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Resumen

Se evalué el efecto de la asociacion de dos hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) asociados naturalmente al pasto kikuyo (nativo 1 y nativo
2) y una cepa de hongos introducida ( Rhizophagus manihotis) bajo diferentes
niveles de fertilizacion. Las especies nativas fueron identificadas mediante las
claves taxondmicas descritas por el “International Culture Collection of
Arbuscular Mycorrhizal Fungi”. Los niveles de nitrégeno utilizados fueron 0,
100, 200 y 400 kg/ha/afio y los niveles de fosforo fueron 0, 50, 100 y 200
kg/ha/afio respectivamente. Los tratamientos evaluados fueron sin micorrizas,
con HFMA nativo 1, con HFMA nativo 2 y con Rhizophagus manihotis. Se
evaluaron las variables de produccion de materia seca, relacion tallo hoja y altura
de la planta en tres cortes. Para evaluar las variables se utilizé un disefio
experimental aleatorizado mediante un arreglo factorial (4x4x4).

En este trabajo se encontraron dos especies nativas de HFMA ( Rhizophagus
intrarradices y Rhizophagus fasciculatus) en potreros de pasto kikuyo de algunas
provincias de Antioquia, Colombia. Se encontr6 un efecto significativo (P<0,05)
en las variables de altura de la planta y produccion de materia seca cuando se
conjugaron todos los niveles de N, P y HFMA. Para la variable agronomica
relacion hoja/tallo hubo un efecto significativo en todos los tratamientos. Sin
embargo, mediante un andlisis candnico discriminativo se encontrd que los
tratamientos que involucran dosis intermedias de N y P (100 y 50 kg/ha/afio,
respectivamente), y el HFMA R. fasciculatus, no son necesarios para mejorar las
variables de crecimiento evaluadas. EI empleo de las cepas R. intrarradices y R.
manihotis junto con una buena nutricion vegetal, es Util para mejorar algunas
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variables agrondmicas en el pasto kikuyo. Una buena nutricién vegetal debe
contemplar los nivelesde Ny P.

Palabras clave: altura de planta, fosforo, nitrogeno, relacién hoja:tallo

Identification of some strains of mycorrhizal fungi
associated with Kikuyu (Cenchrus clandestinus (Hochst
ex Chiov) Morrone) and its effect on some agronomic
variables

Abstract

The effect of an introduced strain of fungus (Rhizophagus manihotis) and two
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) naturally associated with Kikuyu grass
(native 1 and 2) was evaluated under different fertilization levels. The native
species were identified using taxonomic keys described by the International
Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi. Nitrogen levels used were
0, 100, 200, and 400 kg/ha and phosphorus levels were 0, 50, 100, and 200
kg/halyear, respectively. A total of four treatments were evaluated. Treatments
were a control without any AMF, and three treatments including either AMF
native 1, native 2, and Rhizophagus manihotis. Dry matter production, leaf: stem
ratio, and plant height response variables were evaluated during three cuts of the
kikuyu grass. Variables were analyzed using a randomized experimental design
with a factorial arrangement (4x4x4).

In this study, two native species of AMF (Rhizophagus

intrarradices and Rhizophagus fasciculatus) were found in kikuyu pastures of
some provinces of Antioquia, Colombia. Plant height and dry matter production
variables showed a significant effect (P <05) when all levels of N, P, and AMF
were evaluated together. The agronomic variable leaf: stem ratio had a significant
effect on all treatments. However, when a discriminative canonical analysis was
performed it was found that treatments involving intermediate doses of N and P
(100 and 50 kg/ha/year, respectively) and including R fasciculatus were not
required to improve evaluated growth variables. The use of R intrarradices and R
manihotis strains accompanied with a good plant nutrition, it is useful to improve
some agronomic variables in the kikuyu grass. A proper plant nutrition should
take into account the levels of N and P.
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Introduccion

La rizosfera es el volumen de suelo que se encuentra bajo la influencia de la raiz
de la planta (Hiltner 1904). Esta porcion del suelo se caracteriza por presentar
una elevada poblacién de microorganismos los cuales contribuyen a la entrega de
nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo de la planta y esta a su vez
produce exudados fotosintéticos que sirven como fuente de alimento para estas
poblaciones de microrganismos (Burdman et al 2000). Los microorganismos
presentes en la rizosfera pueden representar para la planta algun tipo de
beneficio, dafio o incluso puede influir significativamente en el crecimiento y
desarrollo de la planta (Adesemoye y Kloepper 2009; Ahmad et al 2011; Lau y
Lennon 2011). Algunos de los microorganismos que colonizan la raiz y que se
encuentran en la rizosfera son los hongos formadores de micorrizas arbusculares
(HFMA) los cuales mejoran el crecimiento y desarrollo de la planta mediante la
translocacion de nutrientes de las zonas donde las raices de la planta no los
pueden tomar (Gray y Smith 2005). El pasto kikuyo (Cenchrus

clandestinus (Hochst. ex Chiov) Morrone) es la graminea perenne mas comun y
mejor adaptada a zonas de clima frio en Colombia (Estrada 2001). Esta graminea
juega un papel importante en la alimentacion animal, debido a que es una especie
de una alta tasa de incremento de biomasa, presenta un sistema radicular bien
desarrollado y buenas propiedades nutritivas dentro de las que se destacan el alto
contenido de proteina de alta digestibilidad y contenido de fibra (Butler y Bailey
1973; Marais 2001). Este pasto tiene una oferta forrajera elevada favorecida por
la fertilizacion, lo cual mejora el consumo de materia seca y por tanto, la
produccion de leche de las vaca (Carulla et al 2004; Bargo et al 2003) en las
zonas de tropico alto de Colombia donde se encuentra establecido. Sin embargo,
el tipo de fertilizante y las caracteristicas del suelo limitan la absorcion de
nutrientes y la calidad de forraje (Correa et al 2008), por tanto, es de vital
importancia el conocimiento de los microorganismos que se asocian con el pasto
kikuyo, los cuales favorecen la toma de nutrientes, el desarrollo y crecimiento del
pasto, mediante una disminucion de los niveles de aplicacion de fertilizantes
quimicos. El objetivo de este estudio fue identificar algunos HFMA asociados a
praderas de kikuyo en algunos municipios de la region alta de Antioquia,
Colombia y evaluar como es el rendimiento a través de algunas variables
agronomicas de los HFMA con diferentes aplicaciones de fertilizantes
nitrogenados y fosforicos.

Materiales y métodos

Sitio de estudio



El experimento se desarrollé bajo condiciones de casa malla en el corregimiento
de San Cristobal municipio, Medellin, Colombia a una altura 1.860 msnm, con
una temperatura promedio de 21°C, la precipitacion promedia anual de 1.575 mm
y coordenadas (N: 06°16.913" W: 075° 37.62").

Muestreo de suelos

Se seleccionaron muestras de suelo y pasto de cuatro zonas representativas por la
produccion de leche bajo pasto kikuyo en los municipios de San Pedro de los
Milagros, Entrerrios, Santa Rosa de Osos y La Union departamento de Antioquia
Colombia. De la muestra se extrajo el suelo rizosférico para la identificacion de
las esporas de los HFMA, tomando los primeros 20 cm de suelo donde se
encuentra la mayor parte de los microorganismos del suelo que forman algin tipo
de simbiosis con las raices de la planta (Barea et al 2005; Chopra et al 2007).
Con el fin de evitar errores en las esporas seleccionadas como nativas de estos
suelos, la muestra se tomo de lotes que no estuvieron bajo ningn manejo
agronémico, cercanos a bosques y donde el pasto kikuyo mostré un buen
crecimiento. Cada muestra fue de 5 kg de suelo de cada uno de los sitios de
muestreo (tres fincas por municipio), estas fueron llevadas al laboratorio de
suelos en la Universidad Nacional sede Medellin y al laboratorio de pastos y
forrajes de la Universidad de Antioquia para el analisis de suelos y la extraccién
de los HFMA, respectivamente.

Extraccion de cepas de hongos formadores de micorrizas arbusculares del suelo

Para la extraccion de las micorrizas se empleo el suelo rizosférico (Dodd y
Thomson 1994). Cantidades de 100 a 200 g de suelo seco se pasaron a través de
un tamiz de dos mm y luego fueron transferidas a un “beaker” con un litro de
agua destilada para humedecerlas durante 30 minutos antes de extraer las
esporas; la muestra con agua se agito durante una hora, con la finalidad de liberar
las esporas en los agregados del suelo (Habte y Osorio 2001). La suspension de
suelo se paso sobre una serie de tamices de las siguientes dimensiones (120, 106,
80, 63 y 53 um), agrupados en pila de mayor a menor malla de arriba hacia
abajo, quedando en la parte inferior el tamiz mas fino; el material que quedd en
cada uno de los tamices se transfirio a tubos falcon, llenando el restante del tubo
con agua de grifo; las muestras se centrifugaron por tres minutos a 2000 rpm. Las
esporas se sedimentan en el fondo del tubo, el material restante queda en
suspension; este material que es el sobrenadante se elimino y luego se agrego una
solucion del 50% de sacarosa, y se centrifugd nuevamente a 2000 rpm durante
tres minutos. De esta manera, las esporas quedaron en el sobrenadante y algunas
esporas en suspension y para separarlas de la solucion se pasaron por papel filtro,
luego se lavaron con agua destilada para eliminar la sacarosa. Finalmente se



almacenaron en tubos de ensayo con agua destilada durante 24 horas con la
finalidad de superar el choque osmético (INVAM 2015).

Separacion de morfotipos nativos

En el paso siguiente las esporas fueron transferidas a cajas de Petri para después
visualizarlas en estereomicroscopio, alli fueron separadas morfoldgicamente
usando los siguientes criterios: tamario de la espora, color, textura de la
superficie, configuracion de la pared de la espora y anatomia de la espora (Sylvia
1999). Luego de agrupar los morfotipos por las caracteristicas comunes, se
procedid a su multiplicacion para posterior identificacion mediante la
metodologia propuesta por el “The International Culture Collection of
Arbuscular and Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi” (INVAM 2015) y el
European Bank of Glomales (BEG 2015).

Tincion de raices y determinacion del porcentaje de colonizacion

El método utilizado para este procedimiento fue el propuesto por Phillips y
Hayman (1970) and Sieverding (1984), el cual requiere el montaje de raices
tefiidas en portaobjetos para ser evaluadas en microscopio optico. La tincion de
raices se realizd a través de los siguientes pasos: a) clareo, b) blanqueo, c)
acidificacion, d) tincion y e) decoloracién. El porcentaje de colonizacion se
midio a partir de 10 fragmentos de aproximadamente 1 cm de longitud de raiz
teflida, seleccionados al azar; se registrd la presencia de estructuras propias de
HFMA por cada campo Optico de observacion microscépica, con un aumento
equivalente a 400X. La tincidn de raices se realizé en el laboratorio de pastos y
forrajes de la Universidad de Antioquia, a través del siguiente protocolo:

1. Las raices se fraccionaron en trozos de aproximadamente dos o un cm de
longitud (se utilizaron las raices delgadas y medianamente gruesas).

2. En un beaker se colocaron por lo menos 25 secciones de raices por cada
muestra y se lavaron con agua corriente hasta sacar todo el suelo adherido.

3. Las raices se cubrieron con AFA (Alcohol 70% (90ml) formol al 37% (5ml)
Acido acético glacial (5ml) durante 10 minutos y luego se lavaron dos veces con
agua corriente.

4. Las raices de kikuyo se colocaron en una solucion de KOH al 10%, las cuales
se calentaron al bafio de maria por 5-20 minutos antes de llevarlas al autoclave
para decolorarlas (extraccion de taninos). Se establecié un tiempo de 6 minutos
para raices de este pasto.



5. Se dejo enfriar y se lavd dos veces con agua destilada.

6. Se agreg6 HCl al 1% y se dejo por 5 minutos (para neutralizar el efecto de la
base).

7. Las raices se lavaron dos veces con agua corriente, y luego se les adiciono azul
de tripan al 0,050%, dejandolo actuar de 4- 8 horas.

8. Para el proceso de decoloracion de las raices se les adicioné lactoglicerol
dejando actuar por varias horas.

El porcentaje de colonizacion se determind a partir de la siguiente formula:

El nimero minimo de intersecciones observadas fue de 100 (Giovannetti and
Mosse 1980).

Multiplicacion de cepas

Se us6 como medio de cultivo para la esporulacion el kikuyo ( Cenchrus
clandestinus (Hochst ex Chiov) Morrone), con el objetivo de que se multiplicaran
las esporas de los HFMA que formaron simbiosis con este pasto. El sustrato que
se uso fue una mezcla entre cuarzo, vermiculita y caolinita en proporcion 2:1:0,5
respectivamente desinfectada en autoclave (Molina 2008) a 120 °C durante 15
minutos. La multiplicacion de las esporas se realizé en potes plasticos con
orificios en la parte inferior para permitir la salida de agua (Habte y Osorio
2001). El pasto se dejo crecer durante ocho semanas (Knapp et al 2012); cada
pote fue fertilizado con 80 ppm de P usando como fuente roca fosforica; luego de
la 8 semana se disminuyd la aplicacion de agua hasta dejar el suelo con un
contenido de humedad alrededor del 5% o menos; después la planta se corto
dejando solamente el suelo con las esporas de los HFMA vy raices de la planta
(Habte y Osorio 2001).

Pasto kikuyo

Se obtuvo semilla sexual de pasto kikuyo maduro de los lotes de las fincas donde
se seleccionaron las muestras de suelo; estas semillas se usaron para multiplicar
las esporas de los HFMA y para montar el ensayo objetivo del estudio. La
siembra se realizo en potes plasticos de dimensiones de 16 cm de alto x 8 cm de
didmetro, previamente esterilizados en autoclave a 120°C durante 15 minutos, los
cuales contenian suelo tomado de los diferentes municipios, donde se colocaron 5



semillas sexuales de pasto kikuyo y cuatro gramos de inocul6 de cada una las
cepas de los hongos que hacen parte del estudio con las dosis de fertilizante
segun los tratamientos.

Fertilizacion nitrogenada, fosforicay HFMA

Para la fertilizacion nitrogenada de 100% se emple6 la méxima dosis reportada
por Dianelis et al (1994) de 400 kg N/ha/afno o 50 kg N/ha/afio/corte en pasto
kikuyo, usando como fuente urea grado (4600); el 100% de la dosis del
fertilizante fosférico fue 200 kg P/ha/afio o 25 kg P/ha/corte (Dianelis et al 1994),
usando como fuente roca fosforica (31,59% P.0s y 39,34% CaO. Se ajusto la
dosis de cada elemento por hectarea al area de cada unidad experimental, cada
elemento se aplicd 10 dias posteriores a la siembra y después de cada corte. Los
HFMA empleados fueron nativo 1 (Rhizophagus intrarradices), nativo 2
(Rhizophagus fasciculatus) y la cepa conocida ( Rhizophagus manihotis).

El pasto se establecio en suelo extraido de los diferentes predios establecidos en
pasto kikuyo, el cual fue esterilizado en autoclave a 120 °C durante 15 minutos.
Este suelo se caracterizo por presentar un bajo pH, alta cantidad de Al, baja
cantidad de Cay P (Tabla 1), antes del establecimiento del pasto en este suelo se
le aplicé a cada pote cal dolomita a razén de 2000 kg/ha.

Cada 35 dias cuando se la cuarta y quinta hojas estaban bien desarrolladas, el
pasto se cosechd a una altura de 10 cm (Mendo et al 2000; Chopra et al 2007,
Swanepoel et al 2013).

Tabla 1. Propiedades fisico quimicas bésicas del suelo usado para el ensayo

Pardmetro Unidad Valor
Arena a/kg 68
Limo a/kg 10
Arcilla o/kg 22
Clase FArA
pH 4,5
Materia Organica g/kg 14
Al cmolc/kg/suelo 1,6
Ca cmolc/kg/suelo 0,57
Mg cmolc/kg/suelo 0,25
K cmolc/kg/suelo 0,22
P ma/kg 5

S mg/kg 3
Fe mg/kg 576
Mn mg/kg 5
Cu ma/kg 1
Zn mg/kg 3

B mg/kg 0,61
N-NO3 mg/kg 55

N-NO4 mg/kg 43




Variables y procedimiento

En el pasto se determind el porcentaje de materia seca segin (AOAC, 1990) y
produccidn de este por medi6 de aforos de cada uno de los potes (Estrada, 2001),
la altura de la planta (alt 1, alt 2, alt 3, alt 4, alt 5, alt 6), esta se midi6 en
centimetros, seleccionando tres plantas y midiéndolas con una regla de
centimetros desde suelo hasta el punto més alto de la hoja bandera cada 15 dias
(Toledo, 1982) y la relacion hojas/tallos (RHT1, RHT 2), que se determind
separando el material de hojas y tallos cortado en cada pote cada 35 dias,
depositando cada componente en su respectiva bolsa de papel con su informacién
(tallos u hojas, muestra N°, tratamiento y repeticion) y pesandolo en verde.

Disefio experimental

Se empleo un disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial (4x4x4)
con medidas repetidas en el tiempo. Los factores evaluados fueron fertilizacion
fosforica (0%, 25%, 50%,100%); fertilizacion nitrogenada (0%, 25%,
50%,100%) y hongos micorricicos (sin micorrizas, dos cepas de hongos nativas y
una cepa de hongo conocida), para un total 64 tratamientos con cinco
repeticiones por tratamiento. Las unidades experimentales consistieron en potes
de plastico de dimensiones de 16 cm de alto x 8 cm de didmetro, en los cuales se
establecié pasto kikuyo (Chenchrus clandestinum (Hochst. ex Chiov.) Morrone)
obtenido a partir de semilla sexual de los predios en los cuales fueron tomadas las
muestras de suelo. Cada unidad experimental tuvo como sustrato para el
crecimiento del pasto suelo esterilizado de las zonas donde se buscaron las
esporas nativas.

Se evaluaron las variables produccion de materia seca, y variables de
crecimiento, como relacion hojas/tallos, altura de las plantas en cada corte. Se
incorporo la técnica MANOVA con contraste candnico ortogonal determinando
via maxima verosimilitud para la comparacion del efecto de los tratamientos.

Modelo estadistico
El modelo estadistico que describio las variables de respuesta fue:
Donde

Yijk = Variable de respuesta (produccion de materia seca, relacion hoja tallo o
altura de la planta en el pasto kikuyo) en la I-esima observacién correspondiente
al efecto i-ésimo nivel del fosforo, j-ésimo nivel de nitrégeno y k-ésimo categoria
de hongos formadores de micorrizas



U= Media poblacional
Pi= i-ésima observacion del efecto del fosforo
Nj= j-ésima observacion del efecto del nitrégeno

HMFAKk = k-ésima observacion del efecto de los hongos formadores de
micorrizas

P*Nij: efecto de la ij-ésima interaccion de fosforo y nitrégeno

P*HFMAIk = efecto de la ik-esima interaccion de fosforo con los hongos
formadores de micorrizas

N*HFMAJjk = efecto de jk-esima interaccion del nitrogeno con los hongos
formadores de micorrizas

P*N*HFMAIjk = efecto de la interaccion de fésforo, nitrégeno y los hongos
formadores de micorrizas

e(ijkl)= Error experimental

Resultados
Densidad de esporas en diferentes suelos establecidos en pasto kikuyo

Se seleccionaron tres lotes establecidos en pasto kikuyo en cuatro municipios
localizados en trépico de altura en Antioquia, Colombia. En la determinacion de
la densidad de esporas se obtuvo promedios entre 74 y 87 esporas/100 g de suelo
y porcentajes promedios de colonizacién de 34% y 45%. EI municipio donde se
encontré mayor namero de espora fue Santa rosa de Osos y en el que se hallé
mayor porcentaje de colonizacion fue Entrerrios (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de esporas y porcentaje de colonizacion hallados en
diferentes municipios establecidos en pasto kikuyo

Municipio Esporas? Colonizacion®
San Pedro de los Milagros 73.7+10.7 37.7% +115
Entrerrios 78.8+20.5 450% +£4.7

Santa Rosa de Osos 87.0+135 36.9% +15.0
La Unién 79.0 + 13.6 33.8% +13.6

@Nuamero de esporas en 100 gramos de suelo
® Porcentaje de colonizacion (Giovannetti and Mosse 1980).

Identificacidn de esporas



Se analizaron las caracteristicas de las esporas nativas encontradas en los
diferentes suelos establecidos en pasto kikuyo y se compararon con las descritas
en el INVAM ( International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal
Fungi) y el BEG (The International Bank of Glomeromycota). Para este estudio
se seleccionaron las dos especies que fueron mas comunes en diferentes suelos,
las caracteristicas de las especies nativa 1 y nativa 2 se describen en la Figuras 1
y 2, respectivamente.

Figura 1. Espora nativa 1

Imagen 2(a). Espora que se observo de color amarillo marrén en un aumento de
40x, de forma globosa, subglobosa, se presentd con mayor distribucion en los
tamices de 80 um. Estas esporas presentan tres paredes L1, L2 y L3, las cuales a
medida que la espora aumenta la edad estas se van degradando y adquiriendo un
aspecto granular y un poco irregular como la que se observa en la imagen.
Imagen 2(b). En las células corticales de la raiz de plantas como gramineas y
leguminosas se forma una mancha oscura al realizar tincién con azul de tripan,
las cuales son vesiculas o esporas (1), que se forman cerca al punto de entrada de
las hifas a estas celulas. Caracteristicas que permiten clasificar la especie

como Rhizophagus intraradices (INVAM 2015; BEG 2015; Schenck y Sm
1982).

Figura 2. Espora nativa 2 en aumento de 40x 3(a)

Esporas caracterizadas por su variacion de color amarillo palido a amarillo palido
marron, tamafio distribuido en mayor nimero entre 83 y 110 pum, con forma
globosa a subglobosa. Imagen 3(b). Espora con tres paredes L1, L2y L3. La
pared L1 es delgada y esta en contacto con el ambiente que rodea la espora, L2 es
de color amarillo palido en Polyvinyl alcohol Lactic acid glicerol (PVLG), estas
dos paredes son claramente definidas y la pared L3 es una capa delgada y
flexible, imagen que también deja ver claramente la hifa formando un tabique a
partir de la pared L1. Las anteriores caracteristicas son similares a las reportas
por (INVAM, 2015), que permiten describir la especie como Rhizophagus
fasciculatus (INVAM 2015; BEG 2015; Blaszkowski et al 2002).

Altura de la planta y relacion hoja/tallo

La altura de la planta tuvo diferencias altamente significativas (P<0,01), para los
tratamientos en los que se combinaron los niveles de N, P y HFMA cuando se



determino la altura 6 (alt 6) (Tabla 3), para la relacion hoja/tallo no hubo
diferencias significativas (P>0,05) en la primera medida RHT1, pero fue
altamente significativa (P<0,01) para la segunda medida de relacion hoja tallo
RHT2; en todos los tratamientos, excepto los tratamientos con el efecto simple
del P, donde esta variable fue significativa (P<0,05). De acuerdo con los
coeficientes de correlacion parcial para las variables dependientes en estudio
(Tabla 4), no existio correlacion (P>0,05) entre las variables alt 5, alt 6, RHT1,
RHT2, MS y Toneladas de MS/ha. Por tanto, estas son las medidas que se tienen
en cuenta para el analisis de las variables dependientes altura de la planta y
relacion hoja/tallo.

Tabla 3. Cuadrados medio para cada una de las variables agronémicas determinadas en pasto kikuyo

Fuente de TypeCM CM CM CM CM CM CM CM CM CM
variacién DF Il altl alt2 alt3 alt4 alt5 alt6 RHT RHT % MSTonMSxha
SS 1 2
N 3 75 25%* 29 5.4 11.6 17.8** 2.8 0,3 21.5%*73.4** 3.1**
P 4 5.7 1.0*18.0** 11.9 299 8.0 237 04 3.8* 15.6** 29**
N*P 9 10.7 1.2* 2.8 9.8 211 57 209 0.9 19.5**15.7** 25**
HFMA 3 9.2 3.1**16.9**183.4**312.48** 7.1 457 10 7.9** 53* 0.4*
N*HFMA 9 28.0 3.2¥10.8** 11.0 16.2 8.9* 27.0* 0.8 4.0** 9.0** 0.5**
P*HFMA 9 71 0.8 5.9* 135 31.3* 11.9** 12.7 009 10.3**6.5** 0.3**

N*P*HFMA 26 238 09* 36 8.1 119 49 23.0** 0.7 10.3** 1.9 0.5**
* Diferencias significativas (P<0,05), ** Diferencias altamente significativas (P>0,01), CM: cuadrado
medio, alt: altura de la planta en centimetros (cm).

Tabla 4. Coeficiente de correlacion para el error de las variables dependientes altura de la planta, relacion
hoja tallo y produccidn de materia seca.

altl alt2 alt3 alt4 alt5 alt RHT RHT % TonMSx ha
6 1 2 MS
alt1 1 07**04**03** 0 0.1 0.1 0.1* 0.1 0.1
alt2 0.7** 1 05**05** 0 0. 01 02 01 0.1
alt 3 04**05** 1 1* 01 01 0 02 O 0.1
alt4 03 05** 1** 1 02 01 0 02 O 0.1
alts 0 0 0 02 1 03 0 01 01 0.3
alt6 01 O 01 0 03** 1 01 01 01 0.2
RTH 1 01 O 0 0 0 01 1 0.1 0.1 0.1
RTH 2 01 0.2 02* 02* 0.1 0.1 01 1 01 0.1*
% MS 01 01 0 01 0 01 01 01 1 0
Ton MS/ha 01 01 01 01 0 O 01 02* 01 1

* Diferencias significativas (P<0,05), ** Diferencias altamente significativas (P>0,01). Alt: altura de la
planta.

Analisis candnico discriminativo

A partir del analisis canonico discriminativo se predijo las correlaciones entre las
variables dependientes de crecimiento y produccién del pasto con los variables
independientes niveles de N, P y HFMA (Figura 3); anélisis que permitio
seleccionar los mejores niveles de los tratamientos. De acuerdo a la interaccion



maultiple de las tres variables independientes, los niveles de los tratamientos N
25%, P 205 25% y Rhizophagus fasciculatus no explicaron las variables de
crecimiento y produccion de pasto kikuyo en el estudio, cuando se compararon
con los demas niveles de los tratamientos; ademas, los niveles de fertilizacion del
25% (100 kg N ha/afio y 50 kg P>Os/ha/corte) no fueron los mas comunes para la
fertilizacion del pasto kikuyo ( Cenchrus clandestinum Hochst ex Chiov)
Morrone (Dianelis et al 1994). Para los niveles HFMA nativa 2 ( Rhizophagus
fasciculatus) no tuvo el mismo efecto en todas las interacciones con respecto al
nivel de HFMA nativa 1 ( Rhizophagus intraradices), por tanto, el nivel de nativa
2 del tratamiento HFMA no se tuvo en cuenta para el analisis de las variables de
calidad del pasto.

Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-2 T2: 1-3-4 T3: 2-3-3 T4: 3-3-2 T5:4-2-3T6:1-1-2 T7:1-4-1T78:2-3-4 T9:3-3-4 T10:4-3-
1T11: 1-1-3 T12: 2-1-1 T13: 2-4-1 T14: 3-4-1 T15: 4-3-4 T16: 1-1-4 T17: 2-1-4 T18:2-4-2 T19: 3-4-3 T20: 4-4-1 T21: 1-2-
17T22:2-2-1 T23: 2-4-3 T24:4-1-1 T 25: 4-4-2 T26: 1-2-2 T27: 2-2-2 T28:2-4-4 T29: 4-1-2 T30:4-4-3 T31:1-2-3 T32: 2-2-
3T33:3-2-1 T34:4-1-1-3 T35: 4-4-4 T36:1-2-4 T37:2-2-4 T38: 3-2-2 T39:4-1-4 T40:1-3-1 T41: 2-3-1 T42:3-2-3 T43:4-2-

1 T44: 1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47: 4-2-2.

Figura 3. Mejores niveles segin analisis candnico para el tratamiento de la interaccion de todos los niveles de HFMA (M),
nitrégeno (N) y fosforo (P20s).

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Nativa 1, 3- Nativa 2, 4-HFMA conocido.
Niveles para N: 1- 0%, 2- 25%, 3 — 50%, 4- 100%
Niveles para P,0s: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%

Altura de la planta

Las medidas de altura 2 y 6 explicaron la variable altura de la planta (P< 0,05);
para ambas alturas se determind su relacion para encontrar los mejores niveles de
tratamientos (Figura 4).

Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-1 T2: 1-3-4 T3: 2-3-3 T4: 3-3-2 T5:4-2-3T6:1-1-2 T7:1-4-1T8:2-3-4 T9:3-3-4 T10:4-3-
1T11: 1-1-3T12: 2-1-1 T13: 2-4-1 T14: 3-4-1 T15: 4-3-4 T16: 1-1-4 T17: 2-1-4 T18:2-4-2 T19: 3-4-3 T20: 4-4-1 T21: 1-2-
17T22:2-2-1T23: 2-4-3 T24:4-1-1 T 25: 4-4-2 T26: 1-2-2 T27: 2-2-2 T28:2-4-4 T29: 4-1-2 T30:4-4-3 T31:1-2-3 T32: 2-2-
3T33:3-2-1 T34:4-1-1-3 T35: 4-4-4 T36:1-2-4 T37:2-2-4 T38: 3-2-2 T39:4-1-4 T40:1-3-1 T41: 2-3-1 T42:3-2-3 T43:4-2-
1T44: 1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47: 4-2-2.

Figura 4. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA (M), nitrédgeno (N) y fosforo (P20 s).

En las variables dependientes altura 2 (Alt 2) y altura 6 (Alt 6), en circulo rojo los tratamientos con mejores medidas en ambas
variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Nativa 1, 3- Nativa 2, 4-HFMA conocido.
Niveles para N: 1- 0%, 2- 25%, 3 — 50%, 4- 100%
Niveles para P,Os: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%



Relacion hoja/tallo y produccion de materia seca

Se compard la relacion hoja/tallo con la produccion de materia seca (MS), la
RHT 1 versus la produccion de MS/ha/afio (Figura 5) y la RHT 2 con el
contenido de MS (Figura 6); fueron las relaciones que permitieron observar los
mejores niveles de los tratamientos para las variables de crecimiento y
produccion del pasto kikuyo en estudio.

Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-1 T2: 1-3-4 T3: 2-3-3 T4: 3-3-2 T5:4-2-3T76:1-1-2 T7:1-4-1T8:2-3-4 T9:3-3-4 T10:4-3-
17T11:1-1-3T12: 2-1-1 T13: 2-4-1 T14: 3-4-1 T15: 4-3-4 T16: 1-1-4 T17: 2-1-4 T18:2-4-2 T19: 3-4-3 T20: 4-4-1 T21: 1-2-
17T22:2-2-1T23: 2-4-3 T24:4-1-1 T 25: 4-4-2 T26: 1-2-2 T27: 2-2-2 T28:2-4-4 T29: 4-1-2 T30:4-4-3 T31:1-2-3 T32: 2-2-
3 T33:3-2-1 T34:4-1-1-3 T35: 4-4-4 T36:1-2-4 T37:2-2-4 T38: 3-2-2 T39:4-1-4 T40:1-3-1 T41: 2-3-1 T42:3-2-3 T43:4-2-
1T44: 1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47: 4-2-2.

Figura 5. Mejores niveles para la interaccién de todos los niveles de tratamientos HFMA (M), nitrégeno (N) y fésforo (P20 s).
En las variables dependientes relacion hoja/tallo 2 (RHT2) y materia seca del pasto (MS), en circulo rojo los tratamientos con
mejores medidas en ambas variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Nativa 1, 3- Nativa 2, 4-HFMA conocido.
Niveles para N: 1- 0%, 2- 25%, 3 — 50%, 4- 100%
Niveles para P,0s: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%

Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-1 T2: 1-3-4 T3: 2-3-3 T4: 3-3-2 T5:4-2-3T6:1-1-2 T7:1-4-1T78:2-3-4 T9:3-3-4 T10:4-3-
1T11: 1-1-3 T12: 2-1-1 T13: 2-4-1 T14: 3-4-1 T15: 4-3-4 T16: 1-1-4 T17: 2-1-4 T18:2-4-2 T19: 3-4-3 T20: 4-4-1 T21: 1-2-
1T22:2-2-1 T23: 2-4-3 T24:4-1-1 T 25: 4-4-2 T26: 1-2-2 T27: 2-2-2 T28:2-4-4 T29: 4-1-2 T30:4-4-3 T31:1-2-3 T32: 2-2-
3 T33:3-2-1 T34:4-1-1-3 T35: 4-4-4 T36:1-2-4 T37:2-2-4 T38: 3-2-2 T39:4-1-4 T40:1-3-1 T41: 2-3-1 T42:3-2-3 T43:4-2-
1T44: 1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47: 4-2-2.

Figura 6. Mejores niveles para la interaccién de todos los niveles de tratamientos HFMA (M), nitrégeno (N) y fosforo (P20 s).
En las variables dependientes relacion hoja/tallo 1 (RHT1) y produccion de materia seca del pasto (MS/ha), en circulo rojo los
tratamientos con mejores medidas en ambas variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Nativa 1, 3- Nativa 2, 4-HFMA conocido.
Niveles para N: 1- 0%, 2- 25%, 3 — 50%, 4- 100%
Niveles para P,Os: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%

Discusion

Al evaluar algunas variables de crecimiento se encontro la importancia de
combinar la fertilizacion nitrogenada y fosférica con la presencia de algunos
microorganismos del suelo como los HFMA.. Nutrientes como el Ny P son
limitantes para el crecimiento de la planta (VVance et al 2000); sin embargo,



microorganismos como los HFMA ademas de movilizar P también movilizaron
N, tal como lo indicaron estudios previos donde los HFMA podian movilizar
hasta 32% de N disponible en la solucién del suelo y entregarlo a la planta para
todos sus procesos fisiologicos, entre ellos el crecimiento y desarrollo de
estructuras vegetativas (Leigh et al 2009). Los resultados del estudio mostraron
una baja produccion de materia seca por unidad de area y un retraso en el
crecimiento en la primera medida de relacion hoja/tallo y la altura de la planta,
pero una mejora en esta variable en los siguientes cortes. Lo anterior, es debido a
que muchas plantas disminuyeron el crecimiento en la transicion de no simbiosis
a crecimiento de la planta con simbiosis (Li et al 2008; Grace et al 2009). Los
HFMA pueden mejorar el crecimiento vegetal debido a que contribuyen a
movilizar N y P, pero en algunos casos no lo hacen; incluso, pueden ocasionar
una inhibicion del crecimiento de la planta (Smith y Read 1997), efecto que se
debe a la pérdida de carbono que sufre esta durante la simbiosis (Hart y Reader
2002). La disminucion del crecimiento puede ser independiente del estado
nutricional de la planta (Li et al 2006); sin embargo, el efecto de las tres variables
independientes del estudio (HFMA, N y P) unidas afectaron significativamente el
crecimiento de las plantas en las primeras medidas, lo cual se atribuy0 a la
transicion de planta con simbiosis a planta sin simbiosis. En cuanto al efecto de
la fertilizacion, algunos estudios han indicado un efecto significativo del
crecimiento del pasto kikuyo cuando hay aplicaciones de fertilizantes que
contienen N y P (Dianelis et al 1994; Beliuchenko y Febles 1980; Soto et al
1980; Silva et al 2010), lo que quiere decir que debe existir siempre la aplicacion
de fertilizantes quimicos, si lo que se desea es tener una buena produccion de
pasto. Para la fertilizacion quimica en pasto kikuyo se debe tener en cuenta que
algunos microrganismos contribuyen a que esta no tenga que ser tan elevada;
dentro del estudio se encontraron especies de HFMA nativos asociados al pasto
kikuyo como Rhizophagus intraradices y Rhizophagus fasciculatus, especies que
tienen una amplia distribucion mundial encontrandose en zonas célidas,
desérticas y hasta en climas tropicales (Blaszkowski et al 2002; Dalpé 1989;
Talukdar y Germida 1993; Blaszkowski y Czerniawska 2006). R. intraradices es
una especie de HFMA que se ha encontrado en la rizosfera de pastos familiares
del pasto kikuyo como es mijo perla (Pennisetum glaucum (L) R. Br.) (Tidjane et
al 1999). Ambas especies se pueden confundir facilmente con especies
comoRhizophagus aggregatus, por tanto, para una acertada clasificacion de estas
especies se requiere de pruebas moleculares (Schenck y Sm 1982). De acuerdo
con los resultados obtenidos se evidencio que la inoculacion de HFMA de la
especie Rhizophagus intraradices aument6 la produccién de biomasa, por tanto,
afectd positivamente las variables de crecimiento del pasto. Resultados similares
fueron los encontrados por Franco y Cano (2006) en el pasto buffel (Cenchrus
ciliaris L.) cuando fue evaluado conR. Intraradices. Otros estudios



evaluaronRhizophagus fasciculatus en la especie (Pennisetum glaucum (L) R.
Br.) encontrando, que mejora significativamente la produccion de materia seca y
la absorcién de nutrientes de esta planta (Mahesh et al 2010). Segun los
resultados reportados por otros autores dejan claro que cualquiera de las dos
especies de HFMA halladas en el estudio pueden llegar a mejorar absorcion de
nutrientes, por tanto, el crecimiento de la planta, pero que no hay datos del efecto
de los HFMA en variables de crecimiento y productividad del pasto kikuyo.

Conclusiones

. El manejo del pasto kikuyo fertilizado con niveles de nitrogeno de 0, 200 y
400 kg ha/afio en combinacién con niveles de P20 s de 0, 100 y 200 kg
P.Os ha/afio y HFMA Rhizophagus intrarradices aumento
significativamente en algunas variables agronomicas.

« Laaplicacion de HFMA puede optimizar la produccion de pasto kikuyo
bajo un modelo de manejo de fertilizantes quimicos en bajas cantidades
junto con la aplicacion de fertilizantes organicos en lecherias de manejo
intensivo del trépico alto.

. Laidentificacién de la especie de HFMA asociada al pasto kikuyo en
condiciones tropicales, requiere mas estudios apoyados por la biologia
molecular; ya que la sola observacion de las caracteristicas morfoldgicas
de las especies halladas, puede generar confusidn con otras especies que
también se presentan en suelos tropicales asociados a otros tipos de
pasturas.
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