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Las leguminosas de cobertura constfituyen un componente
fundamental para mejorar la sostenibilidad de los siste-
mas de cultivo de palma de aceite. Ademds de confribuir
al manejo de la vegetacién acompariante, proteger el
suelo contra la erosién y mejorar su estructura, estas plan-
fas aportan nitrdgeno al agroecosistema de forma natural
mediante la fijacion biologica de nitrdgeno (FBN).

Este proceso ocurre gracias a una simbiosis con bacte-
rias del suelo, principalmente de los géneros Bradyrhizo-
bium, Rhizobium, Paraburkholderia y Caballeronia, que
colonizan las raices de los leguminosas y forman nédu-
los. Dentro de estos, el nitrdgeno atmosférico (l\lz) se con-
vierte en formas asimilables por la planta, lo que reduce
lo dependencia de fertilizantes nitrogenados sintéticos,
como la urea. Sin embargo, estas bacterias presentan
especificidad con respecto a la especie leguminosa y no
siempre estan presentes en los suelos cultivados. Por ello,
es frecuente inocular las semillas para favorecer la fija-
cion efectiva del nitrégeno atmosférico por parte de las
leguminosas. Con esfe propésito, existe en el mercado
una amplia diversidad de biofertilizantes.

Esta guia de bolsillo ofrece herramientas précticas para
evaluar el efecto de los biofertilizantes en leguminosas
de cobertura utilizadas en el cultivo de palma de aceite,
como Mucuna bracteata, Pueraria phaseoloides (kudzu)
y Desmodium heterocarpon. Estd dirigida a técnicos de
campo, investigadores y productores interesados en
implementar y validar estrategios de manejo sosfenible
basadas en la infegracion efectiva de biofertilizantes
simbidticos en la nutricion del cultivo.



1. Generalidades

5Qué son los biofertilizantes?

los biofertilizantes son insumos biolégicos (bioinsumos)
que contienen células vivas o en estado latente de mi-
croorganismos benéficos, capaces de mejorar la dispo-
nibilidad y la absorcion de nutrientes esenciales para
las plantas. Estos productos actian mediante disfintos
mecanismos, como la fijacion de nitrégeno, la solubili-
zacion de fosforo, la produccion de fitohormonas o la
movilizacién de nutrientes en el suelo, de manera que
contfribuyen a una nutricién mas eficiente v sostenible.

Entre los bioferfilizantes bacterianos se encuentran
aquellos formulados con bacterias fijadoras de nitré-
geno simbidticas (BFNS), los cuales son especialmente
importantes para cultivos de leguminosas como la soya
y el frijol. Entre las BFNS mds frecuentes en los bio-
fertilizantes comerciales se encuentran Rhizobium sp. y
Bradyrhizobium sp., que esfablecen relaciones simbio-
ficas con las raices de las leguminosas de cobertura y
forman nédulos donde ocurre la fijacién biolégica de
nitrégeno (FBN) (Figura 1).




Biofertilizantes disponibles en el mercado a base de bac-
terias fijadoras de nitrégeno simbidticas: 1) Bradyrhizobium japoni-
cum; 2) Bradyrhizobium japonicum; 3) Bradyrhizobium japonicum;
4) Rhizobium sp.; 5) Rhizo[fium sp. + Bradyri:/izobium sp.

En esfe proceso, las bacterias convierten el nitrégeno
atmosférico (N,] en amonio (NH,*), una forma asimila-
ble por la planta. Esta asociacién reduce la necesidad de
fertilizantes nitrogenados sintéticos y mejora la sostenibi-
lidad del sistema agricola. En leguminosas de cobertura
como Mucuna bracteata, Desmodium spp. y Pueraria
phaseoloides, el uso de inoculantes con cepas eficien-
tes de Bradyrhizobium o Rhizobium puede potfenciar
significativamente la nodulacién y el aporte de nitrége-
no al sistema de cultivo, con beneficios indirectos para
la palma de oceite.




5Qué son las bacterias fijadoras de nitrégeno
simbidticas?

las bacterias fijadoras de nitrégeno simbidticas son un
grupo especializado de microorganismos del suelo que
establecen asociaciones mutualistas con plantas legumi-
nosas. Esta relacion les permite colonizar las raices de
las plantas, formar esfructuras especializadas llomadas
nédulos vy, denfro de estos, llevar a cabo la fijacion bio-
logica de nitrégeno (FBN). Los géneros bacterianos més
representativos en estas asociaciones simbidficas son Rhi-
zobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Mesorhizobium
y Azorhizobium, entre ofros (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento caracteristico de colonias de bacterias fi-
jadoras de nitrégeno simbidticas en el medio de cultivo agar YEM

(Yeast Extract Mannitol).




Cada uno presenta cierto grado de especificidad con
respecto a distintas especies de leguminosas. Esta sim-
biosis representa un componente esencial para el manejo
sostenible del suelo, ya que permite reducir el uso de fer-
filizanfes nitrogenados sintéticos, contribuye a mejorar la
fertilidad del suelo, incrementa la captura de carbono en
el agroecosistema, reduce la huella de carbono y favo-
rece la productividad del cultivo principal, en este caso,
la palma de aceite.

5Qué son las leguminosas de cobertura?

las plantas leguminosas son aquellas que pertenecen
a la familio Fabaceae, una de las familias més grandes
y diversas del reino vegetal. Se caracterizan por producir
semillas en vainas. Se denominan leguminosas de cober-
tura a las plantas leguminosas que se cultivan para cubrir
el suelo y confribuir ol manejo de cultivos. Cuando esfas
plantas se establecen como coberturas, no se desfinan al
consumo humano.

Beneficios del uso de biofertilizantes
en leguminosas

El uso de biofertilizantes formulados con BFNS, como
Rhizobium y Bradyrhizobium, en leguminosas de cober-
tura de sistemas de cultivo de palma de aceite representa
una précfica sostenible que ofrece los siguientes benefi-
cios agrondmicos y econdmicos (Figura 3):




Aumento de

la eficiencia

en el uso del
nitrégeno

Aporte
natural de
nitrégeno

Beneficios del uso de biofertilizantes a base de bacterias

fijadoras de nitrégeno en leguminosas de cobertura en el cultivo de
palma de aceite.

1.

Aporte natural de nitrégeno. Estas bacterias per-
miten a las leguminosas de cobertura fijar nitrégeno
atmosférico y transformarlo en formas asimilables
por la planta, lo que reduce significativamente la
necesidad de emplear ferfilizantes nitrogenados sin-
téticos. Esto favorece la nutricién de las leguminosas
de cobertura y, a mediano plazo, mejora la dispo-
nibilidad de nitrégeno en el sistema y el reciclaje de
nutrientes para el cultivo de palma de aceite.

Aumento de la eficiencia en el uso del nitrégeno.
los biofertilizantes promueven el aprovechamiento
de fuentes naturales de nitrégeno, tanto del fijado
biolégicamente como del presente en la materia
organica del suelo. Esta mayor eficiencia en la ab-
sorcién y el reciclaje del nutrienfe contribuye a una
nutricion mas equilibrada del sistema. Como conse-
cuencia, se favorecen el crecimienfo vegefafivo, el
desarrollo del drea foliar y la formacién de racimos
en la palma de aceite, lo que incrementa su produc-
tividad y sosfenibilidad.
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Principales leguminosas empleadas en el cultivo
de palma de aceite

Kudzu (Pueraria phaseoloides)

Esta especie es la leguminosa de cobertura mas amplio-
mente cultivada en los sistemas de palma de aceite. Se
caracteriza por su gran vigor, rapido esfablecimiento,
que generalmente alcanza entre los 5y & meses, y su
capacidad para desarrollar un sistema radical profun-
do. Presenta un hdabito de crecimiento voluble, trepador
y rasfrero, ademas de abundantes pilosidades distribui-
das en sus diferentes estructuras vegetativas.

Posee la capacidad de emitir nuevas raices y ramas a
partir de los nudos, lo que favorece su expansién vy lo
cobertura del suelo. Sus tallos alcanzan un didmetro apro-
ximado de 6 mm. Sus hojas son grandes v frifoliadas, con
foliclos delgados de forma triangularovalada (Figura 4a).
Las flores se disponen en racimos axilares de entre 15
y 30 cm de longitud, generalmente agrupadas en pares
(Figura 4b).

i LR

Figura 4. Aspecto de flores y del follaje de kudzu (Pueraria phaseo-
loides).
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Las vainas pueden alcanzar hasta 11 ¢m de longitud y
se encuentran cubiertas por vellosidades. Cada vaina
contiene entre 10 y 20 semillas de aproximadamente
3 a 4 mm de didmetro, cuya coloracién varia de marrén
a marrén oscuro.

Desmodium (Desmodium heterocarpon)

Desmodium heferocarpon es una especie ampliamente
utilizada como cobertura en cultivos de palma de aceite.
Se caracferiza por presentar un crecimiento semiarbusti-
vo, con hdbifo ascendente o rastrero. Sus hojas son trifo-
liadas, con foliolos ovalados, de superficie lisa en el haz
y con vellosidades finas en el envés (Figura 5). Ademds,
posee la capacidad de desarrollar raices adventicias o
partir de los tallos postrados que tienen contacto con el
suelo, lo que favorece su propagacion vegetativa.

los tallos maduros presentan una coloracién marrédn
consistencia lefiosa, y pueden ser lisos o estar cubier-
tos por vellosidades blanquecinas. la especie produce
inflorescencias en racimos ferminales y axilares, confor-
madas por numerosas flores de tonalidad violdcea, mas
oscura en la parte inferna y mas clara en la externa
(Figura 5). Sus vainas son erectas, oblongas y dehis-
centes, y contienen entre 4 y 8 semillas semielipticas de
aproximadamente 2,5 mm de diametro, cuya coloracion
varia entre amarillo y naranja.
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Figura 5. Aspecto de las flores y el follaje de desmodium
(Desmodium heterocarpon).

Mucuna (Mucuna bracteata)

Es una especie voluble cuyo uso se ha implementado
exitosamente en planfaciones de palma de aceite en
Malasia. Es una planta herbacea de répido crecimien-
fo y de comportamiento altamente agresivo, propiedad
que le confiere una elevada capacidad competitiva
frente a las malezas.

Sus hojas son trifoliadas, grandes y de color verde oscu-
ro, con foliclos que oscilan entre 7y 15 ¢m de longitud
(Figura 6); ademds, evidencian movimientos de apertu-
ra y cierre en respuesta a variaciones de la femperatura
ambiental, fenémeno conocido como termonastia.

Debido a su hébito de crecimiento rastrero, esta espe-
cie desarrolla abundantes raices adventicias a partir de
los nudos de los tallos.




Aspecto del follaje de mucuna (Mucuna bracteata).

Disponibilidad y uso de biofertilizantes a base
de bacterias fijadoras de nitrégeno simbidticas

En el mercado existe una amplia variedad de biofertili-
zantes a base de bacterias fijadoras de nitrégeno simbic¢-
ficas. Sin embargo, estos productos, por lo general, no
son especializados para las leguminosas de cobertura
empleadas en las plantaciones de palma de aceite, sino
para ofros culfivos, como la soya v el frijol.

En la Corporacién Cenfro de Investigacion en Palma de
Aceite, Cenipalma, se han realizado evaluaciones con
esfos biofertilizantes comerciales en diferentes legumino-
sas de cobertura y se han obtenido resuliados favorables
en comparacién con la no inoculacion de las semillas.

Los biofertilizanfes disponibles en el mercado son elabora-
dos a base de Bradyrhizobium sp. o Rhizobium sp., o una
mezcla de especies de esfos dos géneros, los cuales
favorecen el establecimiento de relaciones simbidticas
eficientes con las leguminosas.
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2. Evaluacién de biofertilizantes a base
de bacterias fijadoras de nitrégeno

sPor qué evaluar los biofertilizantes a base de
bacterias fijadoras de nitrégeno en leguminosas
de cobertura?

Para que ocurra la fijacién biolégica de nitrdgeno es
fundamental que se esfablezca una simbiosis efectiva
entre las leguminosas de cobertura y las bacterias pre-
sentes en los biofertilizantes. El éxito de esfe proceso
depende, en gran medida, de la afinidad entre las cepas
bacterianas y la planta hospedera, la cual estd influen-
ciada por factores fisiolégicos y bioquimicos.

Dado este escenario, es altamente recomendable eva-
luar previamente este tipo de biocinsumos, para verificar
su efectividad y compatibilidad con las especies de le-
guminosas empleadas como cobertura vegetal en plan-
faciones de palma de aceite. Esto permite asegurar un
adecuado establecimiento de la simbiosis y un mayor
aporte de nitrégeno al sistema.

Alistamiento de semillas de leguminosas

La evaluacion de biofertilizantes a base de BFNS requie-
re trabajar con semillas de leguminosas en buen estado.
Para ello, es necesario seguir los pasos descritos a con-
finuacion:

1. Seleccién de semillas viables

Es necesario realizar pruebas que permitan identificar las
semillas viables y las no viables, mediante las siguientes
mefodologias:




Método de flotacién: consiste en colocar las semillas en
un recipiente con agua limpia. Aquellas semillas que flo-
fen deben descartarse, ya que las que permanecen en
el fondo presentan mayor densidad debido a un buen
desarrollo del embrion. Por el contrario, las semillas que
flotan tienen una menor densidad, asociada al deterioro
o desarrollo deficiente del embrién (Figura 7) (Silva et dl.,
2021).

Figura 7. Seleccién de semillas por el método de flotacién.
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Método de tincion de cloruro de tetrazolio: se reco-
mienda para leguminosas de semillas grandes, como
Mucuna sp. (Figura 8) [Acosta Ferndndez et al., 2021;
Stein et al., 1986). El procedimiento consiste en los
siguientes pasos:

Hidratacién previa: sumergir en agua entre 50 vy
100 semillas durante 18 a 24 horas, para ablandar
la cubierta vy facilitor el corte.

Preparacién: realizar cuidadosamente un corte en
cada semilla para dejar expuesto el embrion sin
danarlo.

Tincién: sumergir las semillas en una solucién de clo-

ruro de tetrazolio al 0,5%-1% (pH 6,5-7,5).

Incubacién: mantener la muestra a una temperatura

entre 30 y 40 °C durante 4-6 horas en oscuridad.

Semillas viables: es posible identificarlas por presen-
far una fincién roja infensa y uniforme en la tofalidad
de sus tejidos (Figura Qa), lo que evidencia una ade-
cuada actividad enzimdtica y la integridad fisiclogi-
ca de la semilla. Asimismo, los cofiledones vy el eje
embrionario deberdn observarse completamente co-
loreados, ya que esto indica que la fotalidad de sus
fejidos se encuentra metabdlicamente activa. Este pa-
fron de tincidn se considera un indicador confiable de
viabilidad, porque refleja el correcto funcionamiento
celular y el potencial de germinacion de la semilla.

Semillas con viabilidad parcial: presentan una com-
binacién de dreas rojas y ofras blancas o marrones,
por lo que se clasifican como semillas de vigor re-
ducido o de viabilidad parcial. El fejido rojo indica
actividad enzimdtica y vida celular, mienfras que las
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zonas sin coloracién o de fonalidad marrén eviden-
cian tejidos deteriorados, muertos o con baja activi-
dad metabdlica (Figura 9b). La viabilidad dependerd
de la localizacién y la extensién del dafio, especial-
mente cuando esfe comprometa el eje embrionario o
estructuras esenciales para la germinacion.

+ Semillas no viables: se reconocen por la ausencia de
fincién en diferentes regiones del tejido, lo que indica
una baja actividad mefabdlica o la presencia de teji-
dos muertos. Asimismo, esfas semillas pueden presen-
far una coloracion café o beige uniforme, asociada
a la falta de reduccion del cloruro de tetrazolio (TZ),
lo que evidencia la ausencia total de actividad enzi-
mdtica (Figura 9c). La falta de coloracién roja en los
cofiledones v el eje embrionario reflejo un deferioro
fisiolégico y la pérdida de viabilidad de la semilla, lo
que significa que no posee la capacidad necesaria
para germinar y desarrollarse normalmente.

D000 00 o0 p
LY ATIYL ‘bﬂﬂ

l.i

00 L el 008

00000 009’
209000 ecpchd

a0o0 p %000
(FEYR L

Semillas de Mucuna sp. tefiidas con cloruro de
tetrazolio: a) semilla viable; b) semilla con evidencia de dafio;
c) semilla no viable.
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Para calcular el porcentaje de viabilidod de las semillas
se debe emplear la siguiente ecuacién:

Porcentaje de _ Numero de semillas viables

x100

viabilidad Nimero de semillas evaluadas

Es el proceso mediante el cual se eliminan o reducen los
microorganismos patdégenos presentes en la superficie de
las semillas, con el objetivo de prevenir enfermedades
durante la germinacién y el desarrollo inicial de la planta
(Maiquetia et al., 2020). Para realizar adecuadomente
este procedimiento es necesario seguir los pasos descritos
a continuacién:

lavar las semillas tres veces con jabon liquido de
cocina y enjuagarlas con agua limpia.

Sumergir las semillas en una solucion de hipoclorito
de sodio al 5% durante 10 minutos.

Enjuagar las semillas con agua limpia, preferible-
mente desfiloda o estéril, al menos cinco veces para
refirar los residuos del desinfectante.

Es el proceso empleado para romper o debilitar la cubier-
fa dura de la semilla con el fin de permitir la enfrada de
agua y oxigeno, de manera que facilite la germinacion.
Para ello, se pueden emplear los siguientes métodos:

Método con agua caliente: consiste en infroducir las
semillas en bolsas de fela y sumergirlos en agua ca-
liente durante el tiempo necesario segin la especie
de leguminosa (Tabla 1). Posteriormente, se dejan re-

posar sobre pafios absorbentes hasta que se sequen.
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Temperatura y tiempo de exposicién en agua caliente
para escarificacién de semillas de Pueraria phaseoloides (kudzu)
y Desmodium heterocarpon.

Leguminosa Temperatura y tiempo

Pueraria phaseoloides |70 a 80 °C de 1 a 5 minutos

Desmodium heterocarpon | 70 a 80 °C de 10 a 15 minutos

¢ Mecdnica: esfe proceso, utilizado generalmente en
semillas grandes y de cubierta gruesa, como Mucuna
sp., consiste en refirar una pequefia porcion de la
cubierta en los polos de la semilla (Figura 10), lo
cual facilita el proceso de germinacion del embrién

(Gutiérrez et al., 2012).

a) Proceso de escarificacién mecdanica de Mucuna
bracteata realizada con cortatias; b) semilla escarificada sin
afectar endospermo; c) semillas escarificadas.

Nota: cuando las semillas de leguminosas comercializadas han
tenido fratamiento fungicida, no debe realizarse ningin proceso
adicional de desinfeccién. No obstante, durante su manipulacién
es obligatorio el uso de elementos de proteccién personal, como
guantes y cubrebocas, con el fin de prevenir riesgos y proteger la
salud del manipulador.
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4. Germinacién

Es el proceso mediante el cual una semilla inicia su
desarrollo y da origen a una plantula, generalmente
marcado por la emergencia de la radicula. Esto suce-
de cuando las condiciones de humedad, temperatura y
oxigeno son adecuadas [Aguilar Benitez ef al., 2019)

(Figura T1).

Para evaluar biofertilizantes a base de BFNS en legumi-
nosas es importante contar con semillas que presenten
un porcentaje de germinacion igual o mayor al 75%.
Por lo tanto, para determinar el porcentaje real de ger-
minacion es necesario realizar correctamente el proceso
de escarificacién descrito en el numeral 3.

Una prueba de germinacion se realiza mediante los
siguientes pasos:

¢ Realizar la escarificacion de las semillas segin el
méfodo correspondiente.

# Colocar papel absorbente humedecido como susfrato
en recipientes adecuados.

+ Distribuir uniformemente las semillas sobre el sustra-
to, de manera que no haya confacto excesivo entre
ellas (cuatro repeticiones de al menos 25 semillas
cada unal.

# Mantener una temperatura de 25 a 30 °C, preferi-
blemente durante el tiempo requerido por cada le-
guminosa (Tabla 2).

+ Confar las semillas germinadas.
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Tabla 2. Duracién de la prueba de germinacién para escarificacién
de Pueraria phaseoloides (kudzu), Mucuna bracteata y Desmodium
heterocarpon.

Tiempo de prueba

Leguminosa (dias)
Pueraria phaseoloides 7-10
Mucuna bracteata 8-12
Desmodium heterocarpon 10-14

Para caleular el porcentaje de germinacién se debe
aplicar la siguiente ecuacién:

Porcentaje de _ Numero de semillas germinadas

entaje de . x100
germinacién (%) Numero de semillas evaluadas

Figura 11. Ejemplo de montaje de prueba de germinacién para
Desmodium heterocarpon: a) montaje de semillas en el dia 1; b) mon-
taje del dia 10 con un porcentaje de germinacién del 83,3%.
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Control de calidad de biofertilizantes

Hace referencia a la evaluacion de los pardmetros de
calidad de los biofertilizantes, con énfasis en la viabi-
lidad de los microorganismos y la presencia de con-
faminacién microbiologica (Ospino Ballesteros et al.,
2026). Para esto se requieren los materiales relaciono-
dos a continuacion:

Materiales

*
2

2

Balanza con capacidad minima de 10 g (Figura 12).
Incubadora para cultivos microbiolégicos (Figura 13).

Micropipefas o pipetas de vidrio con capacidad
para dispensar 100 pl.

+ Puntas estériles para pipeta.

Frascos bacteriolégicos con solucion salina estéril al

0,85%.

Cajas de Petri con medio de cultivo agar YEM (Yeast
Exiract Mannitol), para evaluar bacterias fijadoras
de nitrégeno simbidticas (BFNS).

Férmula (g L1): extracto de levadura (1,0 g}, ma-
nitol (10,0 g), fosfato dipotasico (0,5 gJ, sulfato de
magnesio (0,2 g, cloruro de sodio (0,1 gJ, rojo
Congo (0,025 g) y agar (20,0 g). El pH final del
medio debe ser 6,8 + 0,2, determinado a 25 °C.

Cajas de Petri con medio de cultivo agar Sabouraud
o agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés)
para evaluar hongos vy levaduras contaminantes.

Férmula del agar Sabouraud (g L-1): peptona de co-
sefna (5 g), peptona de came (5 gJ, D{+)glucosa o
dextrosa (40 g) y agaragar (15 g). El pH final del
medio debe ser 5,4 + 5,8 a 25 °C.
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Férmula del agar PDA (g L-1): infusion papa fresca
(200 g), dextrosa (20 g} y agar (15 g). El pH final
del medio debe ser 5,6 + 0,2 a 25 °C.

Figura 12. Balanza para el pesaje de muestras.

e

Figura 13. Incubadora para cultivos microbiolégicos.
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Figura 14. Materiales de laboratorio para el control de calidad de
biofertilizantes: a) solucién salina al 0,85%; b) transferpipeta
de 10 mL; ¢) micropipeta de 100 pL; d) puntas para transferpipeta;
e) agar YEM (Yeast Extract Mannitol); f) agar Sabouraud; g) Puntas
de micropipeta de pL 100 h) asa de Drigalski.

Para evaluar estos dos pardmetros [viabilidad de los
microorganismos y presencia de confaminacién micro-
biclégica) es necesario someter los biofertilizantes a
pruebas microbiolégicas. El método més recomendado
es el recuenfo en placa, para lo cual se deben realizar
los siguientes pasos:

¢ Diluciones seriadas 1:10: afiadir 10 gramos del
biofertilizante a Q0 ml de diluyente (se recomienda
utilizar solucién salina al 0,85%), realizando dilu-
ciones seriadas hasta obtener la dilucién adecuada
para el recuento de acuerdo con las especificacio-
nes del proveedor (Figura 15).
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Biofertilizante 10" 102 10° 10+ 10° 10¢ 107 10

Proceso de dilucién de muestras de biofertilizante a base
de BFNS en solucién salina al 0,85%.

+ Siembra en medios de cultivo: con ayuda de una mi-
cropipeta o una pipefa de vidrio estéril, tomar 100 pl
de cada una de las diluciones seleccionadas y realizar
la siembra en superficie en los medios de culfivo corres:
pondientes. Para evaluar la viabilidad de las BFNS, uti-
lizar agar YEM (Yeast Exiract Mannitol), y para evaluar
hongos filamentosos y levaduras, emplear agar So-
bouraud o agar papa dextrosa. Se recomienda sem-
brar dilucion baja (103), intermedia (109) y alta (108
(Ospino Ballesteros et al., 2026) (Figura 16).

100 pL

e QJ)Q é@ Q()(_)

Siembra en superficie para el recuento de bacterias fija-
doras de nitrégeno simbidticas en medio de cultivo YEM y recuentos
de hongos filamentosos y levaduras contaminantes en agar Sabou-
raud o agar papa dextrosa (PDA).
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Incubacién: incubar los medios para las BFNS duran-
tfe 3 a 10 dias a una femperatura de 30 a 35 °C.
Para el recuento de hongos filamentosos vy levaduras
confaminantes, incubar las cajas con agar Sabouraud
o agar papa dextrosa (PDA) durante 5 a 7 dias a una
temperatura de 20 a 25 °C. las cajaos para hongos
confaminantes pueden ser incubadas a temperatura
ambiente en una zona limpia del laboratorio.

Conteo de colonias: para obtener el valor de unida-
des formadoras de colonias (UFC) viables se debe
realizar el recuento de las colonias caracteristicas de
las BFNS (Tobla 3] y multiplicar el resuliado por el
factor de dilucién correspondiente. De igual manera,
para determinar las UFC de contaminantes es nece-
sario efectuar el recuento total de hongos y levaduras.

la siguiente ecuacion permite hacer este céleulo:

Nomero de colonias 0.
UFC mL' = x F. dilucién

Volumen sembrado (ml)

Ejemplo:

Biofertilizante liquido declarado como Bradyrhizobium
japonicum 1 x 107 UFC ml-'. Se realizé una dilucién
seriada hasta 108 y una siembra en superficie (O, 1 mL/
placa) en medio YEM. El mejor recuento se obtuvo en la

dilucion 10° con un promedio de 71 UFC/ mL-".

. -1 = X]OS
0. URCml'= g7
71
b. ] x710

’

c. 710x10°=7,1x107 UFC/mL
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Colonias caracteristicas de Rhizobium sp.
y Bradyrhizobium sp. en medio de cultivo LMA.

Caracteristica Rhizobium sp. Bradyrhizobium sp.

Colonias circulares, Colonias

Forma'y convexas, de bordes | circulares, de
tamano regulares y famafio menor tamaho y
mediano menos elevadas
Color Blanco cremoso, Blanco opaco
ligeramente translicido | a crema
Suave y mucosa Seca sin
Textura (por produccién de produccién
exopolisacdridos) de mucosa
Tiempo de -~ . a
Répido (3-5 dias) Lento (7-10 dias)

crecimiento

Inoculacién de semillas de leguminosas con
biofertilizantes a base de bacterias fijadoras
de nitrégeno

la inoculacion consiste en la aplicacién controlada de
bacferias simbidticas sobre la superficie de las semillas
(Figura 17). Para llevar a cabo este procedimiento se
recomienda realizar los siguientes pasos:

¢ Desinfectar las semillas.
# Escarificarlas de acuerdo con el tipo de semilla.

¢ Adicionar el biofertilizante a base de BFNS. Para ello,
poner las semillas en un recipiente limpio y agregar
el biofertilizante. la cantidad empleada dependerd
de las indicaciones del fabricante y puede calcularse
mediante la siguiente expresion:
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Canﬁdad de Canthd de sem|||qs F.)(:.!I'G eva|uar X
vo|umen espeaﬁcc:do

biofertilizante requerida =
Cantidad de semilla especificada

Ejemplo:

Si un biofertilizante a base de Bradyrhizobium sp., con
una concentracion de 1 x 108 UFC ml-!, especifica que
se requieren 2 litros de producto para 60 kg de semillas,
scudnto biofertilizante debe emplearse para inocular 1 kg
de semillas?

Cantidad de 1 kg de semillas x 2 L de producto

bioferfilizante requerida = especificado

60 kg de semilla especificada
mL=0,03 L x 1.000=30 mL

Una vez adicionado el biofertilizante a las semillas,
se debe agitar el recipiente hasta observar que estas
queden uniformemente impregnadas por el producto.
Posteriormente, dejar actuar por lo menos durante
30 minutos. Transcurrido ese tiempo, retirar las semillas
del recipiente y extenderlas sobre un pario limpio
para dejarlas secar por 120 minutos como minimo.
Finalmente, proceder con la siembra.
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Figura 17. Proceso de inoculacién de semillas de Mucuna bracteata.
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Disefio de la prueba de campo

Para evaluar la eficacia de los biofertilizantes a base de
bacterios fijadoras de nitrégeno simbidticas (BFNS) es
necesario esfablecer un disefio experimental adecuado.
Como minimo, este debe incluir un frafomiento testigo,
consisfente en la siembra de leguminosas sin inoculacion
en bolsas de vivero, y uno o mas tratamientos adiciona-
les en los que se aplique el biofertilizante objeto de
evaluacién (Tabla 4).

Con el fin de garantizar el adecuado desarrollo de las
leguminosas durante el ensayo, el riego en vivero deberd
ajustarse de acuerdo con el requerimiento hidrico de
cada especie (Tabla 5).

Disefio eerrimenkﬂ para evaluacién de biofertilizantes en
leguminosas de cobertura.

Leguminosa

Biofertilizante
evaluada

Repeticiones
experimentales

o)
(=
9
£
S
2
=

Unidades

T Especie por Testigo (s‘»i'n 4 8 32
evaluar inoculacién)

To |Especiepor | oy bivm sp.| 4 . 32

evaluar
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Tabla 5. Requerimiento hidrico de las leguminosas de cobertura

empleadas en el cultivo de la palma de aceite.

Leguminosa Requerimiento hidrico

Pueraria Evapotranspiracién: 3,2 mm/dia

phaseoloides (rango: 1,2-4,8 mm/dia)

Mucuna Precipitacién: > 1.000 mm/afio

bracteata (~ 40 pulgadas de lluvia)

Desmodium E S .

h vapotranspiracién: 3,2 mm/dia
eterocarpon

Figura 18. Ejemplo de montaje de vivero para la evaluacién de
biofertilizantes con fines de investigacién.
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la duracién del ensayo dependerd de la fisiologia de
cada especie. En consecuencia, el experimento se dard
por finalizado cuando las plantas produzcan la tercera
hoja frifoliada (estado vegetativo V3).

Duracién de la evaluacién para cada leguminosa de
cobertura.

Tiempo de destructivo

Leguminosa e
Pueraria phaseoloides 60
Mucuna bracteata 45
Desmodium heterocarpon 60

Variables de seguimiento

En este fipo de ensayos (evaluacién de biofertilizantes
con bacterias fijadoras de nitrégeno simbidticas), una
variable de seguimiento corresponde a cualquier carac-
feristica que se mide periddicamente para evaluar el
efecto de los fratamientos a lo largo del tiempo.

Las variables por evaluar son:

+ Nomero de nédulos segin la profundidad de la
raiz (0-5 cmy > 5 cm)

Consisfe en realizar el recuento de los nédulos pre-
sentes en las raices de las leguminosas. Para ello, se
debe diferenciar entre los nédulos ubicados desde la
base del tallo hasta los primeros 5 cm (0-5 c¢m) de
la rafz v los localizados desde los 5 cm de profundi-
dad hasta la méxima elongacion de la raiz (> 5 cm).
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Nivel del suelo

Ocm

5cm

>5cm

Figura 19. Evaluacién del ndmero de nédulos segin la profundidad
de la raiz: a) escala de evaluacién; b) raiz de Pueraria phaseoloides,
con la delimitacién de las zonas de evaluacién comprendidas entre
Oy 5 cm, y mds de 5 cm hasta la maxima elongacion de la raiz.

¢ Nomero total de nédulos

Corresponde a la sumatoria de los nédulos localiza-
dos entre Oy 5 cm desde la base del tallo y la raiz,
y de aquellos ubicados a mas de 5 cm en cada
planta. Posteriormente, el promedio obtenido para
cada fratamiento se clasifica segin las categorias
presentadas en la Tabla 7.
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Categorias para la evaluacién del nomero total de nédulos
(tabla adaptada del Centro Internacional de Agricultura Tropical

[CIAT], 1988).
>100 Muy abundante
50-99 Abundante
10-49 Mediana
1-9 Poca
0 Nula

¢ Color de los nédulos

Para evaluar esta variable se debe seleccionar el
10% de los nddulos obtenidos en cada planta del
fratamiento, con el fin de inspeccionar y clasificar
su coloracion. Esta evaluacion aplica para legumi-
nosas con nodulacién medianamente abundante o
superior. En el caso de leguminosas con poca nodu-
lacion se recomienda evaluar al menos un nodulo.

La clasificacion de la coloracién de los nédulos se
realiza de acuerdo con la Tabla 8.

Clasificacién de los nédulos segin su coloracién (tabla

adaptada del CIAT (1988)).

Color de los nédulos Evaluacién

Blanco Inactivo
Negro Senescente
Marrén Senescente
Rosado Activo
Rojo Activo
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la biomasa seca aérea y radicular debe determinar-
se mediante lo cosecha complefa de las plantas al
finalizar el experimento, para lo cual se debe sepa-
rar cuidodosamente la parte aérea (tallos vy hojas)
del sistema radicular. Posteriormente, las raices de-
ben lavarse suavemente con agua para refirar por
complefo los residuos de suelo o sustrato adheridos,
de manera que no haya pérdidas de fejido vegetal.

Biomasa seca total

Tanto la fraccién aérea como la radicular deben
colocarse por separado en bolsas de papel pre-
viamente identificadas y secarse en una esfufa de
aire forzado a 65-70 °C hasta alcanzar un peso
constante.

Finalmente, cada muestra debe pesarse en una
balanza andlitica o de precision. Los valores corres-
pondientes a biomasa seca aérea y biomasa seca
radicular, expresados en gramos de materia seca por
planta, deben registrarse por separado.

la biomasa seca total de cada planta se calcula
mediante la siguiente expresion:

Biomasa seca fotal (g) = Biomasa seca radicular (g)
+ Biomasa seca aérea (g)

A confinuacion, para caleular la biomasa seca total pro-
medio por tratamiento se emplea la siguiente ecuacion:

Sumatoria de biomasa seca total

Biomasa seca de cada planta (g)

total promedio =

Numero de plantas
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Aporte de nitrégeno

Para deferminar esta variable, previamente se debe
enviar la biomasa seca aérea y la radicular a un labo-
raforio con capacidad para cuantificar el confenido
de nitrégeno en material vegetal. Con los resultados
obfenidos se pueden calcular las siguientes variables:

Corresponde al porcentaje de nitrégeno presente en
la materia seca de la planta (hojas, tallos y raices).
Inicialmente, se calcula el contenido de nitrdgeno por
planta para cada tratamiento, mediante la sumatoria
del nitrégeno deferminado en la biomasa aérea y en la
biomasa radicular.

Posteriormente, se calcula el nitrégeno total en la biomasa
!
para cada tratamiento mediante la siguiente ecuacion:

Niotalenla _  Sumatoria de N por planta

biomasa (%) Ngmero de plantas por tratamiento

Corresponde a la cantidad total de nitrégeno acumulada
P J

por planta o por drea. Esta variable considera la biomasa
producida y se calcula mediante la siguiente ecuacion:

9
planta

_ Peso seco fotal de biomasa (g) x % N
100

N acumulado

Las variables de seguimiento descritas anteriormente es-
tan basadas en el Manual de métodos de evaluacién,
seleccién y manejo agronémico del Centro Internacional

de Agricultura Tropical (CIAT).
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Seleccién de biofertilizantes

la seleccion del biofertilizante se realiza con base en
los resultados obtenidos en las evaluaciones de vivero.
Un biofertilizante se considera efectivo cuando supera
al tratamiento festigo (sin inoculacién) en un rango del
15 al 20% para las variables evaluadas.

Cuando se comparan varios biofertilizantes, se seleccio-
na aquel que presente el mejor desempefio con respecto
al trafamiento tesfigo.

Esta evaluacion tfambién permite establecer si un mismo
biofertilizante mantiene un desempefio satisfactorio en
fodas las leguminosas evaluadas o si se requiere un pro-
ducto especifico para cada especie.
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Agar YEM (Yeast Extract Mannitol): medio de cultivo
solido, selectivo y diferencial, ampliamente utilizado
para el aislamiento, el crecimiento y la caracterizacion
de bacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium
y ofros rizobios.

Agar Sabouraud/agar papa dextrosa: medios de
cultivo disefiados principalmente para el aislamiento,
el crecimiento y el mantenimienfo de hongos filamen-
fosos y levaduras.

Alistamiento de semillas: conjunio de procesos de
seleccién, desinfeccion y escarificacion realizados
antes de la siembra.

Andlisis de germinacién: prueba que determina el
porcentaje de semillas que germinan.

Aporte de nitrégeno: cantidad total de nitrogeno
incorporado en la biomasa de la planta.

BFNS: sigla de bacterias fijadoras de nitrogeno
simbidticas que forman nédulos en las raices de las
leguminosas.

Biofertilizantes: biocinsumos cuyo principio activo
son microorganismos benéficos que contribuyen a
mejorar la nutricién vegetal.

Biomasa seca total: peso seco tofal de la biomasa
aérea y radicular de la planta.

Cloruro de tetrazolio: reactivo usado para pruebas
de viabilidad de semillas.
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Color de nédulos: criterio utilizado para evaluar la
actividad de la simbiosis segin la coloracién inferna
de los nédulos.

Contaminacién microbiolégica: presencia de microor-
ganismos no deseados en biofertilizantes.

Desinfeccion de semillas: proceso de eliminacion de
microorganismos presentes en la superficie de las semi-
llas mediante aplicacion de sustancias desinfectantes.

Diluciones seriadas: técnica de reduccién progresi-
va de la concentracion de una muestra para facilitar
el recuento microbiologico.

Escarificacién: proceso de ruptura o ablandamiento de
la cubierta de la semilla para inducir la germinacion.

FBN: siglas de fijocién biolégica de nitrégeno.

Flotacién: método para identificar semillas viables
medianfe su inmersién en agua.

Germinacién: proceso en el que la semilla inicia su
desarrollo y emerge la radicula.

Inoculacién: aplicacion de biofertilizantes sobre las
semillas anfes de la siembra.

Leguminosas de cobertura: especies de la familio
Fabaceae que se siembran principalmente para pro-
feger, mejorar y mantener la calidad del suelo.

Nitrégeno en biomasa: porcenfaje de nitrogeno
presente en la biomasa seca de una planta.

Nédulos: estruciuras que se forman en las raices de
las leguminosas de cobertura como resultado de la
simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno; en ellas
ocurre la fijacién biolégica de nitrdgeno.
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Recuento en placa: método microbiolégico para
cuantificar unidades formadoras de colonias (UFC).

Requerimiento hidrico: canfidad de agua necesaria
para el adecuado crecimiento y desarrollo de cada
leguminosa.

Simbiosis: asociacién mutuamente beneficiosa entre
leguminosas y bacterias.

UFC: sigla de unidades formadoras de colonias, que
indican la cantidad de bacterias viables presentes en
una muestra.
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Anexo

Condiciones de almacenamiento
de biofertilizantes

Lla mayoria de los fabricantes de biofertilizantes a base
de bacterias fijodoras de nitrégeno simbidticas (BFNS)
recomiendan almacenar estos bioinsumos a temperatura
ambiente. Sin embargo, en las plantaciones de palma
de aceite, las bodegas de almacenamiento suelen alcan-
zar femperaturas elevadas durante el dia, lo que podria
afectar la viabilidod de los microorganismos presentes
en el producto.

la exposicién prolongada a temperatura enfre 30 'y
40 °C puede favorecer la multiplicacién descontrolada
de los microorganismos presentes en la formulacion o,
por el contrario, ocasionar su degradacion celular. Adicio-
nalmente, los inadecuadas practicas de asepsia en las
dreas de almacenamiento pueden incrementar el riesgo
de contaminacién del producto.

Estudios previos realizados por Cenipalma han eviden-
ciado que, para minimizar el riesgo de contaminacion
y preservar la viabilidod de los microorganismos, se re-
comienda almacenar los biofertilizantes en refrigeracion,
entre 2y 8 °C, o en recinfos con femperatura consfante
de hasfa 22 °C, en adecuadas condiciones de limpieza.
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Recomendaciones de
almacenamiento para
biofertilizantes

i) & 30-40°C

Condiciones de almacenamiento de biofertilizantes
recomendadas para plantaciones de palma de aceite.
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