos estadtsticos diferenciales segun
el anal isis de varianza y la prueba de LSD respectivarnente, para ninguna de las varia-
bles (Tabla 1). La aplicacion de microorganismos rizosfericos en este punto del creel-
miento vegetal y bajo estas condiciones, a! parecer no tuvo efecto en el desarrollo.
Cabe resaltar que los datos de la tabla 1 muestran valores altos de desviacion estan-
dar, 10que puede ser explicado por la alta variabilidad genetics intraespedfica refleja-
da en los procesos fisiologicos relacionados con el crecimiento de las diferentes
especies de manglares (Kathiresan y Bingham, 2001); valores igualmeme variables de
crecimiento se han documentado en experimentos de reforesracion de manglares co-
lombianos, con desviaciones estandar que superan el promedio, aun utilizando gran-
des camanos de muestras (entre 100 y 300 plantulas ), tal como 10 expone Elster
(2000). Adicionalmente, el muestreo fue realizado de forma aleatoria en e! campo y
los propagulos no provenfan tcdos de un mismo arbol; la naturaleza misma del expe-
rimento a campo abierto, conlleva una alta variabilidad.

INOCULACI6N DE PRopAGULOS DE A. germinans Y CULTIVADOS BAJO CONDICIONES

DE VIVERO

Los propagulos sembrados en sustrato no solarizado (control negarivo) presentaron
mayor porcentaje de mortalidad con respecto a los demas tratamientos, alcanzando
un valor de 75% de propaguJos muertos freme a 25, 33, 50 Y58% en los tratamienws
con MSF, mezcla, BFN y control positivo, respectivamenre. AI respecto, Ulloa et 01.
(1998) registraron mortalidades relativamente bajas para esta especie (33% a los 94
dfas de siembra en vivero), con valores similares a los obtenidos en los tratamiemos
con inoculantes del preseme trabajo, mientras que Elster (2000) obtuvo altas morta-
lidades en siembra directa sin fase de vivero (100%); por 10 tanto los resultados pre-
semados sugieren que posiblememe esta sea la forma (vivero) mas eficiente de man-
tener propagulos de A. germinans. Los mismos autores exponen que la principal causa
de mortalidad de plamulas de mangle son fitopat6genos ocasionales. Este hecho
puede cobrar relevancia en el caso particular de San Andres, donde los manglares pre·
seman notable grado de deterioro (Polanfa, comunicacion personal), hecho que los
hace mas vulnerables al ataque de pat6genos como bacterias, hongos, virus e insectos
(Alongi, 2002), 10 que aumentarfa la tasa de mortalidad, como se evidencio en los
resultados del tratamiento con suelo no solarizado con su carga microbiana nativa
normal. Se observaron diferencias significativas en la altura final de las plantas
tratadas con inoculantes (Tabla 2). La prueba LSD separo en dos grupos estadfsticos
diferentes a los comroles y a los tratamientos con inoculante: a los 77 dfas la altura
promedio de las plantas con inoeulanres akanzo valores de hasta 13,2 ± 4,8 em con
mezda, mientras que los valores mas bajos se presentaron en los tratamientos control
positivo y negativo, can 10,8 ± 4,2 cm y 5,9 ± 1,6 em, respeetivamenre. Esws valores
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ponen en evidencia un aumento de la tasa de crecimiento de las plantas tratadas can
inoculantes y en aquellas can suelo solarizado. EI establecirniento de propagulos
(entendido como supervivencia, crecimiento y desarrollo de un sistema foliar y radicu-
lar) en el tiempo evaluado, fue mas rapido con MSF (9 propagulos 177 dras), mientras
que el menor fue el control negativo (3 propagulos/Z? dias).

Nemero
individu (%) altura final (em)
sern

BFN 12 50
M5F 12 25

MSF + BFN 12 33
+

12 75
Tabla 2. Efeeto de los tratamienros mierobianos sobre la supervivencia, establecimienro y creci-
miento de propagulos de A. germinans inoculados y dos controles no inoculados: susc-aco solarizado
(+) y sin solarizar (-), durante 77 dras (marzo-junio/2004) en San Andres, Isla. BFN: Bacteria fijadora
de nitr6geno; MSF: Microorganismos solubilizadores de fosfatos: Mezcla: BFN+MSF. Las lecras en
mayuscula indican grupos con diferencias estadfsticamente significativas segun LSD (p<O,OS). Para
la variable altura se muestra [a desviacion estandar en parentesis.

Adicionalmente, dicho proceso fue mas rapido en los propagulos tratados con cada
inoculante por separado, que en los controles y en la mezcla (Fig. 2). En propagulos
con BFN con suelo solarizado, en un perrodo de 20 dlas se observe establecirnienro
del 50% de las plantas, mientras que el control can suelo solarizado y la mezcla
tardaron 46 y 38 dtas respectivamente. As! mismo, la supervivencia de los propagulos
del tratarniento control fue estadtsticarnente menor como se evidencio en los valores
obtenidos para los porcentajes de mortalidad mencionados anteriormente. Estos
resultados sugieren que los inoculantes microbianos son potencialmente utiles en la
agilizacion de procesos de restauracion, ya que permitieron un establecimiento mas
rapido y disminuyeron el porcentaje de mortalidad. Los mecanismos principales de
promoci6n de crecimienro par parte de microorganismos benefices se han descrito
ampliamente (Alexander, 1981; Sylvia et a/., 1998; Glick et a/.., 1999; Rodriguez y
Fraga, 1999) e incluyen el establecirniento de los microorganismos por efecto rizos-
ferico de las plantas, gracias a la producci6n de exudados radicales rices en Fuentes
de carbono que aumentan el crecimiento de microorganismos asociados. 10 que pue-
de favorecer el crecimiento vegetal al aumentar la roma de nitr6geno y f6sforo en par-
ticular en estado plantular, protecci6n contra el ataque de posibles fitopat6genos
mediante mecanismos de antagonismo y promoci6n del crecimiento par la activi-
dad de algunos de elias como reguladores de crecimiento vegetal. Cualquiera de estas
causas 0 la interacci6n de todas elias pudieron agilizar el establecimiento y mejor
porte de las plantulas tratadas. Espedficamente, la protecci6n contra firopat6genos
o microflora que ataca al propagulo retardando su desarrollo parece ser importante
en este caso. La diferencia entre el control negativo y el control positivo, indica que
probablemente la muerte en propagulos puede estar relacionada con el ataque de mi-
croorganismos heter6trofos 0 fitopat6genos, que descomponen ylo provocan su ne-
crosis y pudrici6n (s!ntomas evidentes en el tratamiento con suelo sin solarizar).



92 Articulo - E(ecto de inoculantes microhianos sobre la promoci6n de creamiento de pldntulas de mangle y plantas
de Citrullus vulgaris San Andres isla, Colombia. Galindo et al.

La diferencia entre el rratamienro control con suelo solarizado y los tratarnientos con
adici6n de inoculantes demuestra que al aumentar la proporci6n de BFN y MSF, se
pueden generar interacciones en la rizosfera que posiblemente conlleven a fa protec-
cion de la plancula frente a firoparogenos. En cuanro a la accion supresiva de pacoge-
nos por MSF, se ha demostrado actividad en los hongos Fusarium oxysporum y Penicillium
spp., entre otros, yen las bacterias Bacillus subtilis y Pseudomonas {tuorescens. Esros mi-
croorganismos producen rnetaboliros 0 toxinas tales como bulbiformina, fenazina y
acidos organicos que pueden inhibir la infeccion causada par hongos (revisado por
Khan y Khan, 2002). De otro lade, un factor que redunda en la promoci6n de ere-
cimienro por parte de los MSF es la produccion de reguladores de crecimiento vegetal.
Valero (2003) y Sanchez eta!. (2005), encontraron una producci6n de acido indole-
cetico, AlA, entre 51 mg,lL y 23 mg,lL, en cultivas de MSF (Pseudomonas sp.) a las 72
horas de incubaci6n. Sin embargo, desconocemos si nuestras cepas producen AlA
y si este factor influy6 en el establecimienro ylo promoci6n del crecimienro de las
plantulas de mangle.

10

9
s 8-c

.~
7:D

~ 6

0 S~c, 4e
c,

3·-o-o 2•-c.§
•u 0

•.... - .

.•.-..
...... -...--_ -_.

-_ ....~....
.....-.

o 20 38
Dias despues de la siembra

46 77

-----)f- BFN ____ MSF ......... Mezcla ---+- Control ........ Control +

Figura 2. Cantidad de propagulos de A. germinans establecidos en el perlcdo marzo-juniof2004 en
San Andres isla, con aplicacion de tratarnienros microbianos antes de la siembra. Tratamientos:
BFN: Bacteria fijadora de nitr6geno; MSF: Microorganismos solubilizadores de fosfatos: Mezcta:
BFN+MSF; dos conrroles: sustraro solarizado (+) y fresco sin solarizar (-).

Los resultados obtenidos en inoculaci6n de plantulas ya establecidas (apartado an-
terior), comparado con los resultados de inoculaci6n de propagulos, indican que la
aplicaci6n de los inoculantes para fines de reforestaci6n es mas efectiva en una etapa
prematura del desarrollo, justo antes del desarrollo de las rarces; de tal manera que
se fortalece desde el inicio del crecimiento el sistema radical, permitiendo una colo-
nizaci6n temprana que competitivamente pueda resultar ventajosa frente a orros mi~
croorganismos nativos-herer6trofos, par6genos y beneficos. Es bien sabido que la ri-
z6sfera es una zona de estimulaci6n del crecimiento microbiano, encontrando mayor
diversidad de microorganismos respecro al suelo no rizosferico, much os de ellos bene-
ficos (Glick et aI., 1999; Vazquez et aI., 2000). AI aplicar microorganismos que si bien
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son natives, han sido manipulados en el laboratorio para su crecimiento, esto puede
generar condiciones meraboficas diferentes a las dadas para estes en su niche ecole-
gico, por 10cual es posible inferir que al ser aplicados en riz6sferas con poblaciones
microbianas consolidadas, estos deban competir en el periodo inicial de su aplica-
cion, ganando espacio y recursos frence a las especies presentes dentro del nicho, 10
que puede retardar su efeetividad 0 disminuir su efeeto en los expenmenros con plan-
tulas transplantadas y en las plantulas pregerminadas y manrenidas por un tiernpo en
viverc. Otro factor que se aprovecha al aplicar los inoculantes en etapa de propagulo
es que A. germinans crece relativarnente rapido en los primeros meses (Ulloa et al.,
199B), 10 que permite que la plantula se consolide sana y fuerte durante esta etapa
de mayor rnortalidad y fragilidad (Elster, 2000).

PLANTULAS TRANSPLANTADAS

La inoculacion de los microorganismos a las plantulas de A. germinans y R. mangle que
fueron transplantadas no arrojo diferencias significarivas en los parametres de creci-
rniento regisrrados. No obstante, se observe que el control estuvo por debajo de los
tratamienros BFN y MSF en las planrulas de A. germinans (datos no mostrados). Se ob-
serva en la tabla 3 que la morralidad en el transplante de A. germinans supera en todos
los casos el 10% Y que los mayores valores de mortalidad se presentaron para los pro-
pagulos inoculados con MSF 0 BFN. Es posible que para esca especie la aplicaci6n de
los microorganismos en el momento del transplante sea un factor desestabilizante de
la riz6sfera ya consolidada naturalmente en el manglar. Tambien es necesario tener en
cuenta el estres del transplante que de hecho incluye un alto porcentaje de mortalidad,
como se ve en el control positive y al comparar este experimento con el que se realize
con plantulas desarrolladas en vivero, donde la aplicacicn de inoculantes no provoc6
mortalidad alguna en los rraramienros. Con estos resultados se corrobora que la apli-
cacion de inoculantes es mas efeetiva sobre propagulos que sobre plantulas.

,.- .
Numero Mortalidad Tasa de Numero de Numero deTratanllento

de plantas (%) C, hojas/mes nodos/mes
: Al,ura

A.
M5F 10 50,0 0,3 0,6 0,5
BFN 10 30,0 0,3 0,6 0,5
Mezcla 10 10,0 0,6 0,0 0,3

L<:on,.ol. + 10 20,0 -0,1 01 00
R. man'l.le
M5F 12 8,3 -1,8 0,0 -0,7
BFN 12 16,7 0,6 0,2 0,3
Mezcla 12 16,7 7,3 -3,1 1,5
Control + 12 25,0 0,3 0,3 0,7
Control - 12 0,0 0,4 0,6 -0,6

Tabla 3. Respuesta en el transplante de plantulas de A. germmans y R. mangle colectadas en cercanfas
de arboles semilleros y sembradas en campo abierto e inoculadas con MSF, BFN, mezcla MSF + BFN
Ydos conrroles: sustrato solarizado (+) y fresco sin solarizar (-), durante el perfodo de marzo-ju-
nio/2004 en San Andres isla. BFN: Bacteria fijadora de nitr6geno; MSF: Microorganismos solubiliza-
dores de fosfatosj Mezcla: BFN+MSF.
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INOCULACl6N DE PATILLA 5EMBRADA EN CULTIVO TRADICIONAL

Despues de 51 dfas de haber inoculado y sembrado semillas de patilla (c. vulgaris), se
observaron diferencias significativas en la longitud promedio de las plantas tratadas
con BFN; aquellas tratadas con MSF y la mezcla se mantuvieron por encima del control
(Fig. 3), sin embargo, no presentaron diferencias estadtsticas significativas al compa-
rarse can este. La prueba LSD agrup6 las medias de longitud total del tallo en dos
grupos: A) BFN, B) MSF, mezcla y control. Estos resultados sugieren que la inoculacion
de patilta con microorganismos benefices es potencialmente uti! en la germinaci6n y
primera etapa de desarrollo vegetative de esta planta. Dicha potencialidad tarnbien
fue observada par Vanegas (2004), quien obtuvo incrementos significativos en longi-
tud de vascago en tomate (Lycopersicon esculentum) respecto a plantas no inoculadas,
aplicando la misma cepa de BFN probada en el presente trabajo. Los porcentajes de
germinaci6n tarnbien fueron mayores con tratamientos microbianos, alcanzando valo-
res superiores al 50% (58, 53, Y 62% para MSF, BFN Y mezcla respectivamente), en
tanto que el control tan solo alcanz6 el 22%. EIefecto sobre la germinaci6n puede estar
asociado a la producci6n de diversos reguladores de crecirniento vegetal por parte de
las cepas evaluadas (Kumar y Narula, 1999).
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Figura 3. Resultados de la rasa de cambio en la longirud del tallo de plantas de parilla con los tra-
tamientos microbianos evaluados. Cada punto es el prornedio de 13 replicas, excepco en el control
donde la alta mortalidad no permiti6 tener el mismo numero de replicas al final del experimento. Las
barras corresponden al error estandar: las letras indican grupos estadfsticamenre diferenres al aplicar
la prueba LSD (minima diferencia significativa) en los dfas 34 y 51 del experimento. Tratamientos:
BFN: Bacteria fijadora de nitr6geno; MSF: Microorganismos solubilizadores de fosfaros, Mezcla:
BFN+MSF; control sin inoculo microbiano.

Finalmente, las tendencias generales observadas para los resultados de los diferentes en-
sayos indican que 105 inoculantes son potencialmente utiles en procesos de restauracion
de ecosistemas de manglar en San Andres isla, si la estrategia utilizada fuese mante-
nimiento de plantulas en vivero. Esto fue demostrado can disminuci6n del porcentaje
de rnortalidad y aumento de longitud promedio del tallo en propagulos de A. germinans
inoculados y cultivados en vivero. La urilidad de los inoculantes en especies cultivables,
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espedficamente patilla, puede verificarse teniendo en cuenta que en este estudio aU4

ment6 notablernente la longitud final del tallo en plantas tratadas con inoculantes, al
igual que los porcentajes de germinaci6n. Estes resultados, sumados a los obtenidos
porVanegas (2004), ofrecen perspectivas para irnplernentar ensayos con otras espeeies
cultivadas en la isla de San Andres, 0 en regiones donde los suelos presenten altos nive-
les de salinidad sodica. De esta manera se aportan herramientas que podrfan ser inclui-
das dentro de programas de manejo para la implementaci6n de cultivos que solueionen
problemas de seguridad alimentaria en regiones costeras e insulares. Futuros estudios
similares Ilevan a un fortalecimiento de las tecnicas de conservaci6n y restauraci6n de
ecosistemas de manglar, no solo por los efectos benefices de los microorganismos aso-
ciados sobre el crecimiento de plantas, sino porque el conocer la biodiversidad micro-
biana asoeiada aurnenta el valor de estes ecosistemas, justificando su proreccion y buen
uso. De acuerdo con los resultados se eonduye que la aplicaci6n de estes inoculanres
es mas efectiva en propagutcs y semillas que en plantulas, pero no resulta efectiva en
plantas transplantadas. Se recomienda evaluar [a actividad produetora de reguladores
de erecimiento asociadas can la germinaci6n (giberelinas), as! como el efeeto diferencial
en la biomasa y contenido tisular de nitr6geno y f6sforo en plantas inoculadas.
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