Ecofisiologia, Metabolismo de Cultivos, Tecnologia, Produccién y Fisiologia de Semillas / Ecophysiology, Crop Metabolism, Technology, Production and Seed Physiology

Acta Agron. (2015) 64 (4) p 349354 ISSN 0120-2812 | e-ISSN 2323-0118 OO0 doi: http://dx.doi.org/10.15446/acag.v64n4.45362

Nitrégeno edafico y nodulacion de Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit en sistemas silvopastoriles

Edaphic nitrogen and nodulation of Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit in silvo-
pastoral systems

Liliana Bueno Lépez" y Juan Carlos Camargo Garcia

Universidad Tecnolégica de Pereira, Facultad de ciencias ambientales, Grupo de Investigacién en Gestion de Agroecosistemas
Andinos (GATA), Pereira-Risaralda-Colombia. *Autora para correspondencia: lilibu@utp.edu.co

Rec.:01.09.2014 Acep.: 29.04.2015

Resumen

La inclusiéon de leguminosas en sistemas silvopastoriles genera beneficios en la fertilidad de los suelos y en la calidad
del forraje en oferta para los animales. La asociaciéon simbiética de leguminosas forrajeras ricas en bacterias del
género Rhizobium mejora el contenido de nitrégeno y el desarrollo de la graminea asociada. Las bacterias de este
género se presentan en condiciones naturales cuando las cepas estan presentes en el suelo, no obstante pueden
ser inoculadas en las semillas antes de la siembra. El trabajo se realizé con la leguminosa arbustiva Leucaena
leucocephala que fue establecida en sistemas silvopastoriles de alta densidad (10,000 plantas/ha), en una finca
ubicada en el municipio de Balboa, departamento de Risaralda, Colombia. En un diseno de bloques completos
al azar con dos tratamientos (con y sin inoculaciéon con Rhizobium de semillas de Leucaena) 7 meses después
del establecimiento de la Leucaena, se midieron los contenidos de N amoniacal y total en el suelo y las raices y
se evalu6 la presencia de noédulos en estas ultimas. No obstante que la inoculaciéon no afecté la produccion de
biomasa, el aporte de N en el suelo fue equivalente a 250 kg/ha (P < 0.05).
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Abstract

In order to reduce the impacts occasioned by cattle farming systems on the environment, strategies focused on
the inclusion of legume species within these systems have been promoted because of their potential for improving
soils conditions. The symbiotic association between bacteria from genus Rhizobium eases the nitrogen undertaking
by legume plants and therefore their growth and productivity may be improved. Even though bacteria from this
genus naturally occur, they also may be inoculated to plant seeds. Silvopastoral systems (SPS) are an alterna-
tive for cattle farming where trees are incorporated to spatial arranges. In this sense, woody legumes have been
used as a possibility of being integrated to SPS. In order to evaluate changes associated with the availability of
nitrogen and other nutriments within soils as well as the presence of rhizome nodules, in this work, the woody
species Leucaena leucocephala was established within silvopastoral systems with high density (over 10,000 trees
per ha) in aa cattle farm , located in Balboa, Colombia. For assessing changes in soils after the establishment
an experiment with a randomize complete block design and two treatments (inoculation and not inoculated) was
used. Measurements were carried out during 7 months after the establishing the experiment, being the response
variables the total and ammonia nitrogen as well as the amount of active nodules of Rhizobium on roots. Under
the ecological conditions occurred during the experiment the presence of nodules did not show significant differ-
ences between treatments (P>0.05), however a total amount of 249, 31 kg/ha of nitrogen was provided to soils
while the experimental period.
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Introduccion

En Colombia, la ganaderia es un rubro econémico
importante a nivel nacional, no obstante cuando
no se utilizan buenas practicas de manejo es la
causa de graves problemas ambientales, especial-
mente en la region andina (Cuenca et al., 2008).
Como parte de los procesos de reconversion ga-
nadera se han planteado estrategias de manejo
tratando de lograr una relacién mas amigable
de los sistemas ganaderos con su entorno. Una
de estas estrategias es el establecimiento de sis-
temas silvopastoriles (SSP) mediante la incorpo-
racion de leguminosas arbustivas que generan
diferentes beneficios, tanto en la produccion
animal como en la conservacion del suelo (Chara
et al, 2015); entre ellas se encuentra Leucaena
leucocephala (Leucaena) un arbusto de la subfa-
milia Mimosoideae ampliamente adaptado a las
condiciones del tropico. De acuerdo con el Plan
de reduccion de emisiones GEI presentado por el
IDEAM, en Colombia, los sistemas silvopastoriles
se encuentran entre las opciones de mitigacién a
escala sectorial propuestas por el Grupo Intergu-
bernamental de Expertos sobre Cambio Clima-
tico -IPCC (Intergovernmental panel on climate
change) -(IDEAM, 2015). Por otra parte, existe un
reto clave que consiste en el mejoramiento de la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, lo cual
so6lo se logra con mejores practicas agricolas, tales
como cultivos intercalados, inclusion de plantas
fijadoras de nitrégeno, sistemas agrosilvicultura
y reciclado de nutrientes (Powlson et al., 2011).
Es en este contexto, que la implementacién de
modelos silvopastoriles se considera una opor-
tunidad para conducir la ganaderia hacia una
produccion sostenible, como se establece en el
plan estratégico de la ganaderia colombiana 2019
(Fedegan, 2006).

Dentro de los sistemas silvopastoriles, en va-
rias zonas tropicales se ha evaluado la siembra
de Leucaenaen altas densidades (10,000 arboles/
ha) como una alternativa para mejorar la produc-
cién ganadera y el contenido de N en los suelos.
Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo se
cuantificé la cantidad de N aportado al suelo por
un cultivo de Leucaena 7 meses después de haber
sido establecida en un SPS de alta densidad.

Materiales y métodos

Localizacion del estudio

El trabajo se realizé en una finca localizada en
el municipio de Balboa, departamento de Ri-
saralda, Colombia. Esta zona hace parte de la
subcuenca del rio Totui, cuenca hidrografica del
rio Risaralda y de la gran cuenca del rio Cauca,
a 899 m.s.n.m, 27°C de temperatura promedio.
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La precipitaciéon promedio es de 1500 mm/afo
con una distribucién bimodal (Carder 2012). El
relieve predominante es colinas con suelos de
bajo contenido de materia organica (1.72%), altos
niveles de calcio y magnesio (20.1 y 2.1 meq/100g
suelo, respectivamente), contenido medio de po-
tasio (0.77 meq/100 g suelo) y pobre en fosforo
(5 ppm) (Carder, 2012).

En la finca existen sistemas silvopastoriles con
Leucaena establecidos hace 4 anos y sistemas
ganaderos tradicionales sin arboles. Los suelos
en ambos sistemas son manejados con algunas
aplicaciones de cenichaza, subproducto resul-
tante de la agroindustria de la cana de azucar.

Propagacion de plantas de Leucaena

La fase de vivero de las plantulas se inici6 con
el establecimiento de un semillero localizado a
1100 m.s.n.m. y una temperatura promedio de
24 °C (Ruizy Villa, 2007). Las semillas utilizadas
fueron de Leucaena leucocepahala (Lam.) de Wit
certificadas, las cuales fueron colocadas en bolsas
negras de plastico con capacidad para S kg de
suelo previamente analizado para presencia de
rizobio en medio Manitol Agar Levadura (MLA)
(Pérez et al., 2011). Elsuelo utilizado presentaba
un pH 5.7 y un contenido de materia organica
de 15.7%. Las semillas recibieron riego cada 2
dias, germinaron después de 15 dias y permane-
cieron en vivero hasta que alcanzaron una altura
aproximada de 60 cm, antes de trasplantarlas en
campo (Solorio y Solorio, 2008).

Tratamientos y disefio experimental

Yije=pm+ L+ T+ (I*T) i+ B+ €

El diseno experimental fue de bloques completos
al azar con dos tratamientos, plantas inoculadas y
sin inocular. El modelo matematico del disefo fue:

donde, Y, es la variable de respuesta, u es el pro-
medio, I = factor (inoculacion), T'= factor (tiempo),
I'* T=interaccion inoculacion x tiempo, 3 = bloque
(pendiente del terreno), € = error, i = niveles de I,
Jj = niveles de T, k = repeticion.

La inoculacion de las semillas se realiz6 du-
rante la fase de vivero. Una parte de esta semilla
fue inoculada con el producto Ferbiol (registro ICA
6214) que contenia microorganismos Rhizobium
loti en solucion. Para el establecimiento del ex-
perimento en campo se seleccioné un lote de 450
m? el cual se dividié en tres bloques de acuerdo
con la pendiente, asi: bloque 1 con 20%, bloque 2
con 10% y bloque 3 plano (sin pendiente). Cada



bloque fue dividido en dos parcelas de 71.5 m?
cada una, en las que se plantaron 48 plantas de
Leucaena a distancias 1 m x 1 m y una densidad
equivalente de 10,000 plantas/ha. Previo al esta-
blecimiento de las plantas se realizaron analisis
de suelo (pH, M.O., K, Ca, Mg, Py textura).

Analisis de tejido y suelo

Quince semanas después del establecimiento en
campo se determinaron el nimero de nédulos de
rizobio en raices y de N foliar total y amoniacal,
para ello de cada parcela se tomaron muestras
compuestas de suelode 0 a25 cmyde 25 a 50 cm
de profundidad y plantas completas de Leucaena,
incluyendo las raices para realizar el conteo de
nodulos (Figura 1). La primera muestra se tomo

Figura 1. Muestreo de raices de arboles de Leucaena leucocephala
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Figura 2. Precipitacién anual-2012. La flecha indica epoca de siembra

8 semanas después del establecimiento y luego
cada 5 semanas hasta 7 meses, segin la reco-
mendacién de Bueno (2009), correspondientes a
la época de menor precipitacion (Figura 2).

La determinacion de N total y amoniacal se
realizé por el método de Kjeldahl. Para los no6-
dulos se determinaron el color interno y externo,
la forma, turgencia y ubicacién en la raiz. El
conteo de estos se llevo a cabo en el Laboratorio
de Analisis Quimico de Suelos de la Universidad
Tecnologica de Pereira.

Nitrégeno edafico y nodulacién de Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit en sistemas silvopastoriles

Analisis de datos

En todas las variables de respuesta se verifico
la normalidad mediante las pruebas de Kolmogo-
rov-Smirnov y Shapiro-Wilk (SPSS 20) y analisis
de varianza (Anova). Las variables que no se ajus-
taron a distribucion normal se compararon entre
tratamientos mediante la prueba no paramétrica
Kruskall-Wallis (SPSS 20) Todos los analisis fue-
ron realizados con el software SPSS 20.

Resultados y discusion

Nodulacion

Durante la fase en vivero no se observaron
nodulos en las raices. Después de 8 semanas de
establecimiento, se observaron nodulos tanto en
raices de plantas inoculadas como no inoculadas
(Figura 3). Esta variable mostré diferencias sig-
nificativas entre tratamientos y entre bloques (P
< 0.05); el mayor numero de nédulos se presento
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Figura 3. NUmero promedio de nédulos: a. tiempo establecimiento:
b. bloques, c. tratamiento.

Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0.05). Las lineas
indican el error estandar.

en el tratamiento sin inoculo (18 + 4). Durante
el experimento no se encontraron diferencias por
efecto del tiempo experimental y el valor prome-
dio mas alto (25 + 8.7) se presentd 18 semanas
después del establecimiento.

Los nodulos en las raices de Leucaena pre-
sentaron diferentes formas y tamafos (Figura4)
con dimensiones variables entre 1 y 10mm, con
coloracién externa café claro e interna variaba de
rosado a rojo (Figura 4). Los nodulos de mayor
tamano fueron observadas principalmente en la
raiz principal.

Después del quinto mes de establecimiento
se encontraron nodulos con cambios notorios en
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Figura 4. N6dulos de rizobios recolectados en raices de leucaena. Arriba,
nédulos activos. Abajo, nédulos senescentes.

estructura (Figura 4), probablemente no activos,
que variaban desde secos o deshidratados con
color mas oscuro que la raiz y casi confundidos
con el suelo. Los nodulos que atin se encontra-
ban activos, mostraban coloraciones externas
claras y un tejido interior con turgencia definida.

Nitrogeno total y amoniacal en el suelo

Tanto los valores del N total como amoniacal
mostraron diferencias (P < 0.05) en relacion con
el tiempo de establecimiento, pero no por efecto de
los tratamientos (Figura 5). E1 N total no mostré
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Figura 5. Variacion del nitrégeno total y amoniacal en suelos: ay b, tiempo
de establecimiento; cy d, bloques.

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
las lineas sobre las barras muestran desviacion estandar.

una tendencia definida a variar con el tiempo,
mientras que el N amoniacal mostré una clara
tendencia a disminuir. El mayor porcentaje de N
total se encontro6 en la semana 28 en la muestra
tomada a 25 cm de profundidad. En este mues-
treo encontré el menor valor de N amoniacal (0.17
+ 0.05 ppm).
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Las plantulas en la etapa de semillero de 13
semanas no mostraron nédulos en las raices.
Segtin Rincon et al. (2004) el desarrollo de cotile-
dones 30 dias después de la germinacion limita la
accion de los rizobios en la formacion de nodulos.
Es necesario anotar que el suelo contenia altos
niveles de M.O. (15.7%) y una relacién carbono/
nitréogeno de 15.97 lo que afecta la formacion de
nodulos en la raiz (Esquivel, 1963).

La formacion de noédulos efectivos y activos en
plantas testigo sin inocular confirma la existencia
de cepas de Rhizobium en los suelos de la zona
de estudio. Esto fue confirmado con el analisis
microbiolégico especifico del suelo, donde se ob-
servaron colonias de la bacteria. Igualmente se
debe destacar la alta especificidad de Leucaena
por rizobio, ya que pocas cepas producen nodu-
lacién en esta especie (Tang, 1994; Hernandez,
2012). Rincon et al. (2004) encontraron que
Leucaena nodula con cepas auto aisladas, lo que
explica por qué plantas sin inocular muestren
mayor nodulacién. Matus et al. (1990) sugieren
que el éxito de la inoculacién de las legumino-
sas depende de la capacidad competitiva del
Rhizobium introducido para invadir la rizésfera
y competir con cepas homologas en la formacion
de noédulos.

La presencia de nédulos con coloracién rojiza
en su interior indica que la nodulaciéon es efec-
tiva y eficiente (Marquina, 2011). A partir de la
semana 23 se inici6 el proceso de senescencia
de nédulos ya que entre sus nodulos se encon-
traban muchos que presentaban diferencias en
su morfologia (Figura 4e, f, g). Segun Fernan-
dez- Luqueno y Espinosa-Victoria (2008) el re-
tardo de la senescencia de noédulos tiene efectos
benéficos sobre la fijacion de N, mientras que si
comienza en forma temprana la fijacion de N es
pobre (Fernandez-Luqueno y Espinosa-Victoria,
2008). Para estos investigadores la senescencia
se relaciona con el color y la pérdida de turgen-
cia de los nodulos, sintomas que se pudieron
apreciar claramente en los nédulos de las raices
de Leucaena en este trabajo. Los cambios ante-
riores estuvieron acompanados por cambios de
la coloracion interna de los nédulos de rosado
claro a oscuro lo cual, algunas veces, coincide
con el proceso de floracion y llenado de vainas de
la leguminosa o situaciones de déficit de agua.

En este trabajo se observo un ataque constan-
te de insectos defoliadores sobre las plantas de
Leucaenalo que sumado al periodo experimental
seco, afecto el desarrollo de éstas y cosecuente-
mente la nodulacién (Sanchez, 2007).

Nitréogeno total y amoniacal en el suelo

La cantidad inicial de N total en el suelo antes
de establecer Leucaena era de 0.39% equivalentes



a 88.86 kg/ha entre O y 50 cm de profundidad. Al
finalizar el experimento, en la semana 28 después
de la siembra, los promedios de N en el suelo eran
de 0.77% hasta 25cm y de 0.71% entre 25y 50 cm
de profundidad en el suelo; valores que equivalen
a 175 kg/hay 162 kg/ha, respectivamente, para
un total de 338.17 kg/ha.

Los resultados anteriores indican un aporte
de 249.31 kg/ha de N para este suelo, si se con-
sidera la diferencia entre los contenidos inicial
y el final; lo que indica los beneficios de la Leu-
caena en sistemas silvopastoriles. Estos valores
son consistentes con los hallados por Bruning
y Rozema (2013) quienes estiman que el uso de
leguminosas como abono verde puede contribuir
con 30 a 80 kg/ha por ano de N.

El N se encuentra en distintas formas en el
suelo, aunque es absorbido por las plantas y
microorganismos como nitrato (NO,’) o amonio
(NH,"). En este ensayo fue posible observar una
amplia variacién en los promedios, tanto de N
total como amoniacal, ya que este elemento varia
mas en cantidad en el suelo que otros elementos
esenciales para el desarrollo vegetal, también
absorbidos del suelo (Navarro y Navarro, 2003).
Se debe resaltar, que mientras el N amoniacal
en suelos disminuy6 en cantidades de 9.37 g/
ha, en el tejido vegetal aumento, posiblemente
por la etapa fenolégica en se encontraba planta.

En las condiciones del estudio Leucaena apor-
t6 un equivalente de 250 kg/ha por afo de N, lo
cual indica las ventajas de esta forrajera cuando
se incluye en sistemas silvopastoriles.
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