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GLOSARIO

BACTERIAS DIAZOTROFAS: Bacterias capaces de fijar el nitrégeno atmosférico y
reducirlo a amonio.

BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL: Bacterias que al ser
inoculadas directamente sobre las semillas o en raices y hojas, aportan efectos
positivos en el crecimiento y desarrollo de una planta.

BIOFERTILIZANTES: Término que hace referencia al uso de microorganismos del
suelo para incrementar la disponibilidad y toma de nutrientes en las plantas.

BIORREMEDIACION: Proceso que utiliza microorganismos, plantas o las enzimas
derivadas de ellos para retornar un ambiente alterado por contaminantes a su
condicién natural.

COLONIZACION MICORRIZAL: Proceso de penetracion, desarrollo vy
establecimiento de un hongo micorrizico dentro del cortex de la raiz de una planta.

FITOHORMONAS: Hormonas vegetales que coordinan y regulan la actividad de los
organos y los mecanismos fisiolégicos de las plantas.

FITOESTABILIZACION: Tipo de fitorremediacion en la cual las plantas inmovilizan
en sus raices contaminantes presentes en el suelo mediante mecanismos de
absorcion y acumulacion.

FITORREMEDIACION: Tipo de biorremediacion que utliza plantas y
microorganismos asociados para secuestrar y extraer compuestos toxicos de
ambientes contaminados.

MICORRIZAS: Asociaciones simbioticas mutualistas entre las raices de las plantas
terrestres y ciertos hongos del suelo.

MICORRIZAS ARBUSCULARES: Asociaciones simbidticas ubicuas entre los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA) y mas del 90% de las plantas superiores
terrestres.

MICROORGANISMOS ENDOFITOS: Microorganismos que se desarrollan dentro
de las células corticales de las raices de las plantas o dentro de estructuras
denominadas nodulos.

MICROORGANISMOS SOLUBILZADORES DE FOSFATO: Microorganismos con
capacidad para realizar la solubilizacién de las formas insolubles de fosfato.
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MINERIA AURIFERA DE ALUVION: Explotacion minera de oro a cielo abierto a
partir de depositos dejados por corrientes fluviales.

PLANTAS LEGUMINOSAS: Plantas de lafamilia Leguminosae o Fabaceae cuyas
semillas se desarrolla dentro de un fruto llamado vaina.

PLANTAS PIONERAS: Plantas de crecimiento rapido capaces de adaptarse
rapidamente en ambientes que han sido alterados.

RIZOBACTERIAS: Bacterias colonizadoras de raices.

RIZOBACTERIAS DELETEREAS: Rhizobacterias, que causan deterioro en el
desarrollo vegetal por produccién de metabolitos fitotdxicos.

RIZOSFERA: Porcion del suelo que rodea a una raiz en la que se dan interacciones
Gnicas y dinamica entre esta y los microorganismos edéficos.

RIZOPLANO: Microambiente en la superficie de una raiz.
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RESUMEN

La explotacion minera de oro aluvial degrada los suelos, afectando el desarrollo
vegetal y los servicios ecosistémicos de una region. Una alternativa biotecnologica
para restablecer y recuperar estos suelos es la reforestacion con plantas que, al ser
inoculadas con microorganismos benéficos promotores del crecimiento vegetal,
puedan crecer, adaptarse y establecerse en estos ambientes. Con el objetivo de
evaluar los efectos de la inoculacion individual y combinada de Azospirillum
brasilense, Mortierella sp., Rhizoglomus fasciculatum sobre el crecimiento y
absorcion de fosforo en Acacia mangium, Leucaena leucocephala y Brachiara
decumbens se realizaron experimentos en invernadero, como estrategia para la
produccion de plantulas utiles en el restablecimiento de la cubierta vegetal en suelos
degradados por mineria aurifera en Istmina, Chocé. El disefio experimental fue
completamente al azar y consistié en la inoculacion de plantulas cultivadas en un
suelo degradado por mineria aurifera, con tratamientos individuales, duales y triples
de los microorganismos. Los resultados mostraron efectos significativos sobre
plantulas de L. leucocephala, pero no en A. mangium y B. decumbens. Se observé
promocién significativa (P<0.05) en el crecimiento aéreo y radical de Leucaena con
las inoculaciones duales HM+PGPB y MSM+PGPB; y en la absorcion de fosforo
con las individuales (HM, MSM o PGPB). La triple inoculacion no tuvo efectos
significativos sobre las variables estudiadas. Con base en lo encontrado se plantea
gue el crecimiento y nutricion de plantas en suelos degradados por mineria aurifera
puede ser mejorado mediante la inoculacion con microorganismos benéficos. Los
efectos dependen de los tratamientos y de la especie vegetal utilizada.

Palabras clave: biofertilizantes, Acacia mangium, Leucaena leucocephala y
Brachiara decumbens.
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INTRODUCCION

La mineria aurifera ha generado controversia en los ultimos afios, debido a la huella
que deja en el ambiente y en salud humana (DIAZ-ARRIAGA, 2014). La explotacion
de oro en Colombia ha aumentado significativamente en los Gltimos afios, siendo
uno de los principales productores en Latinoamérica. Por ejemplo, en 2016 se
reportd una produccion nacional de 61.8 toneladas; en el 2018 de 9.4 toneladas y
para el segundo trimestre del 2019 se reportd una caida del 7,2% obteniéndose una
produccion de 8.7 toneladas. La meta de la institucionalidad minera es aumentar la
produccion del metal precioso, pero enmarcado Unicamente en la legalidad (Oficina
de las Naciones Unidas, 2016) (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el
Delito (UNODC), 2019) (AGENCIA NACIONAL DE MINERIA, 2019). El
departamento del Choco ocupa el primer lugar con el mayor porcentaje de evidencia
de explotacion de oro aluvial detectada; sin embargo, es en Antioquia donde se
registra la mayor produccién de oro con un 41% en la produccion total nacional,
seguido del Chocé con un 39% (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y
el Delito (UNODC), 2019).

La explotacion aurifera aluvial se caracteriza por el traslado de grandes cantidades
de material y su acumulacion en depdésitos, creando huecos y escombreras que
alteran la fisiografia de la zona y las caracteristicas productivas del terreno. Esta
actividad trae como consecuencias graves problemas ambientales, ecolégicos y
paisajisticos (CANTERO, RHENALS, & MORENO, 2015), dentro de los cuales se
destacan la contaminacion, lodificacion de rios, pérdidas de suelos con su capa
vegetal, desplazamiento de la fauna, cambios de la microbiota y la flora del lugar
entre otros (ALVAREZ-BERRIOS, y otros, 2016).

El material de depdsito (componentes del suelo previo) que se deposita sobre la
superficie se caracteriza por una baja porosidad, lo cual altera la actividad de los
microrganismos edéficos que podria permanecer. Una disminucion en el contenido
de materia organica debido al retiro de los horizontes O y A, asi como cambios en
la estructura del suelo y de sus condiciones fisicoquimicas suelen también suceder
como consecuencia de la explotacion minera de aluvion (DAZA & OSORIO, 2011)
(MARTINEZ & CASALLAS, 2018). El retiro del horizonte A ocasiona ademas
alteraciones bioquimicas en los horizontes B o C debido a la percolacién de agua y
de otros componentes no naturales del suelo (MARTINEZ & CASALLAS, 2018).
Estos terrenos deteriorados por la explotacion minera aurifera de aluvion se
denominan pasivos ambientales y corresponden a lugares donde se ve la necesidad
de realizar una restauraciéon, por causa de una actividad extractiva o minera, que
pone en riesgo la calidad de vida, la salud o los bienes publicos o privados
(MARTINEZ & CASALLAS, 2018).

Los procesos de cianuracién y amalgamacion empleados en la mineria de aluvion
generan residuos de metales pesados particularmente mercurio y en algunos casos
14



de cianuro. Ademas de tener efectos nocivos a nivel de toda la cadena tréfica, se
precipitan y persisten en el medio por largos periodos de tiempo, dificultando en
gran manera el restablecimiento de la vegetacién y la actividad biol6gica de estos
suelos (DAZA & OSORIO, 2011) (BELTRAN PINEDA & GOMEZ-RODRIGUEZ,
2016).

Como solucion a esta problematica ambiental, se han buscado diferentes
alternativas destinadas a mitigar los impactos negativos que genera la extraccion
aurifera (VALOIS-CUESTA & MARTINEZ-RUIZ, 2016). Una de las mas utilizadas
es la plantacion de especies vegetales nativas del lugar perturbado y el
restablecimiento de la vegetacion del sotobosque nativo mediante la siembra, la
plantacién o la colocacién directa de materiales del suelo superficial (Vargas Rios,
2011), con el fin de mejorar el comportamiento fisico del suelo, incrementar la
disponibilidad de nutrientes y promover el crecimiento vegetal, para asi reestablecer
los ciclos biogeoquimicos alterados (MACDONALD, y otros, 2015).

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal se constituyen en la
actualidad en otra novedosa alternativa ante los problemas ocasionados por la
mineria de aluvion, por los multiples beneficios que estos ofrecen al suelo. Dentro
de estos podemos mencionar su capacidad de fijar nitrégeno, ya sea de manera
libre o simbidtica, la solubilizacion de nutrientes como el fésforo y otros, permitiendo
con esto reducir la utilizacion de fuentes externas (fertilizantes) que pueden tener
efectos perjudiciales para los ecosistemas (OSORIO, 2014). El uso de los
biofertilizantes permitiria establecer plantas en suelos degradados en un tiempo
muy corto, mejorando asi la capacidad de retencion de agua creando la capa
superficial del suelo y permitiéndole a las plantas adaptarse a los bajos niveles de
nutrientes y a las caracteristicas quimicas y fisicas de estos ambientes deteriorados
(GARBISU, BECERRIL, EPELDE, & ALKORTA, 2007).

Ante la problematica ambiental generada por la actividad minera, el siguiente trabajo
de grado se plantea con la finalidad de generar conocimiento de los procesos que
se podrian llevar a cabo para regular la restauracion ecoldgica de areas afectadas
por la mineria aurifera en el departamento del Choc6 (Colombia), mediante el uso
de plantas pioneras inoculadas con microorganismos promotores del crecimiento
vegetal. Este documento constituye uno de los primeros avances en el conocimiento
del uso conjunto de plantas pioneras y microorganismos benéficos del suelo para la
restauracion de areas afectadas por mineria en el departamento del Choco, y se
espera que sea un punto de inicio para el desarrollo de programas de restauraciéon
de suelos en los territorios que han sido y seran impactados por la actividad minera.

15



JUSTIFICACION

Este proyecto se fundamenta en la ley 99 de 1993, que en su articulo primero
manifiesta que “la biodiversidad del pais, por ser patrimonio nacional y de interés de
la humanidad, deberd ser protegida prioritariamente y aprovechada en forma
sostenible” (Constitucién Politica de Colombia, 1991). Ademas, apunta hacia el
numeral 15 de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) u Objetivos Mundiales
del Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo (PNUD), el cual establece
que se debe proteger, restaurar y promover la utilizacion sostenible de los
ecosistemas terrestres, gestionar de manera sostenible los bosques, combatir la
desertificacion y detener y revertir la degradacion de la tierra, y frenar la pérdida de
diversidad biolégica (Oficina de las Naciones Unidas, 2016).

En Colombia actualmente la mineria despierta un gran interés, debido a los
impactos sociales y ambientales que ésta deja (Alvarez Davila & Pérez, 2012); como
por ejemplo los suelos de la vereda Perad6 en el municipio de Istmina-Choc6 han
sido sometidos a un proceso intenso de mineria de aluvidn para la extraccion de
oro, lo cual ha causado serios deterioros en el ambiente en esta zona considerada
uno de los hotspots de biodiversidad mas importantes del mundo (Oficina de las
Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2019). Para devolver la
sostenibilidad a estos ecosistemas deteriorados por las malas practicas mineras se
hace necesario restablecer las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo
para que este pueda brindar los nutrientes y las condiciones necesarias para el
crecimiento y establecimiento vegetal (MARTINEZ & CASALLAS, 2018).

Se ha observado que especies introducidas como Acacia mangium presentan alta
capacidad para adaptarse y competir frente a especies nativas, favoreciendo la
fertilidad de los depdsitos mineros (VALOIS-CUESTA & MARTINEZ-RUIZ, 2016).
Por otra parte, se sabe que Leucaena leucocephala que es una planta de
crecimiento rapido se utiliza para la reforestacién de zonas erosionadas, debido a
su facil adaptacion a diferentes ambientes, gracias a que su sistema radical
establece simbiosis con diversos microorganismos que aumentan su tolerancia a
condiciones ambientales adversas (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-LOPEZ, &
IBARRA-PUON, 2018). Brachiara decumbens es otra especie que por su excelente
cobertura vegetal, resistencia a la sequia y gran producciébn de masa seca es
utilizada también en la reforestacion y recuperacion de suelos (LEAL PINHEIRO, y
otros, 2018).

Las cualidades anteriormente mencionadas de estas tres especies vegetales las
catalogan como plantas promisorias por tener potencial para reforestacion
productiva en zonas degradadas de selva donde hubo explotacion minera
(GARATE, 2011) (CASTEBLANCO, 2018).
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Para la recuperaciéon de estos depdsitos de suelos se han inoculado algunas
especies vegetales con microorganismos promotores del crecimiento vegetal, los
cuales permiten una mejor adaptacion de las plantas a este tipo de ecosistemas
(ZANGARO, NISIZAKI, DOMINGOS, & NAKANO, 2003) (SALIFU & TIMMER,
2001). En Colombia, son pocos los trabajos que se han realizados para la
recuperacion de suelos degradados por mineria en el departamento del Choco; por
esto se hace necesario evaluar los efectos de la biofertilizacion con
microorganismos promotores del crecimiento vegetal sobre especies promisorias
para plantear futuras estrategias de reforestacion agrosostenible de estos
ambientes (LEON, DIEZ, CASTELLANO, OSORIO, & MARIN , 2008).

Los resultados de esta investigacion son de utilidad para la formulaciéon de nuevos
modelos de restauracion de suelos degradados por mineria de oro de aluvion (Juan;
Ledn, Diez, Castellano, Osorio, & Marin, 2008). Ademas, generaria informacion
valiosa para incorporar estas especies en programas de reforestacion y
recuperacion de los ecosistemas degradados en el corregimiento de Peradé
localizado en el municipio de Istmina—Choco.
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HIPOTESIS DE INVESTIGACION

El crecimiento y nutricién de plantulas en suelos degradados por mineria aurifera
puede ser mejorado a través de la inoculacion con microorganismos benéficos. Los
efectos dependen de la inoculacion individual o combinada de estos

microorganismos y del tipo de planta.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Mejorar el crecimiento y la adaptacién de Acacia mangium, Leucaena leucocephala,
Brachiaria decumbens en suelos degradados por mineria aurifera de aluvion del
municipio de Istmina, Choc6é mediante la inoculacion con Azospirillum brasilense,
Mortierella sp. y Rhizoglomus fasciculatum.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar el efecto de la inoculacion individual y de las diferentes combinaciones
de los microorganismos promotores del crecimiento vegetal sobre las plantas

elegidas en etapa de vivero.

e Determinar cuéles de los tratamientos aplicados ejercen el mejor efecto sobre
el crecimiento vegetal y la nutricién fosférica en etapa de vivero.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El ser humano ha generado diversas estrategias para manipular y apropiarse de los
distintos beneficios que brinda los ecosistemas del planeta (CARABIAS, ARRIAGA,
& CERVANTES, 2007). Una de éstas es la explotacion minera de oro aluvial o
explotacion a cielo abierto que ocasiona diversos problemas ambientales tales
como alteracion del paisaje, erosion del suelo, inhibicion o reduccion de la cobertura
vegetal, contaminacién de cauces de rios y lagunas, deterioro de la calidad del agua
superficial (rios y quebradas), contaminacion audiovisual, contaminacion por
hidrocarburos y deforestacion (ALVAREZ DAVILA & PEREZ, 2012). La
deforestacion se ha convertido en una de las problematicas importantes en los
paises en desarrollo y en todo el mundo, lo que se traduce en un incremento de los
costos para la sociedad y el estado (COOKE & JOHNSON, 2002).

Segun informes de Gobierno de Colombia en cabeza del Ministerio de Justicia y del
Derecho y en alianza con la Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el
Delito (UNODC), en Colombia existe una gran preocupacién gubernamental por el
reciente auge de la explotacion aurifera de aluvion en el territorio nacional, la cual
ademas de no estar enmarcada en la normatividad vigente para el desarrollo de
esta actividad, es uno de los principales motores de pérdida de coberturas en
Colombia. Al 2019 Colombia tenia 98.000 hectareas afectadas por la explotacion de
oro de aluvion distribuidas en 14 de los 32 departamentos del pais; el 77% se
encuentran en dos departamentos Antioquia (41%) y Chocod (39%). En el
departamento del Chocé 23 de sus 30 municipios estan afectados por esta practica,
concentrada en 10 municipios como son Ndvita, Canton de San Pablo, Istmina,
Unién Panamericana, Rio Quito, Condoto, Medio Atrato, Quibdd, Medio San Juan y
Tado (Oficina de las Naciones Unidas contra la Droga y el Delito (UNODC), 2019)
(Oficina de las Naciones Unidas, 2016) poniendo en riesgo una de las zonas mas
megadiversas con ecosistemas estratégicos para la conservacion hidrica y muchas
especies de flora y fauna que actualmente estan incluidas en los libros rojos de
especies en peligro de extincién (VALOIS-CUESTA & MARTINEZ-RUIZ, 2016).

Por otra parte, se sabe que los suelos quedan completamente erosionados, con
escasa materia organica en sus horizontes superficiales, perdida de buena parte del
banco natural de semillas y el componente microbiolégico seriamente afectados
(VALOIS-CUESTA & MARTINEZ-RUIZ, 2016). Cambios en las propiedades
quimicas, biologicas y fisicas, como la estructura del suelo limitan el crecimiento
vegetal y, por ende, la reforestacion y el establecimiento exitoso de actividades
agricolas y pecuarias se ven también afectados (LEON, DIEZ, CASTELLANO,
OSORIO, & MARIN , 2008).

Como consecuencia de la explotacion de oro de aluvion en la vereda de Perad6

(municipio de Istmina, Chocd) se encuentran grandes extensiones de suelos

degradados en los que se observan ausencia de vegetacién arb6rea y un escaso

desarrollo de plantas de pequefio y mediano tamaiio tipo hierbas (VALOIS-CUESTA
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& MARTINEZ-RUIZ, 2016). Entre las pocas plantas que predominan en estos
terrenos se distingue Scleria secans perteneciente a la familia Cyperaceae (plantas
tipicas de los tropicos) (Ramirez, Klinger, & Valois, 2016), conocida vulgarmente en
Colombia como cortadera, la cual es comun en ambientes abiertos, himedos o
inundados, principalmente bosques con luz difusa, pero que también se desarrolla
en ambientes relativamente secos (AFFONSO, ZANIN, BRUMMITT, & ARAUJO,
2015).

Una de las estrategias biotecnoldgicas utilizadas para disminuir los impactos de esta
deforestacion es la restauracion, cuya intencion es mejorar la estructura del suelo,
incrementar la disponibilidad de nutrientes y promover el crecimiento vegetal, para
asi reestablecer los ciclos biogeoquimicos (OSORIO, 2014). Asociado a esto se
usan hongos endomicorrizales que mejoran la capacidad de las plantas para
absorber agua y nutrientes de baja movilidad como el fésforo (OSORIO & HABTE,
2013), Dbacterias rizosféricas fijadoras de nitrogeno atmosférico (N2),
microorganismos solubilizadores de minerales, productores de fitohormonas y
control biolégico (OSORIO, 2014). La restauracion de estos ambientes trae
multiples beneficios tales como la captura de gases de efecto invernadero, la
purificacion del aire, el mejoramiento del paisaje, el mantenimiento de la fertilidad
del suelo, la conservacion del suelo frente a la erosion, el refugio para fauna, la
regulacion hidrica y el ciclaje de nutrientes (ALVAREZ DAVILA & PEREZ, 2012).

Entre los factores que se podrian mejorar con la restauracién de estos ambientes
mediante la biofertilizacion de plantas pioneras, esta la reduccién de compuestos
mercuriales utilizados ampliamente en la mineria de aluvién en el departamento del
Choco (LEON, DIEZ, CASTELLANO, OSORIO, & MARIN , 2008) (BELTRAN
PINEDA & GOMEZ-RODRIGUEZ, 2016). Esto se debe a que las plantas utilizadas
en esta investigacion se caracterizan por retener estos contaminantes via absorcion
por las raices o0 por su precipitacion dentro de la rizosfera, evitindose de esta
manera su migracion a otros ambientes (TANGAHU, y otros, 2011).

Por todo lo anteriormente planteado el propésito de esta investigacion fue evaluar
los efectos de la inoculacién de microorganismos promotores en el crecimiento y
establecimiento de Acacia mangium, Leucaena leucocephala y Brachiara
decumbens; con la finalidad de proponer especies vegetales promisorias y
microorganismos promotores de crecimiento vegetal para la recuperaciéon de suelos
degradados por mineria aurifera de aluvion en el departamento del Choco.
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1 MARCO TEORICO

1.1 ESTADO ACTUAL DE LA PRODUCCION MINERA AURIFERA A ESCALA
MUNDIAL

Segun informes del equipo de GFMS (Gold Fields Mineral Survey) al cierre del 2018,
la produccion minera mundial por afio fue de 3,322 toneladas. A nivel mundial los
principales paises productores de oro son China, Australia, Rusia y en Suramérica,
los principales productores son Peru, México, Brasil, Argentina y Colombia (GFMS
GOLD SURVEY, 2019); siendo a nivel nacional el departamento del Chocé el
segundo mayor exportador de oro y platino (Oficina de las Naciones Unidas contra
la Droga y el Delito (UNODC), 2019).

La mineria aparte de traer grandes beneficios economico también causa
destruccion de los ecosistemas naturales mediante la degradacion del suelo y
eliminacién de la vegetacion con graves consecuencias para el ambiente y las
comunidades aledafias a los sitios de explotacion (MARTINEZ & CASALLAS, 2018).

1.2 DEGRADACION DE LOS SUELOS POR LA MINERIA AURIFERA

El suelo o capa superficial de la corteza terrestre, es considerado un recurso natural
indispensable que debe ser protegido, y conservado con la finalidad de mantener
su calidad y productividad (ALCALDE, 2015). La actividad humana suele romper el
equilibrio dindmico de este cuerpo natural provocando una disminucion constante
de sus propiedades (CAMARGO, ARIAS, & MUNOZ, 2015). La mineria intensiva es
una gran amenaza para las propiedades fisico, quimicas y biolégicas del suelo;
debido a que destruye la cubierta vegetal, provoca pérdida o disminucion de la
materia organica, pérdida de la estructura del suelo, erosion y acumulacién de
sustancias toxicas (IZQUIERDO, CARAVACA , ALGUACIL , HERNANDEZ, &
ROLDAN, 2005) (BERNAL, 2014).

La naturaleza fisica y quimica de los sustratos derivados de las operaciones mineras
presentan diversas alteraciones, debido a que la textura fisica puede ser muy
grueso como en algunos desechos de roca, intermedios como en desechos de
arena, o muy finos como en los relaves molidos (COOKE & JOHNSON, 2002). La
textura fina y la ausencia de materia organica pueden llevar a densidades aparentes
altas, compactacion extrema, bajo nivel de agua y tasas de infiltracion, y
anegamiento superficial. Casi todos los sustratos de las minas tienen niveles muy
bajos de macronutrientes (especialmente nitrégeno (N), fésforo (P), y potasio (K))
(COOKE & JOHNSON, 2002).

En los ultimos 70 afios se ha dado a nivel mundial un incremento en la explotacion

de metales y minerales de los cuales depende la economia de muchos paises. En

Colombia, el departamento del Choco ocupa el segundo lugar dentro de la
22



produccion colombiana de oro y platino (Oficina de las Naciones Unidas contra la
Droga y el Delito (UNODC), 2019). Regién que se ha caracterizado por ser uno de
los lugares en recursos biolégicos mas ricos del planeta (RANGEL-CH & RIVERA
DIAZ, 2004), asi como en yacimientos de oro y platino, lo que ha llamado la atencion
de empresas mineras nacionales e internacionales, las cuales llevan a cabo
acciones de explotacion causando deterioro ambiental (ANDRADE & G, 2011)
(VALOIS-CUESTA & MARTINEZ-RUIZ, 2016). La eliminacion de los residuos
generados de esta explotacion son los que causan las mayores perturbaciones
sobre el suelo. La disposicion de rocas y sobrecargas, la construccion de embalses
y diques para los relaves finos (<0.1 mm) producidos a partir de las operaciones de
molienda y la eliminacion de escorias desde las etapas de fundicion y refinacion
pueden involucrar grandes éareas de suelo, ocasionando problemas fisicos,
nutricionales y de toxicidad (COOKE & JOHNSON, 2002).

1.3 EFECTOS NEGATIVOS DE LA’EXPLOTACION MINERA AURIFERA
SOBRE LAS PROPIEDADES FISICAS DEL SUELO

Dentro de los efectos negativos de la explotacion aurifera se encuentra la
compactacion del suelo generada por las grandes presiones ejercidas por la
maquinaria pesada al momento de transportar los residuos de las minas (alrededor
de 5 kg cm2de suelos). La compactacion es por lo tanto inevitable, y se ve agravada
ademas por la textura fina y la falta de materia organica. Densidades aparentes del
suelo de mas de 1.8 normalmente inhiben completamente el crecimiento de la raiz
(BRADSHAW, 1997).

1.4 PROBLEMAS NUTRICIONALES DEL SUELO OCASIONADOS POR LA
EXPLOTACION MINERA AURIFERA

El contenido de nutrientes en los suelos degradados por mineria, varia ampliamente
dependiendo si provienen de subsuelos degradados o de sobrecargas no
meteoroldgicas méas profundas. Elementos nutricionales como el nitrégeno, fosforo,
potasio, magnesio y calcio suelen ser deficientes en estos tipos de suelos
(BRADSHAW, 1997).

1.5 PROBLEMAS DE TOXICIDAD OCASIONADOS POR LA EXPLOTACION
MINERA AURIFERA

Las sustancias quimicas téxicas residuales presentes en algunos desechos mineros
pueden incluir peligros radiobiolégicos que puede ser toxico para animales y
microorganismos edéficos. Entre los elementos tdéxicos mas comunmente
encontrados estan el arsénico. (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), plomo
(Pb), mercurio (Hg), niquel (Ni), selenio (Se), plata (Ag) y zinc (Zn) (Cooke &
Johnson 2002) los cuales generan un alto impacto en el ambiente. El Hg tiene una
particularidad debido a que es altamente toxico y su dispersién amenaza la salud
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humana y del ambiente (DHANKHER, PILON-SMITS, MEAGHER, & DOTY, 2011)
(PAISIO, GONZALEZ, TALANO, & AGOSTINI, 2012).

Todos estos problemas afectan al suelo, haciendo que no se dé el crecimiento de
especies vegetales, por esta razén es importante que primero se identifiquen y
alivien al terminar el proceso de extraccion, de lo contrario, es posible que el proceso
de restauraciébn no comience o falle después de unos afos. Si se disefia un
adecuado proceso de restauracion de estas areas degradadas por mineria se puede
llevar a cabo a bajo costo, con una efectividad a largo plazo y asi se pueda realizar
una mineria que no afecte tanto al ambiente (HINTON, VEIGA, & VEIGA, 2003). En
la actualidad se han utilizado diferentes alternativas para la recuperacion de suelos
degradados por mineria aurifera de aluvion, como son los procesos naturales y los
asistidos (MARTINEZ & CASALLAS, 2018).

1.6 RECUPERACION DE SUELOS DEGRADADOS POR MINERIA AURIFERA
MEDIANTE PROCESOS NATURALES

La recuperacién o restauracion de los suelos degradados por la explotacion minera
puede dejarse a los procesos naturales; pero en la mayoria de los casos el proceso
de sucesion natural es lento y es comun que transcurran 50 o 100 afios antes de
gue se desarrolle una cubierta vegetal satisfactorio (ASH, GEMMELL, & BRASHAW,
1994). En suelos donde hay una acidez extrema, los procesos de restauracion
ecolégicos naturales sugieren que so6lo sobreviven las especies de plantas y los
microorganismos tolerantes a ésta acidez, creciendo y mejorando la estructura del
suelo, ayudando asi a los procesos de meteorizacién natural que alivian la acidez
extrema (BRADSHAW, 1997). En suelos que contienen altas cantidades de metales
pesados, se debe de realizar un proceso de colonizacion asistido, con el desarrollo
de especies vegetales tolerantes a metales; permitiendo un adecuado desarrollo de
las plantas y dando como resultado la produccién de materia organica a través de
la hojarasca que ayuda a reducir la toxicidad del metal creando un complejo metal
— materia organica (DELGADILLO-LOPEZ, GONZALEZ-RAMIREZ, PRIETO-
GARCIA, VILLAGOMEZ-IBARRA, & ACEVEDO-SANDOVAL, 2011) (JARA-PENA,
y otros, 2014) la cual es uno de los procesos que determina el ciclaje de nutrientes
para la nutricién vegetal y la conservacion de la fauna del suelo (NORGROVE &
HAUSER, 2000).
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1.7 RECUPERACION DE SUELOS DEGRADADOS POR MINERIA AURIFERA
MEDIANTE PROCESQOS ASISTIDOS

Para la recuperacion de suelos degradados se puede utilizar una técnica que se
basa en importar y esparcir la parte superior del suelo; siendo una operacion
demasiado costosa. También se puede dar un problema geotécnico debido a que
cuando se extiende el suelo sobre un material subyacente diferente, se puede
formar una discontinuidad hidraulica lo que lleva a una inestabilidad del lugar que
puede ser peligroso para las personas que realizan los diferentes trabajos
(BRADSHAW, 1997).

Para la recuperacién de suelos degradados por mineria aurifera se recomienda
realizar un proceso asistido, aunque se debe de tener en cuenta que incluso si las
especies vegetales crecen naturalmente o son introducidas, generalmente hay poco
crecimiento o incluso ninguno debido a la presencia de factores que inhiben el
crecimiento de éstas (BRADSHAW, 1997).

Por este motivo se han creado diferentes estrategias que permitan la adaptacion de
estas especies vegetales trayendo como consecuencia un buen desarrollo de la
planta (MARTINEZ & CASALLAS, 2018). Entre estas estrategias podemos
encontrar la utilizacion de microorganismos promotores de crecimiento vegetal
(MPCV); que constituyen un grupo de microorganismos edaficos que se desarrollan
cerca de la raiz de las plantas, capaces de estimular su crecimiento y desarrollo
mediante la modulacién de los niveles de fitohormonas, mejora en la asimilacion de
nitrégeno fosforo y otros elementos minerales y proteccion frente a la accion de
microorganismos patdgenos entre otros beneficios (AHEMAD & KIBRET, 2014).

1.8 BACTERIAS PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

La sigla BPCV, encierra a una gran variedad de bacterias pertenecientes a un
mismo grupo funcional, las cuales al ser inoculadas directamente sobre las semillas
0 en raices y hojas, aportan efectos positivos en el crecimiento y desarrollo de una
planta. Este término tiene un caracter amplio y es empleado en la actualidad por
varios grupos de investigaciéon (BASHAN & HOLGUIN, 1998), ya que abarca tanto
a las bacterias colonizadoras de raices o rizobacterias asi como también bacterias
de la rizosfera y del rizoplano. Las rizobacterias agrupan a todas las comunidades
bacterianas, que al establecerse en las zonas aledafias a las raices, tienen la
capacidad de colonizarla y desarrollar interacciones entre sus diferentes
poblaciones las cuales suelen ser benéficas, perjudiciales o en algunos casos
neutras para el crecimiento de las plantas (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999).

Las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal se identifican como (PGPR)

por sus siglas en inglés (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) y se clasifican en

extracelulares (ePGPR) las que se desarrollan en la rizosfera, el rizoplano o entre

los espacios intercelulares de los tejidos corticales de las raices de las plantas.
25



Diversos géneros bacterianos como Agrobacterium, Arthrobacter Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia,
Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas y Serratia pertenecen a PGPR
(SINGH, 2013) (GRAY & SMITH, 2005).

El otro grupo lo conforman las intracelulares o (iPGPR) que se caracterizan por
desarrollarse dentro de las células corticales o dentro de estructuras denominadas
nédulos de manera endofita. A este grupo pertenece la familia Rhizobiaceae que
incluye los géneros Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium y Rhizobium Los
endofitos y el género Frankia que se caracterizan por ser fijadores simbiéticos de
nitrogeno (GUPTA, SINGH PARIHAR, KUMAR AHIRWAR, KUMAR SNEHI, &
SINGH, 2015). También suelen desarrollarse dentro de las semillas, tallos, hojas y
frutos (Santoyo, Moreno-Hagelsieb, Orozco-Mosqueda, & Glick, 2016) ocupando los
espacios apoplasticos intracelulares, dentro del tejido parenquimatoso y en los
apoplastos de los vasos del xilema (LIU, y otros, 2008).

Existen otro grupo de rizobacterias conocidas como rizobacterias deletéreas DRB
por las siglas en inglés Deleterious Rhizobacteria, que causan deterioro en el
desarrollo vegetal debido a que producen metabolitos fitotbxicos que retrasan el
crecimiento aéreo y de las raices de las plantas (HOYOS CARVAJAL, 2012)
(KREMER, 2006). Este grupo de rizobacterias son saprofitas y a diferencia de los
verdaderos patdgenos no parasitan ni penetran los tejidos vasculares (Kremer,
2006). Se hace necesario ademés diferenciar a las rizobacterias deletéreas de las
denominadas bacterias alelopaticas que también son saprofitas que causan efectos
negativos en los vegetales, pero a diferencia de las DRB no son bacterias
colonizadoras de las raices (BHATTACHARYYA & JHA, 2012).

Las PGPR son empleadas en la actualidad como biofertilizantes, término que adn
no esta muy claro pero que hace referencia a uso de microorganismos del suelo
para incrementar la disponibilidad y toma de nutrientes en las plantas (SINGH,
2013). Cabe resaltar que no todas las PGPR son biofertilizantes, ya que existen
PGPR que estimulan el crecimiento de los vegetales mediante la proteccion de
microorganismo patdégenos (VESSEY, 2003).

1.9 MECANISMOS DE PROMOCION VEGETAL

Los microorganismos pueden estimular el crecimiento vegetal de manera directa e
indirecta. Los mecanismos directos incluyen procesos como la fijacién biologica de
nitrégeno atmosférico, produccion de sideréforos, secrecion de fitohormonas
(citoquininas, auxinas y giberilinas) y enzimas, asi como también la solubilizacién
de minerales necesarios como el fosforo y la induccion de resistencia sistematica.
(SANTOYO, MORENO-HAGELSIEB, OROZCO-MOSQUEDA, & GLICK, 2016).Por
otro lado los mecanismos indirectos estan direccionados hacia el control biolégico
de fitopatdgenos o a su inhibicién, mediante la produccion de antibiéticos, quelacién
de hierro disponible, secrecion de enzimas hidroliticas extracelulares que degradan
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las paredes celulares de los hongos fitopatdégenos, sintesis de compuestos volatiles
altamente inhibidores de patégenos y reduccion de los niveles de etileno en la planta
(BHATTACHARYYA & JHA, 2012) (SANTOYO, MORENO-HAGELSIEB, OROZCO-
MOSQUEDA, & GLICK, 2016).

1.10 MECANISMOS DIRECTOS
Los mecanismos directos de promocioén vegetal incluyen:
1.10.1 FIJACION BIOLOGICA DE NITROGENO

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) corresponde a la reduccion enzimatica de
nitrégeno atmosférico (N2) a amonio (NH4) y puede ser llevada a cabo por bacterias
simbidticas y por bacterias de vida libre, siendo las primeras la que mayor cantidad
de nitrégeno fijan por hectarea anualmente (GUPTA, SINGH PARIHAR, KUMAR
AHIRWAR, KUMAR SNEHI, & SINGH, 2015). El proceso de fijacion es realizado
por la enzima nitrogenasa, cuya sintesis y funcionalidad dependen de los genes (nif)
que incluyen genes estructurales, genes involucrados en la activacién de la proteina
de hierro, y en la biosintesis del cofactor Fe-Mo (AHEMAD & KIBRET, 2014). En las
bacterias diazotrofas fijadoras de nitrégeno, los genes (nif) se organizan en un
cluster de aproximadamente entre 20-40 kb con siete operones que codifican para
20 proteinas (GLICK B. R., 2012). Dentro del grupo de las bacterias fijadoras no
simbitticas se destacan Azoarcus, Azotobacter, Acetobacter, Azospirillum,
Burkholderia, Diazotrophicus, Enterobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas y
las cianobacterias (Anabaena, Nostoc). Las fijadoras simbidticas inculyen los
géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, y Mesorhizobium que
establecen simbiosis tipo mutualista con plantas leguminosas y el actinomiceto
Frankia con plantas no leguminosas (AHEMAD & KIBRET, 2014). Para la fijacién
de nitr6geno de forma simbidtica, los microorganismos forman nédulos en las raices
con la finalidad de evitar la inactivacion de la enzima nitrogenasa por parte del
oxigeno presente (GUPTA, SINGH PARIHAR, KUMAR AHIRWAR, KUMAR SNEHI,
& SINGH, 2015).

Dentro de las bacterias que fijan nitrégeno de manera no simbiética se destaca el
género Azospirillum, el cual pertenece al grupo de las alfa proteobacterias
(CARDENAS, GARRIDO, BONILLA, & BALDANI, 2010). Estas bacterias Gram
negativas son consideradas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (RPCV) por los multiples beneficios que aportan en el crecimiento y
rendimiento de los cultivos en la plantas gramineas y cereales en diversas regiones
tropicales y de climas templados (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Entre
los efectos benéficos que ofrecen a las plantas, se pueden mencionar el incremento
de la toma de nutrientes y agua, la solubilizacion de fosfatos, asi como también la
induccion de genes que confieren tolerancia al estrés (PEREZ PEREZ, SAN JUAN
RODRIGUEZ, TORTORA, VERA, & CASAS GONZALEZ, 2019).
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En ambientes con limitaciones nutricionales y problemas de desecacion,
Azospirillum spp recurre a diferentes rutas metabdlicas para la utilizacion del
carbono y del nitrégeno. Otras adaptaciones de esta especie para sobrevivir a
condiciones desfavorables corresponden a mecanismos fisioldgicos eficientes como
la floculacion, sintesis de melanina, formacion de quistes, y mecanismos de
proteccion interna contra las esporas de otros hongos (BACA, SANCHEZ,
CARRENO, & MENDOZA, 2010).

Como caracteristica sorprendente de Azospirillum spp, se puede mencionar el
hecho, que aunque no existan especies patdgenas dentro del género, son capaces
de inducir mecanismos de defensa en las plantas para contrarrestar el ataque de
microorganismos patdgenos mediante un mecanismo conocido como resistencia
sistémica inducida (ISR). Esta propiedad se caracteriza porque las bacterias
inducen una reacciébn en las plantas mediante la liberacion de proteinas
relacionadas con la patogénesis las cuales se propagan sistematicamente por los
tejidos mejorando la capacidad defensiva contra patdogenos por periodos
prolongados (FUKAMI, OLLERO, MEGIAS, & HUNGRIA, 2017).

La gran versatilidad en el metabolismo del nitrogeno le permite a este género de
bacterias establecerse y adaptarse a las condiciones y al ambiente competitivo de
la rizosfera (DE-BASHAN, HOLGUIN, GLICK, & BASHAN, 1996). Se han
identificado numerosos genes implicados en la quimiotaxis, motilidad, produccién
de polisacéridos extracelulares, fijacion de nitrégeno y biosintesis de &cido
indolacético. Actualmente se reconocen doce especies pertenecientes a este
género bacteriano: A. lipoferum y A. brasilense, A. amazonense, A. halopraeferens,
A. irakense, A. largimobile, A. doebereinerae, A. oryzae, A. melinis, A. canadense,
A. zeae y A. rugosum (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).

Azospirillum brasilense desarrolla y utiliza dos tipos de flagelos dependiendo si
crece en medio liquido o sdlido. En medios liquidos nada mediante un flagelo polar,
y en medios sélidos se desplaza por un flagelo lateral adicional (STEENHOUDT &
VANDERLEYDEN, 2000). Tanto la motilidad como la produccién de polisacaridos
son rasgos que facilitan la colonizacion de las raices por parte de especies endofitas
como A. brasilene (SANTOYO, MORENO-HAGELSIEB, OROZCO-MOSQUEDA, &
GLICK, 2016). A. brasilense al ser inoculados en la rizosfera es capaz de producir
hormonas como auxinas y otras sustancias que promueven el crecimiento de las
plantas. Son muchos los estudios realizados por investigadores de muchas partes
del mundo para evaluar el efecto promotor de la inoculaciéon con A brasilense sobre
diversas plantas de interés agricola y forestal (BODDEY, BALDANI, BALDANI, &
BOBEREINER, 1986).

La inoculacion de Setaria italica con A. brasilense (cepa Cd) mostré aumentos en la
actividad de reduccion de acetileno medida en plantas no perturbadas con unas
magnitudes de 1 a 2.5 micromole CsH4 por plantas? h'! (BODDEY, BALDANI,
BALDANI, & BOBEREINER, 1986). Algunas investigaciones han demostrado que
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algunas PGPBs productoras de auxinas pueden incrementar la emergencia de
semillas vegetales. Azospirillum brasilense por producir este tipo de hormona
vegetal es considerado también como una bacteria promotora de emergencia
(ZAMBRANO & DIAZ, 2008). Estudios realizados demostraron que el sistema de
crecimiento y la inoculacion de A. brasilense tiene un efecto significativo (p <0.01)
sobre la germinacion en condiciones de vivero de las semillas de Gmelina arborea,
especie latifoliada tropical, utilizada en el establecimiento y manejo de bosques
comerciales en los suelos de la Costa Norte de Colombia. Dado que este género de
bacterias tiene una amplia distribucion, se asocia con diferentes especies vegetales
como forestales, frutales, gramineas y ademas no presenta especificidad en la
asociacion (una bacteria aislada de una especie forestal puede ser inoculada en
otra especie forestal diferente) Azospirillum brasilense representa una especie
promisoria para la inoculacion de especies forestales con fines de reforestacion en
ecosistemas perturbados por diferentes causas; como es el caso de los suelos
degradados por la explotacion minera de oro de aluvion (ZAMBRANO & DIAZ,
2008).

La inoculacion en soya (Glycine max (L) Merr) con Azospirillum brasilense, no
produjo modificaciones en la biomasa de la parte aérea de la planta ni en la actividad
nitrogenasa en nodulos pero si produjo incrementos en la biomasa de raices y
nodulos. Con esta investigacion se demostré6 que A. brasilense es capaz de
colonizar la superficie de la raiz de soya mediante adhesion a la capa mucilaginosa
formando microcolonias entre los espacios intercelulares y las diferentes capas del
parénquima radicular, lo que sugiere que puede vivir como enddfito en este tipo de
plantas y por lo tanto un candidato para la inoculacion de plantas leguminosas
(ALBERTO-CASAS, y otros, 2019).

Estudios realizados para evaluar el crecimiento de Leucaena leucocephala
inoculada con A. brasilense solo y en combinacién con el hongo micorrizico
Rhizophagus intraradices demostraron que hubo un incremento en el peso seco de
tallo y hojas a partir de los 15 dias de la siembra. A. brasilense indujo la mayor
biomasa en el sistema radical (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-LOPEZ, & IBARRA-
PUON, 2018).

En una investigacion encaminada a optimizar el aprovechamiento de nitrégeno por
parte de la planta forrajera Brachiaria decumbens cv. Decumbens, se realiz6 la
inoculacion con bacterias diazotroficas del género Azospirillum spp, reportandose
un incremento en su crecimiento y desarrollo, lo que permitiria reducir los gastos
gue en abonos nitrogenados se requieren para la produccion de estas gramineas
(GUIMARAES, BONFIN-SILVA, KROTH, & FORNAZIER, 2011). Existe un alto
grado de asociacion entre esta planta con la especie A. brasilense, en donde se
observd una mayor produccion de biomasa al inocular a Brachiaria decumbens con
este microorganismo en un tratamiento combinado con fertilizacion nitrogenada de
40 kgN ha! (HUNGRIA , NOGUEIRA , & SILVA , 2016).
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En otro estudio encaminado a reducir los altos costos que acarrean el uso de
fertilizantes nitrogenados en los cultivos de pastos para la alimentacion animal, se
evaluo el efecto de la inoculacion conjunta de Azospirillum brasilense y diferentes
niveles de nitrdgeno en el rendimiento, la tasa de acumulacion de forraje, la
composicidon botanica y estructural de pastos forrajeros Coastcross-1
pertenecientes al género Cynodon. Los resultados del estudio arrojaron que el
rendimiento del forraje aumenté considerablemente en los tratamientos inoculados
sélo con la bacteria sin aplicacion de los fertilizantes nitrogenados y sin necesidad
de reinoculacion, lo que demuestra que la bacteria promotora del crecimiento
vegetal Azospirillum brasilense, se constituye en una alternativa econémica de
fertilizacion de pastos forrajeros destinados a la alimentacién animal (AGUIRRE, y
otros, 2018).

1.10.2 SOLUBILIZACION DE FOSFATO

El fésforo (P) es uno de los nutrientes esenciales para el desarrollo y crecimiento de
las plantas, debido a que se requiere para la sintesis de compuestos celular y
organelos como azulcares, acidos nucleicos, nucledtidos, coenzimas, fosfolipidos,
nucleodtidos, coenzimas y fosfolipidos. Los fosfatos organicos e inorganicos también
sirven como tampdn en el mantenimiento del pH celular. El fésforo se encuentra
disponible abundantemente en el suelo (organica e inorganica), pero generalmente
su disponibilidad es baja debido a que su naturaleza es insoluble (OSORIO &
HABTE, 2009). Su distribucion en el suelo depende del tipo de suelo, pH, tipo de
vegetacion, actividad microbiana y entradas de fertilizantes (Rooney & Clipson,
2009). Las plantas absorben el fosforo del suelo en forma de ortofosfatos las cuales
son formas inorganicas solubles: (H2PO41!) y (HPO4?) (OSORIO & HABTE, 2009).

En el suelo existen muchos microorganismos con capacidad para realizar la
solubilizacion de las formas insolubles de fosfato. Los principales mecanismos que
estos emplean son la secrecién de acidos organicos e inorganicos y la liberacién de
protones hacia la solucion del suelo, lo que ocasiona la acidificacion del medio
extracelular a un pH cercano a 2,0, facilitando de esta manera el proceso de
solubilizacion (BELTRAN PINEDA, 2014). Géneros bacterianos como Azotobacter,
Bacillus, Beijerinckia, Burkholderia, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium,
Microbacterium, Pseudomonas, Rhizobium y Serratia han sido reportados como
solubilizadores de fosfatos insolubles en el suelo (AHEMAD & KIBRET, 2014).
Especies de Pseudomonas sp., Erwinia herbicola, Pseudomonas cepacia y
Burkholderia cepacia producen &cido glucénico que es el agente solubilizador mas
frecuente. Rhizobium leguminosarum, Rhizobium meliloti y Bacillus firmus producen
acido 2-cetogluconico. Algunas cepas de Bacillus liqueniformis y B.
amyloliquefaciens producen mezclas de éacidos lactico, isovalérico, isobutirico y
acético (BELTRAN PINEDA, 2014).

1.10.3 PRODUCCION DE FITOHORMONAS
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El incremento en el crecimiento de las plantas ocasionado por los microorganismos
promotores de crecimiento vegetal se debe a la produccion de fitohormonas; como
son el acido indolacético, el acido giberilico, zeatina, acido abscisico, citoquininas y
el etileno son producidas por una variedad de microorganismos promotores del
crecimiento en plantas (GONZALEZ H & FUENTES N, 2017). Entre estos se
encuentra Acetobacter diazotrophicus y Herbaspirillum seropedicae son
productoras de &cido indolacético, Azospirillum sp. Produce Zeatina y etileno,
Azospirillum lipoferum produce acido giberilico y Azospirillum brasilense produce
acido abscisico (SINGH, 2013).

1.11 MECANISMOS DE ACCION INDIRECTOS

El principal mecanismo de accién indirecto es actuar como agentes de control
biolégicos, produciendo metabolitos antifingicos que protegen a las plantas de
diferentes bacterias patdgenas, hongos y virus conociendo este fenobmeno como
resistencia sistémica inducida (ISR) (GLICK B. R., 2012) (BHATTACHARYYA &
JHA, 2012). La utilizacion excesiva de las bacterias productoras de antibiéticos
puede provocar que algunos microorganismos fitopatdégenos desarrollen resistencia
a estos antibidticos; por esta razon actualmente se utilizan cepas que sintetizan
cianuro de hidrégeno y otros que producen enzimas que incluyen quitinasas,
celulasas, gluc-1,3 glucanasas, proteasas y lipasas que pueden lisar una parte de
las paredes celulares de muchos hongos patégenos. Se ha encontrado que estas
enzimas tienen actividad de biocontrol sobre hongos patdégenos como Botrytis
cinerea, Sclerotium rolfsii, Fusarium oxysporum, Phytophthora spp., Rhizoctonia
solani y Pythium ultimum (FRANKOWSKI, y otros, 2001).

Otros mecanismos utilizados es la produccion de sideréforos evitando que los
fitopatdgenos adquieran una cantidad suficiente de hierro, limitando asi su
proliferacion en la rizosfera de las raices de la planta huésped (MORENO
RESENDEZ, GARCIA MENDOZA, REYES CARRILLO, VASQUEZ ARROLLO, &
CANO RIOS, 2018). También se utilizan mecanismos como son la produccién de
lipopolisacéaridos (LPS), flagelos, lipopéptidos ciclicos, 2,4-diacetilfloroglucinol,
homoserina lactonas y compuestos volatiles como, acetoina y 2,3-butanodiol
(LUGTENBERG & KAMILOVA, 2009).

1.12 HONGOS PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL

Los hongos al igual que las bacterias ejercen un papel fundamental e importante en
el crecimiento de las plantas. Dentro de los efectos benéficos que generan esta el
control bioldgico, induccion de resistencia sistémica en las plantas, cambios en la
composicion de la microbiota de las raices, mejora en la absorcion y solubilizacion
de nutrientes, mayor desarrollo radical, aumento de pelos radiculares y un
enraizamiento mas profundo (CANO, 2011). Se destacan los hongos solubilizadores
de fosfato y los hongos formadores de micorrizas (RAMIREZ, OSORNO, OSORIO,
& MORALES, 2013).
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1.12.1 HONGOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO (HSF)

Ademas de las bacterias, muchos hongos exhiben una gran capacidad
solubilizadora y aunque estas han recibido mayor atencién al respecto, los hongos
son mas efectivos solubilizando fésforo inorganico (KUCEY, 1983). Entre los
hongos solubilizadores se encuentran Aspergillus, Penicillium Trichoderma
Sclerotium, Fusarium, Paecillomyces, Sytalidium, Scopulariopsis Moniliella vy
Mortierella (Useche, Valencia, & Perez, 2004; Ramirez Gil et al., 2013). Mortierella
spp ha sido citado en la literatura cientifica, como solubilizador debido a que mejoran
la eficiencia de la fertilizacion fosforica y aumenta la solubilizacidén de este elemento
(OSORIO & HABTE, 2013) (RAMIREZ, OSORNO, OSORIO, & MORALES, 2013).

Entre las caracteristicas del género Mortierella encontramos que esta ubicado en la
familia Mortierellaceae dentro del orden Mortierellales. (NCBI Taxonomy). Todas
sus estructuras son generalmente mas delicadas que la de los otros miembros del
philum Mucoromycota al cual pertenece también el género Mucor. Los esporangios
hialinos carecen de columela o, si esta presente, es muy pequefa, poseen
numerosas, pocas 0 una espora, muchas veces denominados esporangiolas en el
caso que solo posean una o 2 esporas. El desarrollo micelial es delicado y se da de
manera dicotomica presentando un olor alidceo (ajo) caracteristico del género. Las
especies de Mortierella se encuentran entre los hongos mas comunes del suelo,
donde probablemente jueguen un papel menor en el reciclado de materia organica
(CABELLO, 1997).

La produccion de acidos grasos poliinsaturados al convertir el exceso de azucares
y otras fuentes de carbdn en lipidos bajo diferentes condiciones de fermentacion es
una caracteristica de este género. Varios estudios han demostrado la capacidad de
algunas especies de Mortierella de acumular acidos araquidonicos, gamma-
linolénico, eicosapentaenoico y docosahexaenoico en el micelio los cuales estan
involucrados en la induccién de resistencia a fitopatbgenos en plantas de
importancia agricola (MARES-PONCE DE LEON, y otros, 2017).

Estudios con la finalidad de buscar alternativas microbiologicas para el cultivo de la
planta leguminosa de alto contenido proteico conocida como Caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.), demostraron que la inoculacién de estas plantas con el hongo
Mortierella sp y la adicion de roca fosfoérica no tuvo un efecto estadisticamente
significativo (P>0,05) sobre las variables evaluadas, pero sin embargo, en todos los
tratamientos se incremento significativamente el P soluble (RAMIREZ, OSORNO,
OSORIO, & MORALES, 2013). Otros estudios con este mismo hongo, pero de
manera dual con el hongo micorricico arbuscular Rhizoglomus fasciculatum también
fue realizado para evaluar la efectividad sobre el crecimiento de cuatro especies de
arboles muy utilizadas en Colombia en programas de reforestacion (Tecoma stans,
Dodonaea viscosa, Fraxinus chinensis y Lafoensia speciosa). Los tratamientos
aplicados en etapa de vivero incrementaron el crecimiento y la absorcion de P de
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las cuatro especies; pero se observo un efecto significativamente mayor cuando los
hongos R. fasciculatum y Mortierella sp., fueron conjuntamente inoculados que
cuando se uso solo R. fasciculatum (MORENO, LEON, & OSORIO, 2016).

1.12.2 HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Las micorrizas arbuscularers son asociaciones simbioticas ubicuas entre los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) y méas del 90% de las plantas superiores terrestres
(SMITH & READ, 2008). Los HMA ofrecen multiples beneficios a las plantas con las
que establecen simbiosis, siendo los méas importantes, la produccion de
fitohormonas, mejora en la absorcion de nutrimentos, proteccion contra algunos
fitopatogenos del suelo y la disminucion de los efectos causados por estrés abibtico
y bidtico (DIAZ FRANCO, ESPINOSA RAMIREZ, & ORTIZ CHAIREZ, 2019).

Los hongos micorrizo arbusculares se pueden encontrar en diferentes ambientes e
incluso en los ecosistemas fragiles, degradados y contaminados formando una
extensa red extraradical ayudando a las plantas a explorar los nutrientes
(especialmente el fésforo (P)) y el agua del suelo, contribuyendo a los procesos
asociados en ésta matriz y ayudando a mantener la estabilidad, productividad y
funcionamiento del ecosistema de la comunidad de plantas (WANG, 2017). Las
HMA produce la glomalina que se deposita en las paredes hifales externas del
micelio extrarradical y en las particulas adyacentes del suelo, permitiendo ser un
agente de union al suelo a largo plazo (LOPES LEAL, y otros, 2016). Las HMA
pueden traer muchos beneficios en el crecimiento de las plantas al aliviar diversas
tensiones ambientales como son la toxicidad por metales pesados, estrés a la
sequia, salinidad y la compactacion del suelo permitiendo asi la adaptacion y el
desarrollo de diferentes plantas bajo estas condiciones (MEIER, BORIE, BOLAN, &
CORNEJO, 2012) (MIRANSARI, 2010).

Los hongos micorrizicos arbusculares son uno de los principales medidores de las
comunidades perturbadas y la sucesion de distintos ecosistemas, por lo que
contribuyen significativamente con la restauracion a diferentes escalas (Quoreshi,
2008; Wang, 2017). Esta tecnologia esta orientada a restaurar suelos aprovechando
el potencial de in6culo micorrizal. Todo esto se puede lograr a través de procesos
de bioaumentacion, inoculando suelos con HMA o mediante el uso de plantulas
trasplantadas que ya tengan el hongo micorrizal en sus raices (Jeffries, Gianinazzi,
Perotto, Turnau, & Barea, 2003).

Son muchas las investigaciones que se han llevado a cabo empleando esta
tecnologia; una de ellas encaminada a evaluar el efecto de la inoculacion de
micorrizas arbusculares y la fertilizacion en el crecimiento de las plantulas de Acacia
mangium; demostré que los tratamientos inoculados con micorrizas mas fertilizantes
aumentaron significativamente el crecimiento, comprobandose de esta manera, el
efecto benéfico que sobre las plantas tienen las micorrizas arbusculares (JEYANNY
, LEE , & WAN RASIDAH, 2011).
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En un estudio realizado para evaluar la efectividad de la inoculacion individual y
conjunta de un consorcio de hongos micorricicos y hongos solubilizadores de
fésforo (Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum y Penicillium waksmanii),
sobre la micorrizacion, el contenido de fésforo foliar, la altura, y longitud de la raiz
de plantas de jitomate, se obtuvo un rango de colonizacion del 48-66%;
detectandose los mayores valores con los tratamientos de HMA y HMA + Aspergillus
niger. Se detectd a su vez un incremento (191%) del fosforo foliar en los
tratamientos consorcios de HSF y HSF+HMA y en la altura de las plantas de jitomate
en todos los tratamientos con respecto al testigo. El tratamiento HMA junto con el
testigo presentaron los valores mas altos para la longitud de raiz. Los resultados de
esta investigacion llevada a cabo en condiciones de invernadero demuestran una
vez mas el alto potencial, que tiene el uso de consorcios de hongos solubilizadores
de fésforo y hongos micorricicos como biofertilizantes para el cultivo de diferentes
plantas de importancia agricola como es el caso del jitomate (ARIAS MOTA,
ROMERO FERNANDEZ, BANUELOS TREJO, & DE LA CRUZ ELIZONDO, 2019).

En otra investigacion se evalud el crecimiento de Leucaena leucocephala
biofertilizada con hongos micorrizicos arbusculares en condiciones de vivero;
demostrando que los HMA mejoraron las caracteristicas de la planta en
comparacion con el testigo y la fertilizacion quimica. La biofertilizacion con
Rhizophagus intraradices promovid6 un mayor crecimiento vegetal de L.
leucocephala en la parte aérea, menor en el sistema radical y mayor contenido de
fésforo. Con esta investigacion qued6 comprobado que los HMA en L. leucocephala
promueven el crecimiento vegetal y a su vez permiten disminuir el uso de
fertilizantes quimico en condiciones de vivero (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-
LOPEZ, & IBARRA-PUON, 2018).

En otro estudio se evalud el efecto que tenia la inoculacién del pasto Brachiaria
decumbens con hongos nativos del trépico himedo ecuatoriano formadores de
micorrizas arbuscular (Scutellospora spp, Glomus spp, Scutellospora spp,
Acaulospora spp y Gigaspora spp) encontrando que las plantas inoculadas con
Glomus spp, o en combinacion con Scutellospora spp. mostraron las mejores
respuestas en las variables de crecimiento evaluadas, dejando en evidencia la
eficiencia de los hongos formadores de micorrizas en la infeccién radicular y su
contribucion para mejorar la calidad de plantas de B. decumbens, asi como los
beneficios fisiologicos y ecologicos ejercidos por los mismos (PRIETO BENAVIDES,
y otros, 2011).

Entre las caracteristicas de Rhizoglomus fasciculatum encontramos que es un
hongo formador de micorrizas arbuculares, que pertenece a la familia Glomeraceae
y al orden Glomerales. El género Rhizoglomus comprende especies de hongos
micorrizico arbusculares que frecuentemente formas abundantes esporas en el
suelo y en las raices. Estas esporas se desarrollan sobre hifas sustentoras
cilindricas usualmente con un poro abierto en la base y contienen por lo menos dos
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0 tres capas de pared distintas (SIEVERDING, ALVES DA SILVA, BERNDT, &
EOHL, 2014).

1.13 CONTRIBUCION DE LOS MICROORGANISMOS PROMOTORES DEL
CRECIMIENTO VEGETAL EN LA REDUCCION DE LA DEGRADACION
AMBIENTAL

Los microorganismos promotores del crecimiento vegetal ademas de ser aplicados
en los cultivos agricolas para mejorar su productividad presentan un gran potencial
para ser empleados en la recuperacion de ambientes degradados (DE-BASHAN,
HERNANDEZ, & BASHAN, 2012). Pueden ser empleados para evitar los problemas
de erosidn de los suelos en regiones aridas ya que mejoran el crecimiento de las
plantas de regiones desérticas, en programas de reforestacion, restauracion de los
ecosistemas deteriorados de manglar, asi como también en proyectos de
fitorremediacion para la descontaminacion de suelos y aguas (DE-BASHAN,
HERNANDEZ, & BASHAN, 2012).

La fitorremediacién es una estrategia de biorremediacion ambiental, que utiliza
plantas con microorganismos asociados para secuestrar y extraer compuestos
toxicos de ambientes contaminados (DELGADILLO-LOPEZ, GONZALEZ-
RAMIREZ, PRIETO-GARCIA, VILLAGOMEZ-IBARRA, & ACEVEDO-SANDOVAL,
2011) (JARA-PENA, y otros, 2014). Las técnicas de fitorremediacion incluyen:
fitodegradacion cuando los contaminantes son degradados por las plantas; la
fitotransformacién que reduce la toxicidad ya que inactiva o degrada los
contaminantes resultantes del metabolismo de las plantas, la rizodegradacion que
mejora la actividad microbiana del suelo para degradar contaminantes por parte de
las bacterias rizosféricas; la fitoextraccion en la cual se absorben contaminantes de
los suelos contaminados y se almacena las sustancias en la biomasa de la planta;
(para el caso metales pesados, estos se pueden recuperar Yy reutilizar
posteriormente) y; la fitoestabilizacion que reduce la movilidad de sustancias toxicas
en los suelos, como en el caso de los relaves mineros (DELGADILLO-LOPEZ,
GONZALEZ-RAMIREZ, PRIETO-GARCIA, VILLAGOMEZ-IBARRA, & ACEVEDO-
SANDOVAL, 2011) (MACEK, MACKOVA, & KAS, 2000) (SURESH &
RAVISHANKAR, 2004).

Aunque las plantas toleran parcialmente los contaminantes, su crecimiento en estos
ambientes es lento y sélo remueven pequefias cantidades, por lo que se hace
necesario estimular el crecimiento de estas plantas mediante la inoculacion con
PGPM, con el fin de mejorar su crecimiento bajo las condiciones de estrés a las que
se encuentran sometidas. La inoculacion con estos microorganismos benéficos
incrementa la biomasa vegetal permitiendo que la fitorremediacion sea un proceso
mas rapido, efectivo y atractivo (GLICK B. , 2003).
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1.14 PLANTAS PIONERAS EN PROGRAMAS DE FITOESTABILIZACION DE
RELAVES MINEROS.

Los relaves de mina constituyen una fuente continua de contaminacion con
elementos metales, debido a la pérdida de la cobertura vegetal y a los cambios que
esta actividad ocasiona en la estructura del suelo (PILON-SMITS, 2005). Bajo estas
circunstancias, la fitoestabilizacion se considera una estrategia econdomica y
efectiva que utiliza plantas nativas como cubierta del suelo para evitar la erosion y
reducir los riesgos para la salud Caracteristicas de estos terrenos como la alta
toxicidad de los metales, pH bajo, carencia de minerales esenciales, la falta de
arcilla y materia organica para retener el agua, la falta de estructura del suelo o la
falta de una fuente de semilla de especies nativas, lo convierten en un sustrato no
apto para el crecimiento de la mayoria de las especies vegetales (MENDEZ &
MAIER, 2008). La ausencia de vegetacién se puede extender por muchos afos o
se suele desarrollar una cobertura vegetal muy ligera (GONZALEZ-CHAVEZ,
CARRILLO-GONZALEZ, & GUTIERREZ-CASTORENA, 2009).

Una alternativa mas practica es adicionar grandes cantidades de compost,
biosodlidos y agua; ademas el uso de plantas pioneras, principalmente arbustos
leguminosos y arboles que fijan el nitrégeno para que agreguen contenido organico,
mejoren las caracteristicas del suelo, se reduzca su toxicidad y de esta manera se
desarrollen posteriormente plantas mas sensibles, permitiendo el desarrollo de un
ecosistema mas estable y diversificado. Muchos investigadores han propuesto para
la recuperacion de suelos degradados por mineria, el establecimiento de plantas
pioneras inoculadas con PGPB y con hongos micorrizico y adicién de pequefias
cantidades de compost (DE-BASHAN, HERNANDEZ, & BASHAN, 2012). Se suelen
utilizar microorganismos promotores nativos aislados de los mismos suelos
contaminados y degradados por mineria o evaluar o probar microorganismos
utilizado en otras aplicaciones, principalmente agricolas, que podrian ayudar a las
plantas a crecer en estos suelos. Dada la capacidad de los arboles leguminosos
como Acacia mangium y Leucaena leucocephala de tolerar suelos contaminados
con metales pesados, son buenos candidatos para ser empleados en programas de
reforestacion de suelos degradados por mineria como es el caso de la mineria
aurifera de aluvion (DE-BASHAN, HERNANDEZ, & BASHAN, 2012).

Acacia mangium es una especie leguminosa arbérea perteneciente a la familia
Fabacea originaria de Australia y Asia Central, capaz tolerar condiciones de suelos
degradados acidos con baja fertiidad y escasa materia organica (GHOSH &
VERMA, 2006) (PAVLOTZKY-BLANK & MURILLO-GAMBOA, 2012). Esta planta
considerada pionera, presenta un crecimiento rapido y una elevada productividad
de biomasa por lo que sido empleada en programas de reforestacion en varios
paises de Asia, el Pacifico y en el Tropico humedo, asi como en Puerto Rico, Brazil
y Republica Dominicana (PEREZ, y otros, 2012). Asimismo, su cultivo constituye
una alternativa de mejora de las propiedades del suelo Esta especie se introdujo en
Colombia con fines ambientales, para manejo de suelos erosionados y degradados,
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gracias a la capacidad de fijar nitrégeno y fésforo (REYES, CARMONA, &
FERNANDEZ, 2018).

A. mangium se caracteriza por presentar filodios, peciolos ensanchados que se
desarrollan después de cuatro semanas de edad cuando pierden las hojas
verdaderas y realizan actividad fotosintética que le confiere tolerancia por tiempo
prolongado a la planta. El desarrollo inicial de las hojas verdaderas es una estrategia
de esta especie para el establecimiento rapido, ya que con este tipo de superficie
de intercambio gaseoso se presenta un uso mas eficiente del nitrégeno en la
fotosintesis que con los filodios. Esta especie vegetal alcanza tallos de hasta 30m,
con fuste recto y libre de ramas hasta cerca de la mitad de la altura total y fuera de
su habitat tiene la tendencia a bifurcarse a diferentes alturas. Sin embargo, en sitios
donde la nutricidn es baja los arboles pueden alcanzar alturas que van de 7 a 10m
(REYES, CARMONA, & FERNANDEZ, 2018).

Pequefias flores en racimo de color blanco conforman las inflorescencias que
posterior a la fertilizacion desarrollan vainas verdes y en la maduracion oscurecen
su color. Las flores generalmente son hermafroditas y estdn conformadas por cinco
pétalos y cinco sépalos. Las semillas son negros, brillantes, elipticas y ovaladas con
medidas entre 3-5 a 2-3 mm (REYES, CARMONA, & FERNANDEZ, 2018).

En Colombia, la deteccion de Hg en hojas y madera de A. mangium de plantaciones
establecidas exitosamente hace més de 11 afios en suelos degradados por mineria
de aluvién en la region del Bajo Cauca Antioguefio, hacen suponer que esta planta
bioacumula estos metales pesados en sus tejidos y se sugiere por lo tanto que esta
especie podria utilizarse en proyectos de biorremediacion de suelos degradados y
contaminados por Hg como consecuencia de la explotacién minera de aluvién
(LEON, DIEZ, CASTELLANO, OSORIO, & MARIN , 2008).

Leucaena leucocephala es otra especie leguminosa forrajera empleada en procesos
de fitorremediacion la cual se caracteriza por ser un arbusto de crecimiento rapido
(pueden vivir mas de 50 afios) caducifolio o perennifolio de 3 a 6 m (hasta 12 m) de
altura con un diametro a la altura del pecho de hasta 25 cm (ZARATE, 1994). Las
hojas bipinnadas estan dispuestas de forma alterna a lo largo del tallo. Los peciolos
tienen 10-25 cm de largo, contienen de 4 a 9 pares de pinnas por hoja y 13-21
pares de foliolos de tamafio intermedio por pinnas, los cuales pueden ser arrojados
prematuramente como respuesta a condiciones de estrés ambiental. La
inflorescencia es de forma globular, de color crema y desarrolla racimos de vainas
planas marrones, de 12 a 17 mm de largo que contienen 12-28 semillas (VERMA,
2016).

Esta especie tropical para su crecimiento 6ptimo requiere temperaturas calidas de
25 a 35 °C, presenta baja tolerancia al frio y su crecimiento se reduce
significativamente durante el invierno en areas subtropicales. Con relacion a la
humedad, crece bien en climas subhimedos o humedos con precipitaciones que
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oscilan desde los 650 mm a 3000 mm, aunque puede tolerar estaciones secas
moderadas de hasta 4 a 6 meses. Cabe destacar ademas que no tolera suelos con
pH por debajo de 5.5, pobres en potasio, calcio, salinos, con alto contenido de
aluminio y en estado de anegamiento. En suelos poco profundos, las capas de
arcillas hacen que las raices se ramifiquen y crezcan lateralmente a 30 cm, pero
generalmente la raiz principal suele ser larga (5m), fuerte y bien desarrollada.
Debido a que los pelos radiculares son poco desarrollados, la planta suele depender
en gran medida de asociaciones micorricicas para la absorcion de nutrientes,
micorrizas vesiculares / arbusculares y nodulacion con Rhizobium, al menos durante
las etapas iniciales del desarrollo de las plantulas (VERMA, 2016)

La capacidad de establecer estas asociaciones simbioticas, le permite a esta planta
adaptarse facilmente a diferentes ambientes, por lo que ha sido empleada para
rehabilitar sitios donde hubo explotacién minera (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-
LOPEZ, & IBARRA-PUON, 2018) (FERRARI & WALL, 2004).

Estudios destacan el efecto de los hongos micorrico arbusculares en el aumento de
la tolerancia de L. leucocephala al stress por arsénico y enfatizaron el potencial de
la simbiosis L. leucocephala- R. Clarus para fitoestabilizacién de arsénico en suelos
moderadamente contaminados con este metal (SCHNEIDER, BUNDSCHUH,
RANGEL, & GUILHERME, 2017).

Por otro lado, se sabe que Brachiaria decumbens, una especie de pasto introducida
en las estribaciones de la Amazonia en Colombia en 1970 como un forraje para
mejorar la productividad del ganado, desarrolla un amplio sistema radicular, y en
suelos estresados forma relaciones con micorrizas vesiculo arbusculares
(POSADA, y otros, 2008). Sus bajos requerimientos nutricionales, y su alta
adaptabilidad a suelos poco fértiles y acidos, han propiciado el remplazo de
pastizales nativos por Brachiaria decumbens en los suelos pobres de las sabanas
de varios paises de América como es el caso de Brazil y Colombia. En comparaciéon
con otros pastos tropicales, las pasturas de Brachiaria tienen una mayor calidad de
forraje y muestran una mayor producciéon en comparacion con la sabana nativa
(SIMIONI & VALLE , 2011).

Se reproducen asexualmente a través de apomixis facultativa por lo tanto, los
embriones son partenogenéticos y las progenies son idénticas a la planta madre, lo
gue conlleva a pastos homogéneos, lo cual es ventajoso para el manejo de los
animales, pero representa un grave riesgo cuando se planta en grandes extensiones
de tierra (SIMIONI & VALLE , 2011).
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2 METODOLOGIA
2.1 TIPO DE ESTUDIO

Esta investigacion fue de tipo experimental con un enfoque cuantitativo; las
poblaciones del estudio estuvieron conformadas por microorganismos promotores
del crecimiento vegetal, plantas pioneras y suelos degradados por mineria.
Las muestras escogidas para este estudio fueron:
e Microorganismos promotores del crecimiento vegetal: Azospirillum
brasilense, Mortierella sp., Rhizoglomus fasciculatum.
e Plantas pioneras: Acacia mangium, Brachiara decumbens y Leucaena
leucocephala.
e Suelos degradados por mineria: Suelo degradado por mineria aurifera de
aluvion.

2.2 LOCALIZACION

Esta investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Microbiologia de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (6° 15" Ny 75° 34" W, con 1450
m de altitud).

2.3 SUELO

Las muestras de material de depdsito se tomaron de una mina de explotacion de
oro aluvial recién abandonada, localizada en el municipio de Istmina, vereda Peradd
(LAT: 5.178663 LONG: -76.739744). La profundidad de muestreo fue de 0-25cm
(MORENO, LEON, & OSORIO, 2016).

El material de depdsito se seco al aire y se tamiz0 utilizando una malla de 4 mm de
poro (Josaly Moreno et al., 2016); posteriormente se envi6 al Laboratorio Suelo Vital
de la Universidad Catdlica de Oriente en Rionegro — Antioquia para su analisis
fisicoquimico.

El material sin desinfectar se sirvié en bolsas plasticas negras de 12x12 cm con una
capacidad para 1Kg suelo base seca las cuales se perforaron en la parte inferior
para favorecer el drenaje. A cada bolsa con el material de estudio se le adiciono 1
cm de hojarasca proveniente de la vereda Perad6 del municipio de Istmina.

2.4 MATERIAL VEGETAL

Se usaron las siguientes especies vegetales: Acacia mangium, Leucaena
leucocephala y Brachiaria decumbens a partir de semillas certificadas obtenidas de
la empresa El Semillero SAS. Las semillas de Leucaena y Acacia se escarificaron
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en &cido sulfurico concentrado por 10 min y posteriormente se lavaron con
abundante agua y junto con las semillas de Brachiaria se dejaron germinar en
camara humeda (OROZCO CARDONA, FRANCO HERRERA, & TABORDA
BELTRAN, 2010) (MARTINEZ, RODRIGUEZ TREJOS, GUIZAR NOLAZCO, &
BONILLA BEAS, 2008).

2.5 INOCULOS MICROBIANOS

Las cepas de Azospirillum brasilense, Mortierella sp. y Rhizoglomus fasciculatum
son de uso comercial suministradas por la empresa Biofertilizar S.A.S. ubicada en
la ciudad de Medellin. Azospirillum brasilense se mantuvo en medio OAB (BASHAN
& HOLGUIN, 1993) en una concentracion de 1x10° UFC/ml, en una dosis 5 ml por
planta; el hongo solubilizador de fosfatos Mortierella sp. se mantuvo en PDA en una
concentracion de 1x10° UFC/ml, 5 ml por planta y el hongo micorricico arbuscular
Rhizoglomus fasciculatum se aplic6 30 g por cada kg de suelo, y cada gramo
contenia una concentracion de 300 esporas (MORENO, LEON, & OSORIO, 2016).

2.6  TRATAMIENTOS

Los tratamientos se realizaron de la siguiente manera:(i) indculo arbuscular-
micorrizico (HM) que contenia propagulos infecciosos del hongo Rhizoglomus
fasciculatum suspendido en un suelo: matriz de arena (3: 1); (ii) inéculo con
Mortierella sp. (MSM); (iii) in6culo con Azospirillum brasilense (PGPB); (iv)
inoculaciéon dual (HM + MSM) compuesto por el mismo in6culo micorrizico y el
hongo de solubilizacion de fosfato, (v) inoculacion dual (HM + PGPB) compuesto
por el mismo inéculo micorrizico y A. brasilense; (vi) inoculacién dual (MSM +
PGPB); (vii) inoculacion triple compuesta (HM + MSM + PGPB) y (viii) control no
inoculado.

Se sembraron 2 semillas germinadas para los tratamientos de Leucaena y Acacia,
y 8 para Brachiaria. transcurridos quince dias, se realizé un raleo y se dej6é una sola
plantula por bolsa para Leucaena y Acacia y 5 plantulas para Brachiaria. Se
mantuvieron durante 110 dias en el invernadero de la Universidad Nacional sede
Medellin bajo luz natural a una temperatura entre 20 a 37°C (media 26°C), fueron
regadas con agua y en las Ultimas etapas del experimento con solucion Hoagland
libre de P; el material de depdsito se mantuvo a una humedad relativa entre 30% a
90% (media 60%) segun su capacidad de campo.

2.7 VARIABLES

Al final del periodo de crecimiento, se tomaron medidas biométricas de la altura de
las plantulas (cm), el diametro del cuello de la raiz (mm) y la masa seca aérea (MSA)
(secado en estufa a 60°C por 48 h) y la masa seca radical (MSR) (g/planta). Se
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determiné el contenido de P foliar (%), para tal fin, submuestras del tejido, se
llevaron a una mufla (500°C, 4 h) y las cenizas obtenidas se disolvieron con HCI| 1M.
La concentracion de P se midié por el método de azul de molibdato propuesto por
Habte y Osorio (2001). Adicionalmente se calcul6 el contenido de fésforo en la parte
aérea, mediante la multiplicacién de la MSA y la concentracién de fésforo foliar, se
expreso en términos de mg/planta.

Ademas, se determind la colonizacion micorrizal en raices finas para lo cual estas
fueron sometidas a un aclareamiento con KOH (10%) (Phillips y Hayman, 1970),
luego se tifieron con fucsina acida 0.015% (KORMANIK, BRYAN, & SCHULTZ,
1979) y posteriormente se midio la intensidad de la colonizacion con el método del
intercepto de cuadricula de Giovannetti & Mosse (1980). Adicionalmente, se
determind la presencia de Mortierella sp. en raices, siguiendo el protocolo propuesto
por Osorio y Habte (2013).

2.8 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Cada tratamiento consistio
en la aplicacién individual o combinada de los in6culos y se incluyé un control no
inoculado. Cada tratamiento tuvo 10 réplicas.

2.9 ANALISIS DE DATOS
El efecto de los tratamientos sobre las variables se determiné a través de un analisis
de varianzay para la separacion de medias se empled la prueba de rangos multiples

de Duncan. Ambas pruebas con un nivel de significancia (P value) <0.05. Estos
andlisis se realizaron con el software Statgraphics Centurion XVI.
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3 RESULTADOS
3.1 CARACTERIZACION DEL SUELO DE MINERIA AURIFERA

Este suelo presento las siguientes caracteristicas textura (A: 88%, L: 6% y Ar: 6%)
Arenoso a Areno Franco (Bouyucos), pH 4.6 (relacién 1:2), materia organica 0.8%
(calcinacion); P disponible 4.7 mg/kg (Bray II); Al, Ca, Mg, Na y K intercambiables
N.D., 0.09, 0.08, 0.02 y N.D. cmolc kg? (acetato de amonio); NOs 35.0, NH4* 3.8
(potenciometria); Fe, Mn, Cuy Zn 84.8, N.D., 1.9y 0.6 mg/Kg (Olsen-EDTA); B 0.06
mg/kg (agua caliente).

3.2 Leucaenaleucocephala

En la tabla 3.1. se muestran los niveles de significancia obtenidos de los andlisis de
varianza hechos sobre las variables Leucaena. Se resalta que los tratamientos
tuvieron efectos altamente significativos (P<0.01) sobre las variables MSA, MSR y
P foliar. EI PTA fue afectado a un nivel de significancia de 0.0788. Por otro lado, las
variables altura y didmetro no fueron afectadas significativamente por los
tratamientos.

Tabla 3. 1. Niveles de significancia (P-value) de los tratamientos obtenido de los
andlisis de varianza de cada una de las variables estudiadas en plantulas de
Leucaena leucocephala

Colonizacién
micorrizal
(%)

Altura | Diametro MSA MSR P Foliar PTA

Fuente (cm) (cm) | (g/planta) | (g/planta) (%) (mg/planta)

0,839 0,6460

Tratamientos NS NS

0,0011* | 0,0026** |<0,0001** | 0,0788 <0,0001***

Los resultados de la Figura 3.1 muestran que las plantulas de L. leucocephala no
presentaron diferencias estadisticamente significativas sobre la altura (cm) con
relacion a los diferentes tratamientos empleados. Los valores fluctuaron entre 12.45
a 14 cm; sin embargo, el tratamiento donde se dio una mayor altura con respecto al
control fue HM+PGPB con un incremento de 9.4%. Tampoco se presentaron efectos
significativos sobre el diametro de las plantas, los tratamientos HM, HM+PGPB,
MSM+PGPB, HM+MSM+PGPB presentan un incremento del 25% por encima del
control y de los otros tratamientos (Figura 3.2). Ninguna de las inoculaciones
simples provocé un incremento en la altura de la plantula en comparacion con el
control. EI mismo comportamiento se evidencio con los tratamientos individuales de
MSM y PGPB con respecto al diametro de las plantulas.
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Figura 3.1. Altura de plantas de Leucaena en funcion de los tratamientos con
inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM), un microorganismo
solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de crecimiento vegetal
(PGPB). Cada columna representa el promedio de 10 repeticiones. Las barras
representan el error estandar. NS: indica que no hubo efecto significativo de los
tratamientos.
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Figura 3.2. Didmetro de plantas de Leucaena en funcion de los tratamientos con
inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM), un microorganismo
solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de crecimiento vegetal
(PGPB). Cada columna representa el promedio de 10 repeticiones. Las barras
representan el error estandar. NS: indica que no hubo efecto significativo de los
tratamientos.

En la Figura 3.3. se muestra la evaluacién de la concentracién de fosforo foliar de

plantulas de leucaena; las plantulas del control no inoculado presentaron una

concentracion de P en las hojas de 0.152%. Hubo una concentracion de este

nutriente significativamente mayor al inocular individualmente con MSM y con PGPB
43



comparado con el control, obteniéndose valores de 0.226 y 0.195 %,
respectivamente, los cuales no difirieron entre si. Estos valores fueron seguidos por
la concentracion de P foliar hallada al inocular individualmente con el HM (0.181%),
el cual no fue significativamente diferente del control. Por otro lado, las
inoculaciones duales y la triple no generaron concentraciones de P foliar diferentes
a las del control.

Las plantas control exhibieron un PTA de 1.157 mg/planta, el cual fue
significativamente mayor cuando se inocul6 individualmente con el HM y con MSM
alcanzandose valores de 1.751 y 1.770 mg/planta, respectivamente. Estos
corresponden a incrementos de 51.3 y 53.0% con respecto al control. El resto de
los tratamientos generaron valores intermedios (1.267 — 1.649 mg/planta), los
cuales no fueron significativamente diferentes del control ni de los tratamientos HM
y MSM (Figura 3.4).
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Figura 3.3. Concentracion de fésforo foliar de plantas de leucaena en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).
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Figura 3.4.Contenido de fosforo en la parte aérea (CPA) de plantas de Leucaena
en funcién de los tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo
micorrizal (HM), un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria
promotora de crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio
de 10 repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con
letras minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de
rangos multiples de Duncan (P<0.05).

Los tratamientos también tuvieron un efecto significativo sobre la MSR de las
plantas de Leucaena (Figura 3.5). De esta manera, las plantas control no inoculadas
presentaron un valor medio de 1.511 g/planta, mientras que con las inoculaciones
duales MSM + PGPB y HM+ PGPB se incrementé a 2.233 y 2.122 g/plantas,
respectivamente. Incrementos que corresponden a 40.4 - 47.8%. Las otras
inoculaciones no presentaron efectos significativos sobre la MSR, sin embargo,
todos los tratamientos individuales HM, MSM, PGPB incrementaron la MSR en un
6.9%, 2.4% y 8.2% respectivamente en comparacion con el control.
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Figura 3.5. Masa seca radical (MSR) de plantas de Leucaena en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
mindsculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).

Los tratamientos tuvieron un efecto estadisticamente significativo en la MSA de las
plantulas de L. leucocephala (Figura 3.6). Las plantulas no inoculadas tuvieron una
MSA promedio de 0.764 g/planta, mientras que al inocular con HM+ PGPB y MSM
+ PGPB se produjo una MSA significativamente mayor alcanzando valores de 1.214
y 1.154 g/planta, respectivamente. Esto representa un incremento sobre el control
del 51.0 — 58.9%. Los otros tratamientos no tuvieron efecto significativo sobre esta
variable. Con respecto a los tratamientos individuales se obtuvo Unicamente un
incremento de 32.5% en la MSA con HM.
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Figura 3.6. Masa seca aérea (MSA) de plantas de Leucaena en funcién de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).

Los tratamientos tuvieron efectos significativos sobre el valor de la colonizacion
micorrizal en las plantulas de leucaena (Figura 3.7). Las raices de las plantutas
control, MSM y PGPB no presentaron asociacion micorrizal (0%); mientras que con
las inoculaciones HM, HM+PGPB, MSM+PGPB, HM+MSM+PGPB presentaron un
incremento de 15.8, 18.4, 12.0 y 17.0, respectivamente; sin embargo, con la
inoculacion dual HM+MSM se incrementd a 27.4%, lo cual es superior
significativamente con respecto a los otros tratamientos.
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Figura 3.7.Colonizacién micorrizal (%) de plantas de Leucaena en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).

Por otro lado, se detectd en las raices de las platuntas inoculadas con el MSM la
presencia de colonias morfolégicamente distinguibles con Mortierella sp., a parte de

otros hongos (Figura 3.8A), en el control no inoculado no se detectaron colonias de
este hongo (Figura 3.8B).
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Figura 3.8. A. Raices de plantas de leucaena inoculadas con el microorganismo
solubilizador de minerales (MSM). B: Raices de plantas de leucaena del control no
inoculado.

En las plantulas de A. mangium y B. decumbens los tratamientos no tuvieron efectos
estadisticamente significativos (P<0.01) sobre las variables estudiadas (Tablas 3.2
y 3.3).

Para las plantulas de Acacia los valores de la altura fluctuaron entre 18.5 a 21.8 cm;
diametro entre 3.0 a 3.2 mm en donde el control presentd el valor mas alto con
respecto a los otros tratamientos empleados (Figuras 3.9 y 3.10). Para la MSA los
valores estuvieron entre 1.9 a 2.4 g/planta y aunque no se dio una diferencia
estadisticamente significativa las inoculaciones simples Hm, MSM y PGPB
incrementaron esta variable en un 1.15%, 6.5% y 24.9% respectivamente con
relacion al control (Figuras 3.11). La MSR present6 valores que van desde 0.9 a 1.2
g/planta, y aunque no se evidencian diferencias estadisticamente significativas, HM,
MSM y PGPB presentaron un incremente con respecto al control del 3.0%, 0.96% y
19.4% respectivamente (Figuras 3.12).

Para las plantulas de Brachiaria, los resultados de la Figura 3.13 y Figura 3.14
muestran que no hubo diferencias estadisticamente significativas sobre la altura
(cm) y la MSR (g) con relacion a los diferentes tratamientos empleados. Para éstas
dos variables el control presenté un valor de 61.26 cm y 2.52 g respectivamente,
siendo estos valores mayores con respecto a los otros tratamientos. Para la MSA
(9) aunque no se dieron diferencias estadisticamente significativas, los tratamientos
HM, PGPB y HM+PGPB presentaron un incremento en comparacion al control de
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5.6%, 4.24%y 9.1% respectivamente. Dado los anteriores resultados, no se hicieron
analisis de la concentracion de P en los tejidos ni presencia de los microorganismos
en raices o rizosfera.

3.3 Acacia mangium
Tabla 3.2. Niveles de significancia (P-value) de los tratamientos obtenido de los

andlisis de varianza de cada una de las variables estudiadas en plantulas de Acacia.
mangium

Fuente Altura Didmetro MS Aérea MS Raiz
(cm) (cm) (g/planta) (g/planta)
Tratamientos 0.2730 0.9123 0.5156 0.3222
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Figura 3.9. Altura de plantas de Acacia mangium en funcion de los tratamientos con
inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM), un microorganismo
solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de crecimiento vegetal
(PGPB). Cada columna representa el promedio de 10 repeticiones. Las barras
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representan el error estandar. NS: indica que no hubo efecto significativo de los
tratamientos.

35, 2 a a a a a a a

R I = 2 e 1 H ST o R =
E 7’
—= 2,1 A
o
QEJ 1,4 +
©
[a] 0,7 4

0
& Q & O » L P £
N

Tratamiento

Figura 3.10. Diametro de plantas de Acacia mangium en funcién de los tratamientos
con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM), un
microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. NS: indica que no hubo
efecto significativo de los tratamientos.
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Figura 3.11. Masa seca aérea (MSA) de plantas de acacia en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
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minusculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).
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Figura 3.12. Masa seca radical (MSR) de plantas de acacia en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estandar. Las columnas con letras
mindsculas diferentes indican diferencias significativas segun la prueba de rangos
multiples de Duncan (P<0.05).

3.4 Brachiaria decumbens

Tabla 3.3. Niveles de significancia (P-value) de los tratamientos obtenido de los
andlisis de varianza de cada una de las variables estudiadas en plantas de

Brachiaria decumbens

Fuente

Altura (cm)

MS Aérea (g/planta)

MS Raiz (g/planta)

Tratamientos

0.1831

0.7193

0.9505
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Figura 3.13. Altura de plantas de Brachiaria decumbens en funcion de los
tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo micorrizal (HM),
un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria promotora de
crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio de 10
repeticiones. Las barras representan el error estdndar. NS: indica que no hubo
efecto significativo de los tratamientos.
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Figura 3.14. Masa seca aérea (MSA) de plantas de Brachiaria decumbens en
funcion de los tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo
micorrizal (HM), un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria
promotora de crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio
de 10 repeticiones. Las barras representan el error estandar. NS: indica que no hubo
efecto significativo de los tratamientos.
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Figura 3.15. Masa seca radical (MSR) de plantas de Brachiaria decumbens en
funcién de los tratamientos con inoculacion individual y combinada de un hongo
micorrizal (HM), un microorganismo solubilizador de minerales (MSM) y una bacteria
promotora de crecimiento vegetal (PGPB). Cada columna representa el promedio
de 10 repeticiones. Las barras representan el error estandar. NS: indica que no hubo
efecto significativo de los tratamientos.
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4 DISCUSION

Los resultados obtenidos confirman la hipétesis de investigacion planteada en la
que el crecimiento y nutricibn de plantas establecidas en suelos degradados por
mineria aurifera puede ser mejorado a través de la inoculacidon con microorganismos
benéficos. Los efectos dependen de la inoculacion individual o combinada de estos
microorganismos y del tipo de planta.

La respuesta a las inoculaciones con microorganismos benéficos al parecer esta
controlada por el tipo de especie vegetal que se espera se beneficie de estos
tratamientos. La leucaena es una especie adaptada a suelos desde
moderadamente 4cidos a neutros con buenos contenidos de bases intercambiables
(Ca, Mg, K), no crece bien en suelos fuerte a extremadamente acidos (FRANCIS &
LOWE, 2000). Esta especie también es poco eficiente en la toma de P y por eso
requiere altas concentraciones del elemento en el suelo para tener un buen
desarrollo; por lo anterior se espera tal como ocurri, que responda a las
inoculaciones orientadas a mejorar la disponibilidad y captacion de nutrientes por
parte de los microorganismos (Tabla 3.1) (OSORIO & HABTE, 2013).

Es claro que los microorganismos utilizados cumplen unas funciones de promocion
de crecimiento en las plantas. Por ejemplo, los HM forman asociacion micorrizal con
las raices de la mayoria de plantas incluidas las tres estudiadas (WANG, 2017) y
mejoran la capacidad de la planta para absorber agua y nutrientes particularmente
aquellos de baja movilidad (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-LOPEZ, & IBARRA-
PUON, 2018). Adicionalmente, pueden promover la salud vegetal mediante la
induccion de resistencia sistémica frente a patdogenos (AGUIRRE-MEDINA,
GALVEZ-LOPEZ, & IBARRA-PUON, 2018). En el presente estudio es claro que la
inoculacién individual con el hongo micorrizal promovié una mayor acumulacion de
fésforo en la parte aérea de la planta'y al combinarse con PGPB (HM+PGPB) mejoré
la masa seca aérea y radical. Estos efectos interactivos de HM con otros
microorganismos han sido previamente reportados por otros autores (AGUIRRE-
MEDINA, LEY-DE COSS, VELAZCO-ZEBADUA, & AGUIRRE-CADENA, 2015)
(MORENO, LEON, & OSORIO, 2016) (ZAMBRANO & DIAZ, 2008).

En la Figura 3.1 se observa que todos los tratamientos inoculados presentaron
menor altura que el testigo, a excepciéon del tratamiento HMA + PGPB. Esto pudo
haber estado relacionado con la demanda de fotosintatos que tienen los
microorganismos inoculados al comienzo de la colonizacién, lo que disminuye la
disponibilidad de carbohidratos hacia los vastagos y los incrementa hacia la raiz
(AGUIRRE-MEDINA, LEY-DE COSS, VELAZCO-ZEBADUA, & AGUIRRE-
CADENA, 2015). El tratamiento en donde la altura fue mayor que el testigo tenia
presencia de R. fasciculatum y A. brasilense esto posiblemente se dio por un
aumento en la capacidad de absorcion, solubilizacion de nutrientes y un mayor
desarrollo radical promovido por estos microorganismos; efectos similares fueron
obtenidos en una investigacion realizada en Gmelina arbérea con Glomus sp. y A.
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brasilenses (ZAMBRANO & DIAZ, 2008) (AGUIRRE-MEDINA, LEY-DE COSS,
VELAZCO-ZEBADUA, & AGUIRRE-CADENA, 2015).

Los resultados con relacion a la concentracion de fésforo foliar muestran que la
inoculacion de leucaena con MSM. y con PGPB por separado, permiti6 una mayor
acumulacion de este elemento en las hojas posiblemente debido a la capacidad de
estos dos microrganismos de solubilizar el fosforo insoluble presente en el material
de deposito utilizado (4.7 mg/kg), convirtiéndolo en una forma disponible para la
plantula. En contraste ni las dobles inoculaciones, ni la inoculacion triple potencio el
efecto, lo cual puede estar asociado a la competencia que se establecen entre estos
microorganismos por espacio y compuestos carbonaceos que secreta la raiz (Figura
3.3). Esta situacion ha sido reportada por otros autores previamente (RAMIREZ,
OSORNO, OSORIO, & MORALES, 2013) (TAVARES DE LIMA, y otros, 2011).

Por otro lado, el hongo solubilizador de minerales Mortierella sp. ha sido reportado
como un promotor de crecimiento de varias especies vegetales en diferentes tipos
de suelos. EI mecanismo especifico esta asociado a la produccion de acidos
organicos (p.e., acido oxalico) que ayudan a disolver minerales nativos del suelo o
aplicados (RAMIREZ, OSORNO, OSORIO, & MORALES, 2013). En suelos con baja
fijacion de fésforo, como el estudiado (entisol) la actividad individual del MSM puede
promover la absorcion de P como se observé en este estudio y el crecimiento de las
plantas al estar combinado con otros microorganismos; en otros suelos con mayor
fijacion de P (p.e. oxisoles, ultisoles, andisoles) puede requerir la presencia de los
HM para que éstos ultimos absorban el H2PO4 producto de su disolucion (Figura
3.3y Figura 3.4) (OSORIO & HABTE, 2013).

Adicionalmente, la mayor promocion de crecimiento radical se dio en dos de los
tratamientos que incluian A. brasilense; ésta es una de las bacterias mas empleadas
para promover el crecimiento de las plantas, tanto de interés agricola, forestal y
ambiental (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000). Sus mecanismos de accién
estan asociados a la fijacion asimbiética de nitrégeno atmosférico, la solubilizacién
de fosfatos (PEREZ PEREZ, SAN JUAN RODRIGUEZ, TORTORA, VERA, &
CASAS GONZALEZ, 2019), la produccién de fitohormonas (p.e., auxinas,
giberilinas, &cido indol acético) (AGUIRRE-MEDINA, LEY-DE COSS, VELAZCO-
ZEBADUA, & AGUIRRE-CADENA, 2015) (DOBBELAERE, VANDERLEYDEN, &
OKON, 2003), que modifica la morfologia y generan un mejor desarrollo radicular
como el obtenido en este estudio. Normalmente, la promociéon en el sistema de
raices consiste en aumentar el nimero y longitud de pelos radicales que son los
responsables de la absorcion de nutrientes particularmente de aquellos de baja
movilidad como el P (Figura 3.5) (GUPTA, SINGH PARIHAR, KUMAR AHIRWAR,
KUMAR SNEHI, & SINGH, 2015) (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000).

Las combinaciones HM+PGPB y MSM+PGPB muestran claramente que los efectos

interactivos de estos microorganismos sobre el crecimiento de la planta fueron

mayores a comparacion de los efectos individuales. En ambos casos coinciden la
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presencia del PGPB debido quizas a una mejora de la captacion del N2 por parte de
la bacteria y su transformacién a amonio y aminoacidos que le cede a las raices
(SANGOQUIZA CAIZA, YANEZ GUZMAN, & BORGES, 2019). Los hongos en estas
combinaciones pueden estar ayudando a suplir P y otros nutrientes de baja
movilidad que son transportados a la parte aérea y en interaccion con la radiacion
solar inducen la fotosintesis, la respiracion, transpiracion y el transporte de
productos fotoasimilados, que se traducen en una mayor produccién de biomasa
(AGUIRRE-MEDINA, LEY-DE COSS, VELAZCO-ZEBADUA, & AGUIRRE-
CADENA, 2015). Es bien sabido que la fijacién biolégica de nitrdgeno requiere de
una alta cantidad de P (FERRARI & WALL, 2004) que puede ser obtenido a través
de la asociacion micorrizal o de una disolucion de compuestos de P insolubles
(Figura 3.6) (AGUIRRE-MEDINA, GALVEZ-LOPEZ, & IBARRA-PUON, 2018).

Con relacién a la colonizacion micorrizal, se detectdé la presencia del hongo
micorricico tanto en el tratamiento individual, como en los tratamientos combinados
e inclusive en uno de los tratamientos donde no se inoculé. EI mayor porcentaje de
colonizacion se observo en el tratamiento HM + MSM, lo que no sorprende debido
a que varios estudios han demostrado que diferentes hongos solubilizadores
pueden modificar por medio de sus exudados parametros pre-infectivos, como la
longitud hifal de las esporas germinadas y el nimero de ramificaciones hifales. Este
aumento en el crecimiento del micelio pre-infectivo y/o en el nimero de apices
hifales, permite una mayor infeccibn sobre las raices de las plantas ya que
incrementa la posibilidad de contacto entre una mayor cantidad de apices de HMA
y las raices; por lo que influye positivamente en el transporte de nutrientes (Figura
3.7) (MONICA, GODEAS, & SCERVINO, 2018).

Por otra parte en el tratamiento HM+PGPB también se evidenci6 la colonizacion
micorrizal aunque en menor porcentaje; estudios han demostrado que Azospirillum
sSp juega un papel importante en la regulacion y formacion de la asociacion
simbidtica mutualista planta — HMA, por lo que es considerada una bacteria
ayudadora de la simbiosis; lo que se puede corroborar con la investigacion realizada
en Gmelina arborea en donde se evalué el efecto de la inoculacion de Azospirillum
brasilense y Glomus sp logrando una colonizacion de mas del 50% (Figura 3.7)
(ZAMBRANO & DIAZ, 2008).

El desarrollo de una colonizacion radical en el tratamiento MSM+PGPB, se dio
probablemente por la presencia de otros hongos micorrizicos nativos del suelo, que
al estar bajo la influencia de Mortierella sp. y A. brasilenses se le facilitd la
penetracion y la posterior colonizacién de la raiz. Este hecho explicaria porque en
el tratamiento control los hongos nativos no lograron colonizar exitosamente la raiz
de leucaena (Figura 3.7) (ZAMBRANO & DIAZ, 2008).

En contraste, se tiene a A. mangium y B. decumbens que son especies muy bien

adaptadas a los suelos fuertes y extremadamente &cidos en los cuales son

eficientes tomando los pocos nutrientes disponibles. Estas dos especies son poco
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exigentes en P (FERRARI & WALL, 2004) (SIABABA AGGANGAN, KYU MOON, &
HEE HAN, 2010) (de FATIMA PEDROSO, y otros, 2018). Quizas por lo anterior no
se presento respuesta a la inoculacién con estos microorganismos. Sin embargo,
hay reportes en la literatura que indican que ellas pueden responder en algin grado
a la inoculacion con estos microorganismos (Tabla 3.2 y 3.3).

En un sentido practico es importante resaltar que estos microorganismos de manera
individual o combinada pueden mejorar la nutricién y el crecimiento de las plantas y
que por tanto deberian considerarse en una alternativa para la reforestacion de
suelos degradados por mineria aurifera de aluvion. Esta alternativa puede ser mas
viable que el uso de grandes cantidades de enmiendas organicas o de fertilizantes
que pueden traer efectos negativos en el ambiente (p.e., eutrofizaciébn de aguas
corrientes) particularmente si se consideran sitios alejados. Sin embargo, es claro a
partir de los resultados que los beneficios de estos tratamientos dependen de la
especie vegetal. Por lo anterior, se recomienda para el establecimiento masivo de
especies vegetales hacer ensayos previos con estos microorganismos y otros de
interés, de tal manera que se obtengan los mejores beneficios posibles.
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CONCLUSIONES

Los tratamientos tuvieron efecto estadisticamente significativo en las
plantulas de Leucaena leucocephala, pero no sobre Acacia mangium y
Brachiaria decumbens.

En Leucaena se detectdé una promocion en el crecimiento con las
inoculaciones duales HM+PGPB y MSM+PGPB; debido a que estos
microorganismos tienden a asociarse eficientemente incrementando asi la
captacion de nutrientes en las plantulas, generando un mayor crecimiento
de la parte aérea y radical trayendo como consecuencia una alta
productividad en el cultivo.

En las plantulas de Leucaena se observé que las inoculaciones con un
consorcio de micorrizas arbusculares, hongos solubilizadores y bacteria
promotora de crecimiento pueden actuar sinérgicamente mejorando la
concentracion de fésforo foliar y la cantidad de fésforo absorbido. Por lo
tanto, el uso de dichos consorcios microbianos puede representan una
estrategia biotecnoldgica para la produccion de plantulas de Leucaena que
pueden ser utilizadas en programas de reforestacion de suelos degradados.

No se evidencia la necesidad de inocular con microorganismos promotores
de crecimiento vegetal a plantulas de Acacia y Brachiaria para que se
adapten a estos suelos degradados al menos bajo las condiciones dadas
en este estudio.

La triple inoculacibn no tuvo efectos significativos para promover el
crecimiento y la nutricion fosforica.
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RECOMENDACIONES

Vale la pena recomendar que en futuras investigaciones se busque
microorganismos nativos con funciones similares a las consideradas en este
estudio, para asi obtener resultados satisfactorios a partir de los recursos biologicos
localmente disponibles. Igualmente, se debe considerar el estudio de especies
nativas promisorias en estas regiones gue al tener una adaptabilidad al menos a las
condiciones del clima puedan ser mejoradas con microorganismos benéficos.

Dado los alcances de la investigacion que permite la evaluacion del potencial de la
utilizacibn de especies vegetales pioneras inoculadas con microorganismos
promotores de crecimiento vegetal para la restauracion en un ecosistema, se
recomienda su utilizacién no solo para ecosistemas intervenidos por mineria, sino
en cualquier ecosistema en el que se pretendan establecer programas de
recuperacion, rehabilitacion y restauracion ecoldgica. Sin embargo, es importante
mencionar que los efectos pueden ser especificos a cierto tipo de suelos, y por eso
se recomienda que en futuras investigaciones se debe evaluar el impacto de los
suelos en diferentes localidades.

Probar en condiciones de campo los tratamientos que arrojaron los mejores

resultados en Leucaena junto con Acacia y Brachiaria desde un enfoque
agroecoldgico.
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ANEXO. 1. RESULTADO DEL ANALISIS FISICOQUIMICO DE LA MUESTRA DE
SUELOS.

Uco Resultado Analisis de Suelos

Universidad Catolica de Oriente

Laboratorio Suelos Empresa |Josaly Andrea Moreno Castro
Suelo Vital Municipio |Perad6/ Istmina/ Choco
suelovital@uco.edu.co Cultivo Estudio de Suelo
Tel: (57) (4) 569-90-90. Ext. 778-409 Fechain. |D: 07 M: 12 A: 2018
Rionegro-Antioqua-Colombia Fechafin. |D: 20 M: 12 A: 2018
Movil 3173663822 Fijo]
Codigo Correo josalyamc@gmail.com
Nombre de campo Textura cmolc/kg @ dS/m %
General Fraccion % Clase pH Al C.E M.O
Tipo de prueba-andlisis Arena 88
22801 Limo 6 Arenosoareno |46 | np. | 0061 | 08
- Franco
Arcilla 6
- D kg &
tu D DO!VI‘ cmol ®Y kg 6 meqg-g /100 g
K Ca Mg Na CIC (E)
Rubén Dario David I.A., M.Sc N.D. 0,09 0,08 0,02 0,19
mg/K m
?E)sa(t‘-’(.ﬂomno C. . _ o/Kg (pp
N-NH, N-NO3; Fe Mn Cu Zn B P S
Microbiéloga. Josaly A. Moreno Castro 3,84 35,00 84,82 N.D. 1,92 0,64 0,06 4,66 24,16

Métodos. Textura: Bouyuoucus. pH: agua (1:2). C.E agua (1:2). CIC(E): suma cationes. M.O: calcinacion. Ca-Mg-Na-K intercambiables: acetato de amonio 1My pH=7. Al
intercambiable: KCI 1N. P: Bray II. S: fosfato calcio 0.008M. B: agua caliente. Si: cloruro de calcio. Fe-Mn-Cu-Zn: Olsen modificado. N-NH4": cloruro de potasio 1N. N-NO;" sulfato
de alumino 0.025M. Las pruebas solubles utilizan agua desionizada como extractante. N.D: no detectable. N.A: no analizada.

NOTA: Consulte con su asistente técnico.
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ANEXO. 2. IMAGENES DEL LUGAR DE MUESTREO DEL SUELO (MINA

ABANDONADA)
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ANEXO 3. MONTAJE DE BOLSAS CON SUELO Y MATERIA ORGANICA.
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ANEXO. 6. COMPARACION DE LOS TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DE
Leucaena leucocephala.

ANEXO. 7. COMPARACION DE LOS TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DE
Acacia mangium

ANEXO. 8. COMPARACION DE LOS TRATAMIENTOS DE LAS PLANTAS DE
Brachiaria decumbens.
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ANEXO. 9. RAICES DE LEUCAENA COLONIZADAS CON Rhizoglomus
fasciculatum.

Aumento 40X en el tratamiento HM+PGPB
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