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GLOSARIO

Absorcién: Es la operacion unitaria que consiste en la separacién de uno 0 mas
componentes de una mezcla gaseosa con la ayuda de un solvente liquido.

Adsorcion: Fenémeno por el cual un sélido o un liquido atrae y retiene en su superficie
gases, vapores, liquidos o cuerpos disueltos.

EB: (Energia bruta) Es la energia que se obtendria al quemar un alimento en una bomba
calorimétrica.

g: (gramo) Medida de masa, de simbolo g, que es igual a la milésima parte de un
kilogramo.

ha: (Hectérea) Es una medida de superficie equivalente o 10 000 metros cuadrados.

HFMA: Hongos formadores de micorrizas arbusculares

Kg: (kilogramos) Unidad de masa del Sistema Internacional, de simbolo kg, que equivale a
la masa del prototipo de platino iridiado que se encuentra en la Oficina Internacional de

Pesas y Medidas de Paris

m2: (Metros cuadrados) Unidad de superficie del Sistema Internacional, de simbolo m?, que
equivale al &rea de un cuadrado de 1 metro de lado.


https://es.wikipedia.org/wiki/Gas
https://es.wikipedia.org/wiki/Solvente
https://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADquido
https://es.wikipedia.org/wiki/Metro_cuadrado

ml: (Mililitros) Medida de volumen, de simbolo ml, que es igual a la milésima parte de un
litro

MS: (Materia seca) Extracto seco es la parte que resta de un material tras extraer toda el
agua posible a través de un calentamiento hecho en condiciones de laboratorio.

Mutualismo: Asociacion de dos o mas organismos de especies diferentes que supone
beneficio para ambos

N: (Nitrogeno) Elemento quimico de numero atémico 7, masa atomica 14,007 y
simbolo N ; necesario para el crecimiento y desarrollo de la planta.

P: (Fésforo) Elemento quimico de numero atomico 15, masa atomica 30,98, elemento
necesario para todos los procesos metabolicos de la planta.

PC: (Proteina cruda) Analisis quimico que se realiza en los alimentos, basados en el
nitrégeno, para obtener la cantidad de proteinas que este contiene

Rizosfera: es la parte del suelo inmediata a las raices vivas y que estad bajo la directa
influencia de éstas.

Simbiosis: Asociacién intima de organismos de especies diferentes para beneficiarse
mutuamente en su desarrollo vital.

Resumen general

Hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) son hongos del suelo que forman
una simbiosis mutualista con raices de las plantas. Los HFMA puede mejorar el
crecimiento y desarrollo de la planta a través de la translocacion de los nutrientes del suelo
a la raiz de la planta huésped. Sin embargo, la translocacion de nutrientes por os HFMA ha
sido poco explorada en plantas tales como pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. ex
Chiov.) Morrone). El pasto kikuyo es una planta adaptada a las tierras altas de los trépicos.
Ademas, debido a su calidad nutricional y altos rendimientos el pasto kikuyo requiere
grandes dosis fertilizantes que tienen nitrégeno (N) y fosforo (P). Este estudio tuvo como
objetivo determinar el efecto del mutualismo simbi6tico entre el pasto kikuyo y tres cepas
de HFMA bajo diferentes niveles de fertilizacion. Dos de las tres cepas fueron asociadas
naturalmente con el pasto kikuyo (Rhizophagus Intraradices y Rhizophagus fasciculatus) y
una tercera cepa no nativa al kikuyo (Rhizophagus manihotis). Los niveles de fertilizacion
de nitrogeno fueron 0, 100, 200 y 400 kg ha-1 por afio y los niveles fosforo fueron 0, 50,
100 y 200 kg ha -1 al afio. Se evaluaron variables agronémicas como relacion hoja/tallo,
altura de la planta y el rendimiento de materia seca: Ademas, se analizaron la composicién
nutricional de la planta y la capacidad de adsorcion del suelo de P. Las variables
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agrondmicas aumentaron (P<0,01) en los tratamientos que incluyeron un cierto nivel de N
y P en presencia de HFMA en comparacion con los tratamientos sin la presencia de la
HFMA. La presencia de la HFMA, sin importar el tipo de HFMA utilizado, no afectd
(P>0,05) el valor nutritivo del pasto kikuyo. Sin embargo, especies como Rhizophagus
intrarradices puede ser mas eficiente en la absorcion de N y P ya que este es un hongo
adaptado a las condiciones donde esta establecido el pasto kikuyo. La presencia de HFMA
no tuvo efecto (P>0,05) en la capacidad de adsorcién del suelo de P. El uso de HFMA en
praderas de pasto kikuyo y en los planes de fertilizacion puede mejorar la eficiencia de
utilizacion de N y P, mejorando asi la calidad nutricional y parametros agronomicas de este
pasto.

Palabras clave: Adsorcion de fésforo, calidad composicional, fertilizacion, hongos
micorricicos, variables agronomicas

Abstract

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are soil fungi that form a mutualistic symbiosis with
roots and plants. AMF can improve plant growth and development through the
translocation of nutrients from the soil to the root of the host plant. However, translocation
of nutrients by the AMF has been little explored in plants such as Kikuyu grass (Cenchrus
clandestinus (Hochst. ex Chiov.) Morrone). The Kikuyu grass is a plant adapted to the
highland in the tropics. In addition, due to its nutritional quality and high yields kikuyu
grass require large doses of nitrogen (N) and phosphorus (P) fertilizers. This study aimed to
determine the effect of the symbiotic mutualism between the Kikuyu grass and three AMF
strains under different fertilization levels. Two of the three strains were naturally-associated
with the kikuyu grass (Rhizophagus intraradices and Rhizophagus fasciculatus) and the
third one was introduced (Rhizophagus manihotis). Nitrogen fertilization levels were 0,
100, 200, and 400 kg ha-1 per year and phosphorus levels were 0, 50, 100, and 200 kg ha -
1 per year. Agronomical variables such as plant height, leaf: stem ratio, and dry matter
yield were evaluated. In addition, the plant nutritional composition and the soil adsorption
capacity of P were analyzed. Agronomic variables increased (P<0.01) in treatments that
included some level of N and P fertilization in the presence of AMF compared to
treatments without the presence of AMF and no N or P inclusion. The presence of AMF,
regardless of the type of AMF used, did not affect (P>0.05) the nutritional value of the
kikuyu grass. Nevertheless, species such as Rhizophagus intrarradices can be more efficient
in the N and P uptake since this is a fungus adapted to the conditions of the Kikuyu grass.
The presence of AMF had no effect (P>0.05) on the soil adsorption capacity of P. The use
of AMF on grasslands management and fertilization plans can improve the efficiency of
utilization of N and P, thus improving the nutritional quality and agronomic parameters of
the pastures.
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Keywords: Adsorption of phosphorus, agronomic variables, compositional quality,
fertilization, mycorrhizal fungi.

Introduccion general

Las micorrizas (del griego mykes — hongo, rhiza — raiz) son la asociacién mutualista entre
los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) que se encuentran en el suelo y
las raices de las plantas, este mutualismo se fundamenta en que la planta hospedera recibe
nutrientes minerales del suelo tomados por el hongo, mientras que este Gltimo toma
compuestos carbonados derivados de la fotosintesis (Sosas et al., 2006). Entre los
beneficios que los hongos brindan a la planta huésped se encuentra un aumento en el
crecimiento de esta y el aumento en la absorcion de nutrientes relativamente inmdviles tales
como el zinc (Zn) y el fosforo (P) (Ortas 2010). Sin embargo los HFMA también pueden
ser importantes en la toma de nutrientes necesarios para la planta como el nitrogeno (N)
(Leigh et &l 2009), cobre (Cu) (Lambert et &l., 1979; Marschner y Dell, 1994; Toler et al.,
2005) y hierro (Fe) (Kim et al., 2009).

La gran mayoria de cultivos tropicales es muy sensible a las micorrizas arbusculares
(Norman et &l., 1996). Sélo unas pocas familias y géneros de plantas generalmente no
forman simbiosis con las micorrizas arbusculares, dentro de las que estan las Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Cyperaceae, Juncaceae, Chenopodiaceae, y Amaranthaceae, aunque
cada una de estas familias tienen algunos representantes que son por lo general colonizadas
por los HFMA (Norman et al., 1996). La capacidad de los hongos micorrizicos para
mejorar la captacion de nutrientes de la planta hospedante, en particular P, y varios
micronutrientes, ha sido el efecto méas reconocido de las micorrizas, reportes en gramineas
como el millo perla Pennisetum americanum (L) Leeke, inoculado con Gigaspora
margarita W.N Becker & I.R.Hai, Glomus fasciculatum (Thaxter) Gerd. & Trappe y
Azospirillum brasilense, han indicado un aumento significativo en los contenidos de
materia seca. Lo cual es atribuido a la asociacion establecida por las micorrizas a la especie
Pennisetum americanum (L) Leeke y al transporte de P por parte de estas hacia la planta
(Subba et al., 1985). Los hongos formadores de micorrizas arbusculares no solo permiten
movilizar y mejorar la absorcion de P para la planta (Xiao et al., 2010), sino que también
desempefian un papel importante para la adquisicion de N para la planta (Wang et al.,
2010). Donde existe un mayor crecimiento de estas cuando son sometidas a niveles de NO3’
-N y sus raices se encuentran asociada con los HFMA (Azcon et al., 1991; Azcon et al.,
1992).

El cultivo de pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. Ex Chiov.) Morrone) se
encuentra ampliamente distribuidos en la region andina de Colombia donde la mayoria de
los suelos bajo los que se encuentra establecido son derivados de cenizas volcanicas,
caracterizados por la alta fijacion de P (Bertsch 1986; Jaramillo 2012), la formacion de
complejo humus-aluminio hace que el carbono atrapado en estos sea inactivo y deje de ser
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parte del carbono activo en la fraccion organica del suelo; por tanto el aporte de N y P a las
plantas se ve afectado (Espinosa, 1987). Ademas estos suelos también sufren pérdidas de
nutrientes a través de los procesos de lixiviacion de bases como el calcio (Ca), potasio (K),
magnesio (Mg) y sodio (Na), altos contenidos de materia organica que presenta una baja
tasa de mineralizacion y aporte de nitrégeno (N) necesario para el crecimiento de las
plantas (Jaramillo, 2012; Lizcano et &l., 2006). Para optimizar la produccion de la pradera
de kikuyo, el uso de fertilizantes sintéticos en especial nitrogenados de alto valor e impacto
en el medio ambiente, se convierten en una alternativa en los programas de fertilizacion de
cultivos en estas regiones (FAO, 2002). La fertilizacion nitrogenada recomendada para este
tipo de pasturas fluctia entre 40 y 70 kg de nitrégeno por hectarea/pastoreo (Davila y
Chaverra, 1968; Mears, 1970; Estrada, 2001), lo cual lleva aplicar como minimo 400 kg de
nitrégeno/hectérea/afio, cantidades que representan un alto costo dentro de los programas
de fertilizacién en praderas de kikuyo y el riesgo que se corre de contaminar el medio
ambiente cuando se aplica dosis elevadas de este elemento (FAO, 2002). Por tanto se hace
necesario implementar un sistema integrado de nutricion de plantas (SINP), en donde se
incluya la aplicacion de abonos orgéanicos (FAO, 2002; Echeverri et al., 2010), y el uso
potencial de microorganismos del suelo los cuales desempefian un papel importante en la
descomposicion de la materia organica, la liberacién, translocacion de nutrientes del suelo a
la plantas y fijacion de otros elementos disponibles en el medio ambiente (Smith et al.,
2003, Pérez et &l., 2011). El objetivo de esta investigacion es evaluar la variacion en el
rendimiento y la calidad composicional en cuanto concentracion de nutrientes como el N y
P en el pasto kikuyo inoculados con cepas de hongos micorricicos nativos e identificados
bajo diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada y fosforica.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la variacion en el rendimiento y calidad composicional del pasto kikuyo
(Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov) Morrone), inoculado con cepas de
hongos micorricicos nativos y conocidos bajo diferentes niveles de fertilizacion
nitrogenada y fosforica.

Obijetivos especificos

e Identificar y multiplicar algunas cepas de hongos micorricicos nativos asociados al
pasto kikuyo en algunas zonas de clima frio.

e Determinar el rendimiento productivo, contenido de nitrogeno, fosforo y variables
agrondmicas del pasto kikuyo en respuesta a la inoculacion con las cepas de hongos
micorricicos a diferentes dosis de fertilizante nitrogenado y fosforico.

e Determinar la disponibilidad fosforo en el suelo para cada uno de los tratamientos.
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CAPITULO 1



Articulos de revision

1.1 Alternativas bioldgicas para el manejo de la fertilizacion del pasto kikuyo
(Cenchrus clandestinus Hoechst ex Chiov.) Morrone) en Colombia.

Resumen

Se realiz6 una revision bibliografica acerca de los factores edéaficos, ambientales y de
manejo que condicionan la produccion de pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus Hoechst ex
Chiov.) Morrone) en hatos lecheros. Enfocandose en las condiciones edéficas bajo las
cuales se establece este pasto y el manejo que se realiza para suplir las necesidades
nutricionales de los animales que lo consumen, se realizd un analisis de dos de los
elementos minerales necesarios para el pasto kikuyo como lo son el nitrégeno (N) y fésforo
(P), que condicionan la produccidon de este y por tanto implican altas aplicaciones después
cada pastoreo. Elementos como el potasio (K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) también se
abordaron, ya que son importantes para la pradera en la medida que ayudan a regular la
concentracion de nutrientes en el pasto para la alimentacién animal y permiten crear las
condiciones que favorecen la planta ante el ataque de insectos y enfermedades. El manejo
organico de las pasturas se presenta como otra alternativa en la fertilizacién con el fin de
mejorar las condiciones fisico-quimicas del suelo, que contribuyen a mejorar la cantidad y
calidad del pasto; de esta forma se puede disminuir la cantidad de fertilizantes sintéticos de
alto valor y dafio ecoldgico necesarios para este tipo de pasturas. El asocio de praderas
entre gramineas y leguminosas, el disefio de sistemas silvopastoriles, la aplicacion de
abonos organicos y la multiplicacion de hongos y bacterias del suelo, son algunas de otras
técnicas de manejo organico que se pueden realizar en praderas de pasto kikuyo. Trabajos
realizados en pasturas de esta especie de pasto que involucren un manejo organico en estas
son pocos en el tropico, debido a esto se hace necesarios estudios que ayuden a reconvertir
los actuales sistemas de produccién de leche a sistemas mas econdmicos y de menor
impacto en el medio ambiente.

Palabras claves: Condiciones edéaficas, fertilizacion organica, fertilizantes quimicos,
hongos micorricicos, microorganismos del suelo

Abstract

A literature review on the soil, environmental, and management factors that influence the
production of Kikuyu grass (Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov.) Morrone) in dairy
herds was conducted. The review focused on the soil conditions under which the Kikuyu
grass is established and on the pasture management techniques used to meet the nutritional
needs of the animals. An analysis of nitrogen (N) and phosphorus (P) was performed for the
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reason that these minerals affect the production of the Kikuyu pasture and therefore
involves high levels of inclusion in each grazing period. Minerals such as potassium (K),
calcium (Ca), and magnesium (Mg) were also analyzed as they are important regulating the
concentration of nutrients in the pastures and creating favorable conditions for the plant
protection from insects and diseases. The use of organic compounds as a fertilization
alternative enhances the physical and chemical soil conditions and therefore the quantity
and quality of the pasture. The use of these organic compounds can reduce the application
of expensive-synthetic fertilizers and consequently diminish the ecological impact. The
association between gramineous and leguminous plants, the agroforestry systems design,
the use of organic fertilizers, and the proliferation of fungi and bacteria in soil are some
other organic management techniques that can be performed on Kikuyu grass pastures.
There are few studies conducted in Kikuyu grass involving organic management in the
tropics, because of this it is necessary to perform more studies that help the milk production
systems to become a more economical and less environmental-impacting systems.

Keywords: Chemical fertilization, mycorrhizal fungi, organic fertilization, soil conditions,
soil microorganism

Introduccion

El pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus Hochst. ex Chiov.) Morrone) es la graminea mas
comUn y mejor adaptada a las zonas de clima frio de Colombia (Estrada, 2001) por esta
razon este pasto es la base de la alimentacion forrajera de los sistemas de lecheria
especializada en esta zona (Correa et al., 2005). Los cultivos de pasto kikuyo se encuentran
ampliamente distribuidos en la region andina del pais establecido en algunos suelos
caracterizados por la alta fijacién de fésforo, la pérdida de nutrientes a través de los
procesos de lixiviacién de bases como el calcio, potasio, magnesio, sodio y los altos
contenidos de materia organica (Bertsch, 1986; Lizcano et al., 2006). Esta ltima juega un
papel importante en estos suelos, ya que es la principal fuente de nitrogeno para el
crecimiento de la planta, sin embargo, en los suelos de la region andina de Colombia la baja
tasa de mineralizacion de la materia organica limita el nitrégeno disponible para la planta
(Jaramillo, 2011). Las vacas de alta produccién de leche estan obligadas a consumir altas
cantidades de pasto para garantizar las necesidades ruminales de fibra 1,9 % de su peso
vivo (Mojica et &l., 2009). Para optimizar la produccion de la pradera el uso de fertilizantes
sintéticos en especial nitrogenados de alto valor e impacto en el medio ambiente se
convierten en una alternativa en los programas de fertilizacion (FAO, 2002). La
fertilizacion nitrogenada recomendada para este tipo de pasturas fluctta entre 40 y 70 kg N
ha-1 por pastoreo (Davila y Chaverra, 1968; Mears, 1970; Estrada, 2001), lo cual lleva a
aplicar como minimo 400 kg de nitrégeno/afio, cantidades que representan un alto costo
dentro de los programas de fertilizacion de mantenimiento en praderas de kikuyo y un alto
riesgo de contaminacion ambiental cuando se aplican dosis elevadas (FAO, 2002). Por esto,
se hace necesario implementar un sistema integrado de nutricion de las plantas (SINP) en
donde se incluya la aplicacion de abonos organicos (FAO, 2002; Echeverri et al., 2010), y
el incremento y favorecimiento de la microbiota del suelo la cual desempefia un papel
importante en la descomposicion de la materia organica, la liberacion, translocacion de
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nutrientes del suelo a la plantas y fijacion de otros elementos disponibles en el medio
ambiente (Smith et &l., 2003, Pérez et &l., 2011). El objetivo de esta revision fue buscar
informacidn sobre las alternativas bioldgicas para el manejo de la fertilizacion del pasto
kikuyo y su posible aplicacion en el tropico alto.

Ecofisiologia y calidad nutritiva del pasto kikuyo

Ecofisiologia del pasto kikuyo: El kikuyo es un pasto perenne, de color verde, sus tallos se
caracterizan por correr a lo largo y estar dentro del suelo (Holm et &l., 1977). Los estolones
y rizomas a veces pueden llegar hasta dos metros de longitud y profundidad, sus véstagos
aéreos son gruesos Yy pueden llegar hasta 60 cm de longitud, por lo que se considera un
excelente colonizador y estabilizador de suelos (Skerman et al., 1990). Es una especie
nativa de las tierras altas de Africa central (Skerman et al., 1990), pero ahora es comdn en
muchas areas del mundo (Rumball y Riveros, 1991). El kikuyo tolera una amplia gama de
pH del suelo que va desde 5,5 hasta 8,0, la pluviosidad anual que tolera es de al menos 600
- 700 mm anuales con una adaptacién que va desde el nivel del mar hasta 3.500 m de altura
(Skerman y Riveros, 1990), la temperatura 6ptima para su crecimiento se encuentra en un
rango que va desde los 18°C hasta los 30°C (Russel y Webb, 1976), sin embargo, se ha
observado que crece a temperaturas menores a los 18°C y superiores a los 30°C (Russel y
Webb, 1976). La importancia del kikuyo como pasto para alimentacién animal se debe a su
alto ritmo de crecimiento, su sistema radicular bien desarrollado y sus propiedades
nutritivas por su alto contenido de proteinas de alta digestibilidad y contenido de fibra de
buena palatabilidad (Butler y Bailey, 1973; Marais, 2001).

Vias fotosintéticas Cs y Ca: El pasto kikuyo pertenece al grupo de las plantas Cs
(Sowerbya et &l., 2000). Estas plantas se caracterizan por las altas tasas de fotosintesis neta,
bajos puntos de compensacion de didéxido de carbono, bajas tasas de fotorrespiracion,
mayor eficiencia en el uso de didxido de carbono (CO>) y en el uso del agua comparada con
plantas del grupo Cs (Lira, 2007). La fotosintesis realizada en las plantas C4 no se ve
afectada por las altas o bajas concentraciones de CO2 en el medio ambiente, diferente a lo
que ocurre con las plantas Cs en las cuales los procesos fotosintéticos disminuyen por las
altas concentraciones de CO- atmosférico y aumenta con las bajas concentraciones de éste
(Giraldo, 2010).

Calidad composicional del pasto kikuyo: EIl incremento en la oferta forrajera por la
fertilizacion favorece el consumo de materia seca y por tanto la produccion de leche por
vaca (Carulla et al., 2004; Bargo et al., 2003). Sin embargo, el tipo de fertilizante y la
calidad del suelo limitan la absorcién y calidad de forraje que se le aporta al animal, que en
ultima instancia afecta la produccion y concentracion de nutrientes en la leche de la vaca
(Correa et al., 2008). Una de las principales caracteristicas del pasto es la variacion en la
produccién de materia seca. Silva, (2010) encontré que aplicaciones de N y S se asocian
con mayores producciones de esta con un promedio de 4,04 Ton/ha, contrario a lo que
ocurre cuando se aplica solo P la produccion de materia seca en pasto kikuyo disminuye a
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1,65 Ton/ha. Con la aplicacién de sulfato de amonio se obtienen mayores rendimientos de
materia seca de pasto kikuyo que con urea y el nitrato de amonio (Sanchez, 1981). Segun
Diannelis et al., (1994) la eficiencia de produccion de materia seca del kikuyo por efecto de
la fertilizacion nitrogenada, fluctia entre 9 y 13 kg MS/ kg N. Las altas dosis de
fertilizantes quimicos nitrogenados aplicados a las praderas de pasto kikuyo causan un
aumento en la produccion de materia seca, pero a medida que se da esta también aumenta la
pérdida de pasto por el ataque de insectos (afidos) que consumen los azucares de los pastos
suculentos fertilizados con altas cantidades de N y K (Miyasaka et &l., 2006).

El N es el elemento mas importante en la vida de las plantas, ya que es el constituyente
principal de la proteina (Estrada, 2001). Segun Silva et al., (2010) las fuentes comerciales
de fertilizante quimico que contienen N estan asociadas con mayores concentraciones de
proteina en el pasto kikuyo a los 45 dias de edad de rebrote. Vanegas, (1986) demostr6 que
no solo el N influye en la concentracién de proteina en el pasto; también otros nutrientes
como el P y el S los cuales permiten un aumento significativo de la concentracion de esta
en el pasto kikuyo. Estudio realizado por Medina, (1982) sefiala que el kikuyo es una de las
gramineas forrajeras con mas alto valor nutritivo y contiene entre 15 a 18 % de proteina
cuando se fertilizan con dosis de 300 kg N/ha/afio. La fertilizacion nitrogenada mejora el
contenido de proteina del forraje (Messman et al., 1981; Rodriguez, 1999; Van et al., 1991)
debido principalmente al incremento en el N soluble y el NNP (Rodriguez, 1999). Soto et
al., (2005) encontré que la fertilizacion nitrogenada no afecta la degradacion ruminal de la
proteina cruda del pasto kikuyo en diferentes edades de pastoreo.

Pasto kikuyo en Colombia

El pasto kikuyo fue introducido en Colombia alrededor de afio 1930, con el fin de mejorar
los potreros para la cria de ganado en el tropico alto, caracterizandose por ser una de las
plantas mas invasoras que han llegado al pais, donde se ha propagado por casi todos los
potreros y suelos fértiles, desplazando la mayor parte de especies nativas existentes en estos
lugares (Franco et &l., 2011; Mears, 1970). Debido a su habito de crecimiento que lo hace
agresivo (Correa et al., 2008) y la tolerancia que presenta a ciertas condiciones ambientales
y de manejo hace que este pasto sea Util para pastoreo, corte, heno y henolaje (Estrada,
2001; Mears, 1970).

Condiciones climaticas que regulan el crecimiento y produccion de pasto kikuyo: El
kikuyo es una graminea originaria de las regiones tropicales de altura de Africa centro
oriental adaptada a varias latitudes (Herrreo et al., 2000), incluido Colombia donde es la
pastura mas comun en las zonas de clima frio (Estrada, 2001). Sin embargo se ha tratado de
determinar el efecto de la temperatura y la radiacion solar en el rebrote y crecimiento de
este pasto en diferentes latitudes; un analisis de los registros de radiacion solar de
Wollongbar, Nueva Gales del sur de Australia (latitud 28° 50” S) (Murtagh, 1990) y
localidad de laderas del volcan Poas en Costa Rica (latitud 10° 01”N) y a una temperatura a
20°C sefiala que la radiacion solar no es la fuente principal de variacién en la fotosintesis
entre aquellas latitudes, debido a la pequefia diferencia en sus gamas de irradiacion
estacionales (Herrero et al., 2000). Murtagh, (1988) sefiala que no existe ninguna diferencia

18



en el efecto de la radiacion total solar sobre indice de crecimiento del pasto kikuyo, pero la
temperatura juega un papel fundamental en la productividad de este, ya que a temperaturas
elevadas la produccion de forraje verde aumenta. La temperatura tiene un marcado efecto
en la tasa de aparicion de hojas de kikuyo, ya que el intervalo de tiempo requerido para que
una hoja nueva sea producida aumenta con la disminucion de las temperaturas; también
existe una reduccion lineal en la fotosintesis de la hoja cuando la temperatura disminuye.
Ambos procesos afectan el desarrollo del dosel de la planta y la intercepcion de luz
ocasionando asi un retraso en la acumulacion de materia seca (Parsons et al., 1983).

En cuanto el requerimiento de agua en el pasto kikuyo, Murtgh, (1988) indicé que el
kikuyo es capaz de mantener un crecimiento continuo en suelos bajos en agua; sin
embargo, el crecimiento se puede reducir hasta en un 61 % cuando la demanda evaporativa
es de cinco mm dia (Murtagh, 1988). La resistencia a la sequia que posee el pasto kikuyo se
debe al sistema radicular relativamente profundo que se desarrolla en suelos con buena
bioestructura (Marais, 2001). Cuando la tasa de crecimiento del kikuyo es alta por la
fertilizacion nitrogenada, la disponibilidad de agua juega un papel importante en la mejora
de la tasa de crecimiento (Van der, 2008). El crecimiento de kikuyo es sensible a la
demanda de evaporacion incluso en suelo mojado y en los periodos nublados se puede
mejorar el crecimiento mediante la reduccion de la evaporacion (Murtagh, 1978; Van der,
2008).

Zonas establecidas bajo kikuyo en el pais: En Colombia la especie perenne mas comun
para pastoreo directo en la produccion de leche es el kikuyo (Mila et al., 2004). Su
produccion se centra en la region alto andina del pais, region comprendida por el Altiplano
Norte de Antioquia, el cordon de Ubaté, Chiquinquird, la sabana de Bogota y las zonas altas
de Narifio y Boyaca, zonas que se encuentran entre 1.700 y 2.800 msnm (Fedegan, 1999).
En estas altitudes el pasto kikuyo se adapta muy bien con buenos rendimientos en forraje y
con una calidad aceptable (Estrada, 2001; Cardenas, 2008). Sin embargo, se ha visto
limitada su persistencia y alta produccion de biomasa, debido a su susceptibilidad a
heladas, las cuales se presentan cominmente en estas zonas durante los meses de Enero,
Febrero y Julio, como también una alta susceptibilidad a plagas como la chinche de los
pastos Collaria scenica (Cardenas, 2008).
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Condiciones generales de los suelos establecidos bajo pasto kikuyo: Los cultivos de
pasto kikuyo se encuentran ampliamente distribuidos en la region andina del pais, donde la
mayoria de los suelos bajo los que se encuentra establecido son derivados de cenizas
volcanicas, los cuales se caracterizan por la alta fijacion de fosforo (P) (Bertsch, 1986;
Jaramillo, 2011); estos suelos también tienen como limitante la formacion del complejo
humus-aluminio que hace que el carbono atrapado en estos sea inactivo y deje de ser parte
del carbono activo en la fraccion organica del suelo; los grupos hidroxilo combinados con
aluminio acomplejado entran en reacciones de intercambio ligando las formas solubles del
(P) (Espinosa, 1987) a compuestos insolubles. Los suelos de la region andina también
sufren pérdidas de nutrientes a través de los procesos de lixiviacion de bases como el calcio
(Ca), potasio (K), magnesio (Mg) y sodio (Na) y altos contenidos de materia organica
(Lizcano et &l., 2006) donde ademas los altos contenidos de esta presentan una baja tasa de
mineralizacion y aporte de nitrogeno (N) necesario para el crecimiento de las plantas
(Jaramillo, 2011).

Condiciones quimicas del suelo que regulan el crecimiento del pasto kikuyo

Los altos niveles de aluminio intercambiable limitan la produccion del pasto kikuyo. Se ha
encontrado que la disminucion del pH del suelo por debajo de 4,36 afecta negativamente el
crecimiento de las raices y la parte superior de este, aunque tiene una leve tolerancia a pH
alrededor de 4,8 (Van der, 2008; Awad et al., 1976). Independientemente de la tolerancia a
la acidez del suelo, el crecimiento del pasto es mejor a un pH entre 5,0 a 6,0 (Dickenson et
al., 2004). El control del pH con un encalado continuo asegura que el calcio (Ca) se
mantenga en niveles adecuados en el kikuyo para la produccion animal (Miles, 1999).

La acidez de los suelos tropicales se asocia con una disminucion de Ca disponible en el
suelo para la planta (Molina, 1998). También la concentracién de Ca en kikuyo se ve
afectada por su tasa de crecimiento, durante el rapido crecimiento inicial del pasto kikuyo
el contenido de Ca puede ser tan bajo como 0,11%, pero aumenta rapidamente una vez que
la tasa de crecimiento disminuye (Awad et al., 1976). El pasto kikuyo es altamente
tolerante a bajos niveles de Ca y Mg intercambiables en el suelo, aunque estos pueden
afectar la palatabilidad, el valor nutritivo y dar lugar a desequilibrios minerales (Whitney,
1974). El Ca en este pasto varia entre 0,25% y 0,52% Yy su baja concentracion puede causar
desequilibrios en el animal que se correlacionan con una baja tasa de concepcion y
descensos en el nivel sanguineo al momento del parto (Dugmore, 1988; Van der, 2008) y
producir ablandamiento de las paredes celulares, haciendo mas susceptible al ataque de
insectos chupadores (Sierra, 2011).

El K es otro de los elementos mayores de gran importancia en el cultivo de gramineas, este
juega un papel vital en la fotosintesis, el transporte de los productos de esta, controla la
translocacion y metabolismo de los carbohidratos, controla liquidos tanto en las células
como en la regulacion de los estomas de las plantas y la activacion de las enzimas (Estrada,
2001). La mejor respuesta del pasto kikuyo ocurre con 140 mg de K /kg de suelo, incluso
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aunque las deficiencias en general, sélo se producen a niveles por debajo de 75 mg K /kg de
suelo (Miles, 1999). Las concentraciones de al menos de 80 mg K/ kg de suelo se
recomienda, en suelos ligeros y 120 mg K /kg para suelos pesados (Dickenson et al., 2004).
Las plantas deficientes en K no pueden usar eficientemente el agua y otros nutrientes del
suelo y son menos tolerantes al ataque de plagas y enfermedades (Estrada, 2001; Susan et
al., 2007).

La concentracién de Mg en kikuyo es mayor durante las épocas de lluvia y més baja
durante la época seca cuando la tasa de crecimiento del pasto kikuyo es maxima (Miles et
al., 1995). Aungue las concentraciones de Mg que se encuentran en kikuyo son més altas
que en otras especies tropicales (Evans y Hacker, 1992), cuando los niveles de N y K en el
suelo donde esta establecido el pasto son altos, los niveles de Mg en la planta pueden ser
bajos debido el efecto antagonista sobre la absorcion de Mg por la planta que estos dos
elementos ejercen (Dugmore, 1998). En cuanto al Na, el kikuyo es una planta natrofébica,
lo que significa que acumula sales de Na en sus raices mas no en sus hojas (Dugmore,
1998; Aspinall et &l., 2004). Por esta razon el kikuyo tiende a tener niveles marginales de
Na (Evans y Hacker, 1992; Miles et al., 1995).

Condiciones fisicas del suelo favorecidas por el establecimiento del pasto kikuyo

El establecimiento y el buen manejo de las coberturas de pasturas perennes como el pasto
kikuyo protegen al suelo de la compactacion superficial y de la pérdida de suelo por erosion
edlica debido a su extenso sistema radicular (Milne y Haynes, 2004). El uso de pasturas
puras 0 monofitas sembradas anualmente como el raigras anual Lolium multiflorum (L)
bajo labranza, ocasiona pérdida de la materia orgénica y de la estabilidad estructural del
suelo bajo este manejo, lo cual contribuye a la degradacién del suelo (Milne y Haynes,
2004). El pH, el carbono orgéanico del suelo, la estabilidad de los agregados ver figura 1, y
la biomasa microbiana y la respiracion basal en los suelos arenosos establecidos bajo
pasturas permanentes como el kikuyo son mayores en suelos establecidos en pasturas no
perennes como el raigras, como puede apreciar en la Figura 1. Las praderas de kikuyo bajo
buen manejo del pastoreo estan sometidas a grandes aportes de materia organica que se
produce en virtud de ser pasturas donde el animal aporta fuentes de materia organica como
el estiércol, la renovacion de raices que realiza la planta por la poda periddica causada por
el pastoreo y la entrada de hojarasca por la renovacion de tejido vegetal senescente (Haynes
y Williams, 1993).

Fertilizacion quimica en kikuyo
La respuesta de los pastos a la fertilizacidn se expresa de tres maneras diferentes (Carrera,

2011). El primer efecto méas notable de la fertilizacion es el rendimiento de materia seca,
esta respuesta es la que generalmente se analiza para demostrar los beneficios obtenidos en
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los pastos, como se muestra en la figura 3, la cual muestra el efecto sobre la produccién de
materia seca, Diannelis et al., (1994), la segunda es el aumento de nutrientes que mejoran la
calidad del forraje, y la tercera se manifiesta en el animal con el aumento en la tasa de
produccion de carne o leche, o por un incremento en base forrajera y en la capacidad de
carga de los potreros (Bernal, 2003).

pH del suelo de acuerdo al tipo de pastura Carbono organico en suelos establecidos en
establecida diferentes pastos
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Figura 1: pH. Carbono organico y estabilidad de los agregados de suelos arenosos establecidos bajo diferentes
pasturas (kikuyo, raigras y plantas nativas) en Africa. Adaptado de (Milne y Haynes, 2004).
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Figura 2: Biomasa microbiana y respiracion basal de suelos arenosos establecidos bajo diferentes pasturas (kiku
raigras y plantas nativas) en Africa. Adaptado de (Milne y Haynes, 2004).

Produccion de materia secas a diferentes dosis de fertilizante
nitrogenado en pasto kikuyo
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80 200 320 400
kg de Nfha

Figura 3: Rendimiento en materia seca en kg/ha de el pasto kikuyo (C. clandestinus (Host.
ex Chiov.) Morrone) fertilizado con diferentes niveles de nitrogeno, en el estado de Mérida
Venezuela. Tomado de (Diannelis et al., 1994)
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Importancia del nitrégeno en praderas de kikuyo

Los suelos derivados de cenizas volcanicas en general presentan concentraciones de N
alrededor de 0,5% (Babbar y Zak, 1994). EI N junto con el P son dos de los elementos
limitantes en este tipo de suelo, el N es limitante porque parte de la materia organica que lo
contiene esta inmovilizada y no lo hace disponible para la planta (Jaramillo, 2002), debido
a la baja tasa de mineralizacion de la materia organica, la cual es lenta debido a la actividad
microbiana que se ve afectada por las condiciones climéticas de baja temperatura, el bajo
pH del suelo, la baja concentracion de P disponible y el bajo contenido de otros minerales
necesarios para la vida de los microorganismos, especialmente el bajo nivel de calcio
disponible (Najera et al., 2006; Jaramillo, 2002). Por tanto, se hace necesaria la aplicacion
de altas cantidades de fertilizantes quimicos que contengan N, el cual es el principal
elemento que limita el crecimiento de las plantas forrajeras y en caso particular el de las
gramineas, ya que contribuye a incrementar la produccién de materia verde e influye en la
calidad de los pastos, al intervenir en el contenido de proteina cruda, la digestibilidad, la
promocioén y desarrollo de nuevos brotes al aumentar el nimero de hojas por planta vy el
area foliar (Urbano, 1997; Cabalceta, 1999; Rodriguez, 1999; Caro y Correa, 2006), lo que
indica que es un elemento fundamental en los programas de fertilizacion encaminados a
mejorar la produccién del pasto para la alimentacién animal (Rincén et al., 1998). En el
caso de los sistemas de produccion bovina de leche, algunos autores han encontrado que
para sostener una carga animal de cinco unidades animal (UA) por hectarea se deben
aplicar alrededor de 350 kg N/ha/afio (Rincon et &l., 1998). Castillo et al., (1986)
encontraron que la aplicacion de 500 kg N/ha/afio aumenta significativamente la cantidad
de materia seca del pasto kikuyo producida por hectarea sin importar la fuente como se
ilustrd en la figura 3, sin embargo cuando se incrementa la dosis de fertilizante los
porcentajes de materia seca del pasto descienden debido a que las dosis altas de este se
traduce en un mayor crecimiento asociado a un forraje mas tierno y suculento; cuando se
aplican dosis menores de 500 kg N/ha/afio, como por ejemplo dosis entre 0 y 125 kg
N/ha/afo, se obtienen porcentajes mayores de materia seca (Rincon et al., 1998). Las altas
aplicaciones de N por hectarea traen consigo una disminucioén en la eficiencia del uso de
este elemento y los kilos de materia seca producidos por kg de nitrégeno aplicado (Rincon
et al., 1998) aumentandose de esta forma los costos de produccion por aplicacion de
fertilizantes nitrogenados y el dafio ambiental causado por este (Torres, 2005). Existe una
fuerte interaccion entre el uso de fertilizantes y el periodo de descanso; el efecto de la
fertilizacion nitrogenada es aumentar linealmente el crecimiento de la pastura con el fin
disminuir los periodos de descanso de la pradera y que el animal consuma pastos mas
tiernos (Herrero et al., 2000).
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Importancia del fosforo en el pasto kikuyo

Después del N los dos elementos limitantes mas comunes en el tropico son el P y el azufre
(S) (Sénchez, 1981). Las deficiencias de P son muy comunes en Oxisoles, Ultisoles y
Andisoles, suelos caracterizados por la alta capacidad de fijar este elemento (Sanchez,
1981; Jaramillo, 2011). La disponibilidad de P en el sistema suelo-planta-animal juega un
rol fundamental definiendo la productividad del sistema, dado que la deficiencia de P
provoca una marcada reduccion en el crecimiento y en la calidad del forraje que consume el
animal (Quintero y Boschetti, 2011). Las gramineas responden muy bien a la adicién de P
cuando este es deficiente, pero las leguminosas son las que responden en mayor medida por
ser mas exigentes en este nutriente (Quintero y Boschetti, 2011). En pastos como el kikuyo
las necesidades de P dependen mas de las propiedades del suelo que de la misma planta,
algunas especies que responden muy bien al N se consideran tolerantes a poco P disponible
en el suelo (Silva et &l., 2010). Sanchez, (1981) indica que una alta tasa de crecimiento, a
causa de la fuerte fertilizacién nitrogenada, aumenta la necesidad de P en las gramineas
forrajeras con buenos rendimientos como los del pasto kikuyo, el cual puede extraer hasta
70 kg de P/ha/afio para producir grandes cantidades de materia seca, cantidad muy similar a
la reportada por Hernandez et al., (2001) quienes encontraron que una dosis de 80 kg de
P/ha/afio es adecuada para la nutricion vegetal y actividad microbiana en suelos de trépico
alto.

Efectos negativos de la aplicacion de fertilizantes

La aplicacion de fertilizantes y el riego no solo juegan un papel importante en el aumento
de la produccidn forraje verde, el rendimiento final de materia seca y la produccién animal
(Haynes y Beare, 1996), sino que también la aplicacion excesiva de fertilizantes como el
sulfato de amonio puede cambiar algunas condiciones del suelo tales como el pH y la
poblacion de algunos microorganismos (Haynes, 2008). Las altas aplicaciones de
fertilizantes nitrogenados, y los bajos niveles de calcio que producen ablandamiento de las
paredes celulares, ocasionan en la planta mayor susceptibilidad al ataque de plagas como
los &fidos quienes disminuyen el contenido de materia seca y la concentracion de nutrientes
en el pasto (Susan et al., 2007). Cuando se tienen suelos que han sido sometidos a altas
aplicaciones de N y se emplea fuentes de fertilizantes quimicos u organicos como la
porquinaza, el NOs lo puede absorber la planta en forma incontrolada y solo usar una
minima parte, acumulando otra en el tejido vegetal notdndose una disminucion en la
fertilidad de los hatos, e intoxicacion en animales que consumen estas pasturas, debido a la
acumulacién de nitritos y nitratos en el torrente sanguineo (Estrada, 2001; Cockburn et al.,
2013).
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Estrategias de manejo bioldgico en kKikuyo

Fertilizacion organica en pasto kikuyo: La materia organica del suelo es un atributo
importante de la calidad del suelo, por ser fuente de energia y nutrientes para la microbiota
del suelo y de nutrientes para las plantas en especial N, P y S aportados a través de
mineralizacion; la materia orgénica presenta la capacidad de formar complejos con iones
multivalentes y compuestos organicos que afectan la estabilidad de los agregados y la
retencion de agua (Sparling, 1997). La biomasa microbiana es el componente vivo de la
materia organica del suelo que hace parte entre el 1% y el 5% de la biomasa microbiana
(Sparling, 1997), esta juega un papel importante en el suelo porque es una fuente de
nutrientes y agente de la descomposicion de la hojarasca que interviene en la formacion y
degradacion del material himico (Haynes y Beare, 1996; Sparling, 1997).

Apréez et al., (2003) evaluaron el efecto de la aplicacion de estiércol bovino fresco en
mezcla con fertilizante quimico bajo labranza minima, donde se encontré una produccion
en el pasto kikuyo de 5 t MS ha? corte?, variables agronémicas como el indice de area
foliar y la altura de la planta son superiores y los periodos de recuperacion fueron menores
de 55 dias, lo que indica una respuesta positiva del kikuyo a la aplicacion de materia
organica. Burbano, (1989) sostiene que la aplicacion de materiales organicos al suelo
estimula el crecimiento de la poblacion microbiana encargada de los procesos de
nitrificacion con lo cual se incrementa el nivel de nutrientes solubles para la planta; otras de
las ventajas de aplicar estiércol a las praderas de kikuyo, es el aumento de la capacidad de
retencion de agua para crear las condiciones favorables en la entrega de nutrientes a partir
de la materia organica, la cual al descomponerse produce acidos orgénicos y didxido de
carbono que favorecen la solubilidad de minerales como el potasio y que las plantas al
tomarlos puedan regenerar sus tejidos con mayor rapidez. (Burbano, 1989).

Otros productos de procedencia organica como los biosolidos, que son principalmente
materiales organicos producidos durante el tratamiento de aguas residuales, también se han
usado en la fertilizacion del kikuyo, estos productos se caracterizan por tener alta cantidad
de nutrientes, contaminantes organicos e inorganicos y cierta cantidad de patdégenos (Zapata
et al., 2011). Los nutrientes que contienen estos productos en mayor cantidad son N, P y K.
En cuanto a los contaminantes inorganicos cabe resaltar los metales pesados, los cuales
juegan un papel negativo, en los procesos vitales segun las caracteristicas y concentraciones
en las que se encuentren en el ambiente, debido a que tienden a acumularse a lo largo de la
cadena alimenticia, dado que no se degradan y son poco moviles, por lo cual no se aconseja
utilizar estos productos si no se cuenta con una buena asesoria que vigile muy bien los
niveles de estos metales pesados y no se sobre pasen los niveles admitidos en el suelo, para
no causar excesos toxicos para las plantas, los animales y el hombre. La razon por la que
estos biosdlidos son utilizados como fertilizantes, radica en el contenido de nutrientes y
materia organica, que son vitales para el requerimiento nutricional del pasto y porque
ademas mejoran las propiedades estructurales del suelo; el beneficio de este ultimo,
consiste en la union de las particulas de los suelos en agregados estables, que produce una
estructura que facilita la permeabilidad del agua y aire que reduce la escorrentia y los
riesgos de erosion (Cano, 2012).
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Empleo de bacterias fijadoras de nitrégeno de forma libre en gramineas: La fijacion
biolégica de nitrogeno (FBN) en la mayoria de cereales ha sido un reto importante de la
investigacion en la ultima década (Dobereiner, 1989). Estudios relacionados con la fijacion
bioldgica de N proporcionan una fuerte evidencia de que algunas gramineas tropicales,
especialmente la cafia de azucar (Saccharum Officinarum L.); arroz de tierras himedas
(Oryza sativa L.) y pasto kallar (Leptochloa fusca (L) Kunth.) puede obtener por lo menos
parte de su N necesario con la fijacién bioldgica de nitrégeno (N2). Sin embargo, estos
estudios no han proporcionado pruebas concluyentes de que estas plantas estan
involucradas en asociaciones simbioticas con las bacterias (James, 2000). Estimaciones del
balance de N con arroz y especialmente la cafia de azucar indican que entre un rango de 10
a 50 % de la incorporacion total de N de una planta se puede obtener mediante la fijacion
biolégica de nitrégeno (Dobereiner, 1989). Estudios realizados con algunas cepas de
bacterias como (Azospirillum brasilense) han mostrado aumentos significativos en los
rendimientos de grano y en la incorporacion total de N; se ha afirmado que esta cepa puede
mejorar la asimilacion de fertilizantes, ya sea por los cambios en la estructura de la raiz o
por la ayuda de la enzima bacteriana nitrato reductasa (Dobereiner, 1989; James, 2000).

Empleo de hongos micorricicos: Las micorrizas (del griego mykes — hongo, rhiza- raiz)
son la asociacion mutualista entre los hongos del suelo y las raices de las plantas, donde la
planta hospedera recibe nutrientes minerales del suelo aportados por el hongo mientras este
toma compuestos de carbono derivados de la fotosintesis (Sosas et &l., 2006). En pasturas
se ha encontrado que las asociaciones simbioticas con hongos formadores de micorrizas
arbusculares (HFMA) aumenta la asimilacion de nutrientes principalmente P debido a que
el diametro y la longitud de sus hifas le permite a la planta explorar un mayor volumen del
ambiente edéafico, ademas permite la formacion de micro y macro agregados que actla
como mejoradores de las caracteristicas fisicas del suelo (Ramos, 2004).

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (Filum: Glomeromycetes), representan
entre 5-50 % de la biomasa de los microorganismos del suelo (Olsson et al., 1999). La
biomasa de las hifas de los hongos puede ascender a 54-900 kg/ha (Zhu y Miller, 2003).
Las glomalinas que producen los HFMA es una glicoproteina que protege a las hifas
durante el transporte de nutrientes desde la planta hasta el extremo de la hifa, y desde el
suelo hasta la planta. Una vez que las hifas dejan de transportar nutrientes, la glomalina
contenida en sus células se libera y se acumula en el suelo, representando el 5% del
contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) edéafico (Treseder y Turner, 2006). Alli esta
glicoproteina actia como un aglutinante de minerales y materia organica, por lo que esta en
directa relacion con la estabilidad de agregados y la estructura del suelo (Griimberg et al.,
2010). La glomalina producida por hongos formadores de micorrizas puede exceder de la
biomasa microbiana del suelo en un factor de 10-20 (Rillig et al., 2001).

Casi todos los cultivos tropicales, son muy sensibles a las micorrizas arbusculares (Norman
et al., 1995). Sélo unas pocas familias y generos de plantas generalmente no forman
simbiosis con las micorrizas arbusculares, dentro de los que estan las Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Cyperaceae, Juncaceae, Chenopodiaceae, y Amaranthaceae, aunque
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cada una de estas familias tiene algunos representantes que son por lo general colonizadas
por hongos micorricicos (Norman et al., 1995). La capacidad de los hongos micorricicos
para mejorar la captacion de nutrientes de la planta hospedante, en particular P y varios
micronutrientes, ha sido el efecto mas reconocido de las micorrizas. Reportes en gramineas
como el millo perla (Pennisetum americanum L.), inoculado con Gigaspora margarita,
Glomus fasciculatum y Azospirillum brasilense, han indicado un aumento significativo en
los contenidos de materia seca, lo cual es atribuido a la asociacion establecida por las
micorrizas a la especie (P. americanum L.) y al transporte de P por parte de estas hacia la
planta (Subba et al., 1985). Mahesh et al., 2010 evalud la respuesta a la micorrizacién y no
micorrizacion en Bajra (Pennisetum glaucum (L.) R. Br.) cultivado bajo condiciones de
estrés por salinidad, y se encontr6 que la especie de micorrizas Glomus fasciculatum
asociado con Bajra (P. glaucum (L.) R. Br.) incremento significativamente la produccion de
material verde y seco bajo todos los niveles de estrés por salinidad, comparado con la
actividad de las fosfatasas que fue significativamente mayor cuando el nivel de salinidad
era bajo, lo que indica que los bajos niveles de salinidad conducen a incrementar la
captacion de P gracias a las micorrizas (Mahesh et al., 2010). Los hongos formadores de
micorrizas arbusculares no solo permiten movilizar y mejorar la absorcion de elementos
como el P para la planta (Xiao et al., 2010), sino que también desempefian un papel
importante para la adquisicion de N para la planta (Wang et al., 2010). Segin Azcén et al.,
(1982); Ames et &l., (1984); Barea et al., (1987) los hongos micorricicos tienen un efecto
directo en la absorcion de N en el sistema simbidtico formado entre el hongo v las raices de
la planta. Existe un mayor crecimiento de las plantas cuando estas estan sometidas a niveles
de NOz" y sus raices se encuentran asociada con las micorrizas (Barea et &l., 1989; Azcon et
al., 1991; Azcon et al., 1992), micorrizas como Glomus etunicatum han mostrado un
aumento significativo en la toma de nutrientes en especial N y P, pero también otros
elementos como K, Ca, Mg y Zn (Cuenca y Azcén, 1994).

Asociacion de kikuyo con otras especies vegetales: Una de las vias para mejorar la
calidad de la pastura y disminuir la cantidad de fertilizante aplicado a los potreros de pasto
kikuyo es incluir leguminosas, de esta manera se podra disminuir el uso de fertilizantes, ya
que las leguminosas fijan de 150 a 500 kg N/ha/afio, (Diannelis et al., 1994). Una de las
especies capaces de fijar N que se encuentra adaptada a la zona de vida del kikuyo es el
aliso (Alnus acuminata Kunth.) que no es leguminosa pero presenta nédulos en la raiz
como consecuencia de la simbiosis con un actinomiceto del género Frankia de la especie F.
alni, capaz de fijar el N atmosférico (Mufioz et al., 2011). En Colombia en una plantacién
de aliso de dos afios, con una densidad de 1.600 &rboles/ha y una altura promedio de 6,2
metros puede incrementar el N en el suelo de 279 kg N/ha/afio, de esta forma el pasto
kikuyo que crece bajo esta especie puede contener el doble de proteina que el mismo pasto
a plena exposicion solar (Ospina et &l., 2005). Mendoza, (1988) evalu6 el kikuyo con N, sin
N y en asociacion con leguminosas y observo que el rendimiento de biomasa aérea del
kikuyo fue de 14,4 Ton MS/ha/afio cuando se asocié con leguminosas y de 7 Ton
MS/ha/afo cuando el kikuyo estaba puro sin asocio. Para el caso de produccion de biomasa
en asociacion de graminea. Leguminosa en otras latitudes, Leep et al., (2002); Cardenas,
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(2008) reportar6 rendimientos en la mezcla de D. glomerata y F. arundinacea con L.
corniculatus de 9,59 y 10,0 ton MS/ha/afio respectivamente.

Estrategias de manejo que permiten disminuir la cantidad de fertilizantes

Las recomendaciones de aplicaciones de fertilizante nitrogenado para produccion de kikuyo
se encuentran entre 250 y 500 kg N/ha/afio (Carrera, 2011; Castillo et &l., 1986); también es
importante la aplicacion de P el cual esta entre 70 - 80 kg/ha/afio (Sanchez, 1981,
Hernandez et al., 2001). Con esta practica de fertilizacion se garantiza siempre una buena
produccién de forraje aunque los costos de produccion se aumentan (Paladines e Izquierdo,
2007). Sin embargo, las estrategias de usar métodos organicos para la disminucion de
fertilizantes quimicos resultan viables, ya que son métodos féciles de realizar y de bajo
costo. En gramineas como el kikuyo que tiene un alto requerimiento de N y P la presencia
de HFMA y algunas bacterias del suelo, estimulan la incorporacion de N a la pastura y la
translocacion de P del suelo a la planta que estimularia el crecimiento apical y radicular de
la raiz de la planta hospedera (Raiman et al., 2007; Matsumoto et al., 2005; James, 2000;
Cuenca y Azcon, 1994). Otra estrategia es la combinacion de fertilizantes quimicos con
estiércoles que mejoran la estabilidad de C y N, lo que trae beneficios en las propiedades
quimicas, fisicas y bioldgicas del suelo (Ayuke et &l., 2011). La fijacion de N por bacterias
asociadas a las leguminosas puede llegar hasta 726 kg N ha/afio, por tanto, se puede
disminuir la aplicacion fertilizantes nitrogenados y como tal representando un ahorro de
dinero para el productor, la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero
(GEI) para la atmosfera y un ahorro ambiental a través de la reduccion del riesgo de
lixiviacion de nitratos (Neal et al., 2013).

Consideracion final

Es necesario buscar nuevas alternativas en la fertilizacion del pasto kikuyo que involucren
el uso de biotecnologias y productos organicos y menor de uso de los fertilizantes
quimicos. De acuerdo a esta revision bibliografica, varios estudios acerca del uso de estas
alternativas de manejo en la fertilizacién de este pasto son exitosos; sin embargo, ain no se
ha explorado a profundidad el uso de los microorganismos del suelo, en especial los hongos
micorricicos, y su relacion con la disminucion de la aplicacion de fertilizantes nitrogenados
y fosféricos y su efecto en la productividad del pasto kikuyo. Alternativa que ha sido
evaluada en otros tipo de plantas con buenos resultados con respecto a la productividad y
calidad de forrajes, por lo que queda abierta la posibilidad de explorar mas esta alternativa
en los sistemas especializados de produccion bovina establecidos bajo pasto kikuyo, donde
se le pueda ofrecer informacion necesaria a los productores y técnicos acerca de la
fertilizacion y manejo de uno de los pastos mas importantes para la produccion de leche en
el tropico alto.
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Resumen

Se realiz6 una revision bibliografica con el objetivo de comprender los mecanismos
fisiolégicos involucrados en la formacion de la endosimbiosis entre las raices y los hongos
formadores de micorrizas arbusculares (HFMA). La endosimbiosis planta — HFMA es un
proceso que requiere cambios en el desarrollo de las células de la raiz asi como de las hifas
de los hongos. Este proceso en gran parte esta bajo el control de la planta, de su estado
fisioldgico y condiciones medio ambientales que la rodean. Actualmente se ha investigado
un amplio grupo de compuestos quimicos producidos por la planta y los hongos que
controlan la simbiosis y las funciones de las micorrizas, entre los que se destacan las
fitohormonas y algunas enzimas de los hongos que son fundamentales para la toma de
nutrientes en el suelo y la adaptacion de la planta a condiciones de estrés medio ambiental.
Lo anterior resalta la importancia de algunos microorganismos del suelo como los HFMA
en el manejo ecoldgico de los suelos tropicales.

Palabras claves: compuestos quimicos, endosimbiosis, estrigolactonas, glomalina, HFMA
(hongos formadores de micorrizas arbusculares), hifa.
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Abstract

The aim of this review was to understand the physiological mechanisms involved in the
formation of endosymbiosis between plant roots and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF).
Endosymbiosis process between plant and AMF requires changes in the development of
both root cells and fungal hyphae. This process is dependent on the type of plant, its
physiological state, and environmental conditions. Recently, a wide range of chemical
compounds produced by plants and fungi that controls symbiosis processes and
mycorrhizal functions has been investigated. Phytohormones and some mycorrhizal fungai
enzymes are considered essential for nutrient uptake and plant adaptation to environmental
stress conditions. Based on the observations that there are key components influencing
symbiosis processes, the importance of some soil microorganisms, as the AMF, in the
ecological management of the tropical soils is highlighted.

Keywords: AMF (Arbuscular Mycorrhizal Fungi), chemical compounds, endosymbiosis,
glomalin, hyphae, strigolactones.

Introduccion

Las micorrizas (del griego mykes — hongo, rhiza — raiz) son una asociacion mutualista entre
los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) que se encuentran en el suelo y
las raices de las plantas, el cual se fundamenta en que la planta hospedera recibe nutrientes
minerales del suelo tomados por el hongo, mientras que estos toman compuestos
carbonados derivados de la fotosintesis (Sosas et al., 2006). Entre los beneficios que los
hongos brindan a la planta se encuentra una mejor nutricién con fésforo (P) el cual es el
elemento que mas atencién ha recibido, sin embargo, los HFMA también pueden ser
importantes en la toma de nutrientes necesarios para la planta como el nitrégeno (N) (Leigh
et &l., 2009), zinc (Zn) (Atul et &l., 2009; Lambert et &l., 1979), cobre (Cu) (Marschner y
Dell, 1994; Toler et al., 2005) y hierro (Fe) (Kim et al., 2009). Para los HFMA establecer la
simbiosis y aportar estos nutrientes, primero deben colonizar el interior de la raiz, lo cual
implica cambios en la célula vegetal, asi como en las hifas de los HFMA. La colonizacion
de las raices es precedida por el mutuo reconocimiento entre la planta y el hongo, a través
de moléculas que se difunden en el suelo (Bonfante y Requema, 2011; Nadal y Paszkowski,
2013). El hongo debe penetrar las células corticales de la raiz mediante sus hifas las cuales
forman una estructura en forma de arbol Ilamada arbisculo que a su vez forma la
membrana peri-arbuscular (MPA) sitio de intercambio de nutrientes (Gutjahr et al., 2012;
Harrison, 2012). La formacién intracelular de las estructuras fungicas y el grado de
colonizacion de las raices es regulado por la planta a través de una reestructuracion de las
células de la raiz, las cuales tienen que disponerse para albergar el hongo, esta
reorganizacion implica la expresion de un grupo de moléculas que activan un grupo de
mecanismos fisiologicos en las células de la planta que en su gran mayoria son
desconocidos y no han sido estudiados a fondo (Gutjahr, 2014). Sin embargo en los Gltimos
afios, estudios han tratado de revelar algunos factores y mecanismos quimicos que estan
involucrados, donde no solo se involucran compuestos producidos por la planta como genes
y hormonas, sino también algunos compuestos producidos por los HFMA (Gutjahr, 2014;
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Parniske, 2008). EI objetivo de esta revision bibliografica es explorar cuales mecanismos
fisiologicos de la planta y el hongo estan involucrados en el proceso de formacion de la
asociacion simbiotica, con el fin de comprender qué factores influyen en la presencia de los
HFMA en los suelos sometidos a producciones agricolas o pecuarias y qué beneficios
obtiene la planta luego del establecimiento de la simbiosis.

Endosismbiosis de los HFMA

Importancia de la endosimbiosis y desarrollo de la misma

La simbiosis entre los hongos formadores de micorriza arbuscular (HFMA), es una de las
asociaciones mas distribuidas en agroecosistemas de la tierra ya que méas del 80% de las
especies vegetales pueden asociarse con los HFMA (Harley y Smith, 1983). Sin embargo
actualmente este tipo de union se define como una endosimbiosis donde un organismo
habita en el interior de otro, en este caso una parte de la hifa permanece en el interior de la
celula de la raiz (Parniske, 2008). Este tipo de endosimbiosis es importante, ya que las
plantas suministran al hongo carbohidratos para su metabolismo y el hongo facilita los
nutrientes que la planta requiere, en ambientes donde es limitada la disponibilidad de
elementos como el P, N, Zn, Cu y Fe (Leigh et al., 2009), Zinc (Zn) (Alkaraki et al., 1998;
Lambert et &l., 1979), Cu (Lambert et &l., 1979; Marschner y Dell, 1994; Toler et &l., 2005)
y Fe (Kim et al., 2009), ademas este tipo de asocio favorece la tolerancia de la planta a
estrés bidtico o abidtico, mejora las caracteristicas fisicas del suelo y la diversificacion de
las especies vegetales en los ecosistemas (Genre et al., 2005; Smith y Read, 2008; Smith y
Gianinazzi, 1988; Van der Heiden, 2002). Este asocio depende de un conjunto de sefales
bioquimicas y genéticas.

Fitohormonas en la formacion de la endosimbiosis

Las fitohormonas son producidas por las plantas y estan involucradas en todos los procesos
de desarrollo de la planta, juegan un papel fundamental en las respuestas a las sefiales
externas bidticas y abioticas; actualmente existen evidencias sobre su papel en la formacién
de la endosimbiosis (Gutjahr, 2014). Las estrigolactonas que se generan en la fase de pre-
simbiosis, son carotenoides derivados de fitohormonas involucradas en la germinacion de
semillas, las estrigolactonas que ademas de desencadenar la respuesta para el desarrollo de
los HFMA, también estimulan la produccién de algunos oligdmeros de quitina, como
tetrameros y pentameros de quitina, que inducen las oscilaciones de Ca a nivel celular de
las celulas epidermales, oscilaciones que son necesarias para la colonizacion (Genre et al.,
2013).

Fase pre-simbiotica
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Es la primera fase de desarrollo de la simbiosis donde mdaltiples sefiales permiten que las
esporas de los HFMA germinen y comience el desarrollo de las hifas (Parniske, 2008). Las
plantas sometidas a estrés por falta de P disponible emiten sefiales bioquimicas a través de
las raices (Akiyama et al., 2005). Las estrigolactonas son compuestos quimicos
identificados en las plantas sometidas a bajos niveles de P; estos compuestos pertenecen al
grupo de lactonas sesquiterpénicas caracterizadas por su corta duracion en la rizosfera
debido a su enlace éter labil que se hidroliza facilmente; sin embargo, cumple una funcion
importante de estimular la germinacion de las semillas de arvenses e inducen la
germinacion de las esporas y la ramificacion de las hifas de los HFMA (Bonfante, 1984;
Bouwmeester et al., 2003; Parniske, 2008). Otros compuestos como el CO2 liberado por las
raices es fundamental para la germinacion de esporas y el crecimiento de las hifas (Becard
y Price, 1989), igual que algunos metabolitos secundarios de la planta como los flavonoides
que estan involucrados en la ramificacion de las hifas (Mendoza et al., 1997; Vierheilig et
al., 2006). La percepcion de estas sefiales causa en el hongo alteraciones en la fisiologia y
en la actividad mitocondrial, en especial cuando la espora entra en contacto con las
estrigolactonas las cuales son responsables de la respiracion fungica y el catabolismo de los
lipidos (Besserer et al., 2006). En las raices se produce un conjunto de sefiales que inducen
la simbiosis y algunas respuestas especificas que se conocen con el nombre de factor Myc,
las estrigolactonas estimulan la produccién de este factor en el hongo y ayudan a activar la
expresion de genes ENDO11 producidos en el hospedero (Akiyama y Hayashi, 2006). Este
grupo de genes permite dar inicio a la siguiente fase de desarrollo de la endosimbiosis
(Bonfante y Requema, 2011).

Fase simbidtica

Una serie de cambios en las células de la raiz estimulados por el gen ENDO11 y los
factores Myc permiten que se forme el aparato de pre-penetracion (APP) (Genre et al.,
2005), el cual es una estructura subcelular que predetermina la senda de crecimiento del
hongo a través de la célula de la planta (Genre et al., 2005). La formacion del APP es
precedida por una migracion del nucleo de la célula vegetal hacia el punto de entrada del
hongo y de la formacion del apresorio que es una hinchazon de la hifa que se adjunta a la
epidermis de la planta huésped para iniciar la colonizacién (Bonfante y Genre 2008). La
formacion de APP tarda de cuatro a cinco horas luego que se forma el apresorio y el
desplazamiento del nucleo de las células corticales de la raiz justo debajo del apresorio
genera una reorganizacion de los microtubulos corticales (Genre et al., 2005). EI APP se
forma dentro de la columna citoplasmatica donde corre paralelamente una matriz de alta
densidad de microtubulos y microfilamentos (Genre et al., 2005); antes y durante la
formacion de esta estructura, se da la expresion del gen ENDO 11 que inicia su funcion en
las células epidérmicas, el cual codifica una proteina que hace parte de la matriz
extracelular vegetal. En el momento que el APP comienza a crecer el nucleo que se
encuentra delante del apresorio comienza nuevamente a desplazarse delante del APP
formandose un “tunel transcelular” que va a ser el encargado de conectar el nucleo con el
sitio donde se formé el apresorio a través de una hifa fungica (Parniske, 2008). En la
formacion de la simbiosis de los HFMA se conoce la via comin SyM (Parniske, 2008), la
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cual es una cascada de sefiales que producen la activacion de genes que van a producir
cambios a nivel celular, siendo un proceso similar al ocurrido en la simbiosis leguminosa —
rizobio (Parniske 2008). Ademas existe otro factor como el Nod que también es requerido
en la simbiosis leguminosa — rizobio y en la asociacion planta HFMA (Oldroyd y Downie,
2006).

(Genre et al., 2005), indican que una estimulacion mecénica de la célula vegetal puede
inducir la migracion del nucleo al sitio de perturbacion; esta respuesta es independiente si
existe una via comin SyM con activacion de genes DMI2 y DMI3 los cuales son
encargados de inducir la formacion del APP (Siciliano et al., 2007). La via comin SyM
estan involucradas en las etapas tempranas de transduccion de sefiales simbioticas que
implica la generacion y decodificacién de oscilaciones de calcio alrededor del nucleo y
causa la induccion de principios de la expresion de genes relacionados con la simbiosis
como DMI3 (Parniske, 2008).

Desarrollo del arbusculo

Las células epidermales durante el ingreso de la hifa producen la expresion de los genes
ENDO (Genre et al., 2005). Esta sefial marca el camino de la colonizacion y una vez la hifa
del hongo alcanza las células corticales se producen sefiales especificas para la formacion
del arbusculo donde existe una mayor reorganizacion celular; a medida que la hifa penetra
en las células corticales la membrana plasmética de las células de la planta se invagina y
extiende para formar la membrana peri-arbuscular (MPA) (Bonfante, 1984; Cox y Sanders,
1974; Toth y Miller, 1984), la reorganizacion celular incluye la acumulacion de citoplasma,
el reticulo endoplasmatico (ER), aparato de Golgi, plastidos y las mitocondrias en el area
alrededor de las hifas que se ramifican para formar el arblsculo (Bonfante, 1984; Cox y
Sanders, 1974). Actualmente las sefiales y genes reguladores de las células corticales que
permiten la funcion de desarrollar el arbusculo son poco conocidas (Harrison, 2012), sin
embargo algunos compuestos involucrados han sido identificados tales como
vapryin/PAML1, transportadores ABC, STR/STR2 y algunas proteasas como SbtM1 que se
localizan en el espacio de la MPA, lugar de intercambio de nutrientes entre la planta y el
hongo (Genre et &l., 2005; Gutjahr et &l., 2012; Reinhardt, 2007; Takeda et &l., 2009). Para
el desarrollo del arbusculo de la micorriza (Kistner et al., 2005), reporta al menos siete
genes que son necesarios, estos genes codifican proteinas que son directa o indirectamente
las involucradas en una red de transduccion de sefiales, que se requieren para el desarrollo
intracelular de estructuras encargadas de alojar el hongo simbi6tico como APP vy las
bacterias en el caso de los fijadoras de nitrogeno. Segun (Parniske, 2008), se requiere de los
genes CCaMK (Calmodulina) y CYCLOPS para el desarrollo del arbusculo; el gen CCaMK
juega un papel importante ya que tras las oscilaciones de calcio en la célula se genera la
activacion de una proteina quinasa, la cual es dependiente de Ca y CCaMK (Calmodulina);
con la activacién de las quinasas se regula la activacion de los genes nodulina. Otros genes
de la simbiosis temprana como DMI3 también codifica CCaMK necesarios para la
simbiosis con los HFMA y la morfogénesis de los nddulos (Oldroyd y Downie, 2006). El
gen CYCLOPS interactua con CCaMK activando la red de sefiales (Parniske, 2008). Segln
(Kistner et al., 2005), el desarrollo del arbusculo esta parcialmente bajo el control genético

44



del huésped por los genes Nupl33, mediante las proteinas CASTOR y POLLUX vy
adicionalmente se requiere de algunas proteinas de la via comin SYM, como CASTOR,
SYM15, SYM6, SMY24, POLLUX, las cuales son proteinas con alta permeabilidad al
potasio (K) y baja para el calcio (Ca), lo que hace que sean canales que no permitan la
liberacion de Ca desde el sitio de almacenamiento. Estas proteinas se encuentran en el
nacleo como canales de contra — iones, que compensan el desequilibrio de cargas que se
produce durante las oscilaciones de calcio una vez el hongo emite sefiales en la proximidad
de las células corticales (Parniske, 2008). Sin embargo a pesar de la intensa actividad que
involucra la formacion del arbusculo, este colapsa después de dos a cuatro dias luego de
haberse formado, dejando una célula cortical intacta que es capaz de albergar otro
arbusculo (Paszkowski, 2006; Pumplin y Harrison, 2009).

Formacion de la hifa

Las principales sefiales para la ramificacion y crecimiento de las hifas son los exudados de
las raices, los cuales contienen diferentes tipos de compuestos y hormonas que favorecen
no solo el crecimiento y ramificacién de la hifa en el suelo sino que también la germinacion
de las esporas (Akiyama y Hayashi, 2006; Requema et &l., 2007). Uno de los exudados que
estimulan el crecimiento de las hifas son los metabolitos secundarios o sefales
tigmotréficas (Requema et al., 2007). Powell, (1979), indica que una hifa de un HFMA
puede crecer a una tasa de 5,6 mm por dia; diferente a lo hallado por (Harinikumar y
Bagyaraj, 1995), donde las hifas de los HFMA crecian a una velocidad de 1,6 mm por dia
cuando la cantidad de raices es escasa. Otro factor que determina el crecimiento de la hifa
es la diversidad de hongos; por tanto se da un aumento de la conectividad, mayor
intercambio de compuestos quimicos entre el suelo y la planta (Antoninka et al., 2011;
Rillig et &l., 1999; Van der Heiden, 2002). Para Bago et &l., (2000) el aumento de longitud
de la hifa del HFMA se debe principalmente a la cantidad de CO,y materia organica ya que
la hifa usa el carbono como fuente de alimento. Sin embargo, ademas de la planta, el suelo
también controla el crecimiento y la ramificacion de las hifas cuando las bajas
concentraciones de P estimulan la produccion de exudados de la raiz (Nagahashi y Douds,
2004). La ramificacion de las hifas forma una red que permite tomar de una manera mas
eficiente los nutrientes y el agua del suelo; dentro de este proceso la amplia variedad de
nutrientes involucrados, han obligado a que las hifas desarrollen diferentes estrategias en la
toma y el transporte de éstos (Maldonado et al., 2001; Parniske, 2008), a través de las redes
comunes de micorrizas CMNs (Common mycorrhizal networks) que hace referencia al
conjunto de sefiales quimicas y nutrientes que viajan por las hifas (Barto et al., 2012).
Existen cinco posibles rutas de transporte de la informacion quimica y nutrientes que las
hifas fungicas pueden realizar: a) Transporte citoplasmatico, después de la captacion activa
por las hifas 0 movimiento pasivo a través de las membranas celulares de los hongos, b)
transporte por difusion a traves de la pared celular fangica (apopléstica), debido a la
naturaleza hidrofdbica de la pared de las hifa (Allen, 2007), c) movimiento por disolucion
en agua de los compuestos solubles, en las capas superficiales de la hifa no hidrofobicas, d)
las hifas de los HFMA pueden formar pequefios “cordones” que salen de las raices de la
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planta (Friese y Allen, 1991), creando canales en el interior de la hifa que acumula aire y
agua que son los encargados de llevar sustancias solubles en agua, €) Modificacion del
ambiente en el suelo que rodea la hifa, aumentando la agregacion del suelo, la
conductividad y la poblacién de microorganismos de la rizosfera que acelera el movimiento
de nutrientes y sefiales quimicas (Barto et al., 2012). Las hifas externas pueden ser de tres
tipos segun su morfologia y las funciones que llevan a cabo: las hifas infectivas que inician
los puntos de colonizacién en una o varias raices, las hifas absorbentes que exploran el
suelo para la extraccion de nutrientes y las hifas fértiles que llevan las esporas (INVAM,
2013).

Absorcién de nutrientes

Las hifas permiten a la planta la toma de nutrientes que son escasos en el suelo como el P,
el nitrégeno inorganico, y el Zn (Atul-Nayyar et al., 2009; Hogde, 2001; Leigh et al., 2009),
Sin embargo, estos hongos también pueden ser importantes en la toma de otros nutrientes
necesarios como el Cu (Lambert et al., 1979; Marschner y Dell, 1994; Toler et al., 2005) y
Fe (Kim et al., 2009), (Tabla 1).

Tabla 1: Absorcion media de nutrientes en plantas de trigo (Triticum aestivum L.) por
diferentes especies de HFMA en un suelo esterilizado. (Adaptado de Miransari et al., 2009)

HFMA N P K Fe Mn Zn Cu
(mg/planta)

Control 82 2,9 140 1,099 0,338 0,169 0,067
Gml* 74 4,2 143 1,588 0,378 0,283 0,071
GtI** 80 4,6 144 1,113 0,381 0,209 0,069

GmC*™ 73 3,5 134 0,819 0,373 0,175 0,071

* Gml: Glomus mosseae (Irén), **Gtl: Glomus etunicatum (Irdn), ***GmC: Glomus
mosseae (Canada).

Fosforo

La movilizacion de P de la solucion del suelo hasta la raiz de la planta es el principal
beneficio de la simbiosis (Brucher, 2007; Javot et al., 2007). La extensa red de hifas de los
HFMA influye en las propiedades fisico — quimicas del suelo y directamente o
indirectamente contribuyen en la liberacién de fosfato, a partir de complejos inorganicos de
baja solubilidad (Finlay, 2008); algunos transportadores de fosfato por hongos se expresan
en el micelio extrarradical y son posiblemente los que estan involucrados en la captacion de
fosfato del sustrato (Harrison y Buuren, 1995; Maldonado et &l., 2001). Segun Harrison et
al., (2012) en la MPA se concentran algunos transportadores de composicién protéica como
el PT4, los cuales estan involucrados en el transporte de fosfatos. Estas proteinas son las
encargadas del intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta, y su funcionamiento
depende de la existencia de ATP-asa fangicas y vegetales que son las responsables del
transporte de H* hacia la matriz interfacial, lo que hace que esté fuertemente acidificada y
que exista un gradiente de H™ que posibilita el funcionamiento de estos. EI micelio externo
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de los HFMA explora el suelo y toma el PO inorganico y lo hidroliza gracias a las
fosfatasas (Wang et &l., 2006), el PO4 forma cadenas de polifosfato en la vacuola del
micelio externo de la hifa, la vacuola viaja al micelio interno hasta el arbusculo donde el
polifosfato libera el PO4 Yy las proteinas transportadoras de la MPA llevan formas fosfatadas
al citosol donde se transloca al sistema vascular de la planta (Parniske, 2008).

Nitrégeno

Las plantas son completamente dependientes de la disponibilidad de N en el suelo para su
crecimiento; en la mayoria de los suelos las formas predominantes de N para la planta son
NH4"y NOs", En ambientes naturales las plantas interactian con algunos microorganismos
como las bacterias fijadoras de nitrogeno para contribuir con el adecuado suministro de N
(Hogde et &l., 2000; Richardson et &l., 2009). Ademas de las bacterias, otros
microorganismos como los HFMA, pueden contribuir con la absorcion de este elemento
(Smith y Read, 2008).

El micelio extrarradical de los HFMA tiene la capacidad de tomar NH4", NO3z"y N organico
del suelo (Tienda et al., 2014), la asimilacion de fuentes de N como NO3z™ parece estar
relacionada por la enzima nitrato reductasa cuya actividad se ha detectado en esporas y los
arbasculos de los HFMA (Ho y Trappe, 1975; Kaldorf et al., 1998). La actividad de la
nitrato reductasa permite la reduccién del NO3s™y su incorporacion a la glutamina en forma
de NH.* para ingresar al ciclo de la urea en el micelio extrarradical, y a partir de este
obtener arginina, la cual se une a los granos de polifosfato que contienen cargas negativas
por lo que pueden transportar iones metalicos y arginina (Parniske, 2008). Una vez esta
ingresa al micelio intrarradical, toma el ciclo de la urea donde se libera NH4" (Bago et al.,
2000). EI NH4" se libera al espacio interfacial mediante transporte pasivo y llega al citosol
probablemente por dos mecanismos; mediante proteinas transportadoras de la MPA y
facilitado por acuaporinas (Gao et al., 2010), sin embargo estudios recientes indican la
expresion de genes transportadores de NHs" como OsAMT3; 1 y una isoenzima
OsGOGAT2 en HFMA asociados a raices de una graminea como el arroz (Oryza sativa L.)
cultivada en bajas y altas condiciones de N (Tienda et &l., 2014).

Absorcién de otros nutrientes

Zinc

El Zn tiene una baja movilidad en la solucion del suelo y su absorcion por difusion es
limitada, por tanto, la fitodisponibilidad es reducida generalizandose la deficiencia de este
elemento en suelos de regiones aridas y semiaridas (Broadley et al., 2007). Una estrategia
gue permite mejorar las concentraciones de Zn en los cultivos es la presencia de los HFMA
(Cavagnaro et al., 2008), los cuales a traves de su asociacion con las raices de la planta
toman el Zn por sus hifas extrarradicales y intrarradicales (Parniske, 2008). En algunas
especies como Glomus intraradices se ha identificado un transportador de Zn como el
GintZnT1 (Gonzélez et &l., 2005), el cual permite el movimiento del Zn a través de las hifas
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y su paso por la MPA (Cavagnaro, 2008). Los HFMA pueden adquirir Zn de los poros del
suelo o de los parches de nutrientes donde las raices o pelos radicales no alcanzan a llegar
(Bolan, 1991), los HFMA permiten captar un 25% mas de Zn cuando la planta no esta bajo
esta asociacion (Marschner y Dell, 1994).

Cobre

Los HFMA no solo se consideran importantes para la absorcion de nutrientes inmoviles,
sino también desempefian un papel importante en la reduccion de la absorcion de metales
pesados incluyendo el cobre (Cu), cuando se encuentra en concentraciones altas en el suelo
(Wang et al., 2007). ElI Cu es esencial para la fotosintesis de las plantas y respiracion
mitocondrial, el metabolismo del carbono y nitrégeno para la proteccion contra estrés y es
necesario para la sintesis de la pared celular (Hansch y Mendel, 2009). Sin embargo, el Cu
desempefia también un papel importante como cofactor oxidante o reductor en varias
reacciones bioquimicas, lo cual permite que este elemento tenga un alto potencial toxico, ya
que puede catalizar la produccion de radicales libres que conducen al dafio de las proteinas,
el ADN vy otras biomoléculas (Shestivka et al., 2011). Los HFMA pueden alterar la
concentracion de metales pesados en las paredes celulares de las hifas intra o extra radicales
y la quelatacion de Cu y otros metales pesados, por compuestos secretados por el hongo
como la glomalina (Vodnik et al., 2008). Las altas concentraciones de Cu en el suelo causa
cambios en el perfil de aminoacidos de los HFMA vy las plantas, ya que altos niveles de este
elemento induce el descenso de GABA (&cido gamma — aminobutirico) y alanina y el
aumento de asparaginas y arginina, siendo este Gltimo el precursor de poliaminas en las
plantas, sustancia asociada con la respuesta de la planta en ambientes con alto contenidos
de metales pesados como el Cu (Groppa y Benavides, 2008; Groppa et al., 2006). Segun
Andrade et al., 2010) el establecimiento del asocio micorriza planta, mejora la adaptacion
de esta a suelos con alto niveles de Cu, donde se regula la entrega del elemento a la planta
mediante la produccién de prolinas.

Toma de agua por los HFMA y estrés en la planta

El estrés hidrico es una de las principales causas de pérdida de cultivos en todo el mundo
(Wang et al., 2007). Este estrés produce un déficit de agua en el tejido vegetal, lo que
induce una inhibicion significativa de la fotosintesis (Jaleel et al., 2008). Uno de los
factores que disminuye el estrés hidrico en las plantas es la presencia de HFMA (Heidari y
Karami 2014), debido a que las hifas toman el agua y la llevan hasta la planta; sin embargo,
el movimiento del agua por la hifa es bidireccional moviendose hacia la planta que se
encuentra transpirando durante el dia, pero hacia las zonas secas del suelo durante las horas
de la noche (Egerton et al., 2007). Kaufman y Levy, (1976), indican que las plantas que se
encuentran micorrizadas tienen un mayor flujo de agua en sus estomas junto con una mayor
fotosintesis luego de sufrir estrés hidrico. Los HFMA pueden contribuir a mitigar el efecto
del estrés hidrico a través del control de cambios hormonales en la planta, ya que durante el
estrés osmotico, estres hidrico o estrés por salinidad se producen cambios en los niveles
hormonales enddgenos, como una disminucién de la produccion de citoquininas y un
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aumento en el contenido de acido abscisico (Kaufmann y Levy, 1976; Vaadia, 1976),
ademaés las hifas permiten aumentar la superficie absorbente de la raiz, de igual forma
tienen la capacidad de tomar agua de la solucion del suelo a potenciales hidricos muchos
mas bajos que las raices de la planta no micorrizada (Levy y Krikunt, 1980).

Condiciones adversas del suelo en la formacion y la funcion de los HFMA

Los HFMA forman asociaciones con una amplia variedad de plantas huésped (Bago et al.,
2000). Estas asociaciones en los ecosistemas estan influenciadas por las relaciones de
nutrientes organicos e inorganicos, las relaciones hidricas y el ciclo del carbono en las
plantas, pero las plantas no solo juegan un papel importante en la asociacion, también las
condiciones edaficas como composicion quimica, humedad, temperatura, pH, capacidad de
intercambio catidnico y factores bidticos y abidticos del ecosistema suelo (Entry et al.,
2002).

Temperatura 'y humedad

Los suelos rara vez proporcionan las condiciones ideales para el crecimiento y
supervivencia de las plantas y los microorganismos. En algunas épocas del afio las
condiciones medio ambientales alteran la temperatura y humedad del suelo, siendo estas
algunas de las condiciones que pueden favorecer o inhibir la endosimbiosis, tal como se
describe en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto de la temperatura y humedad en la formacién de la endosimbiosis planta y
HFMA.

Variable Corelldéﬁflg ®N Actividad inhibida Rango 6ptimo  Bibliografia
Matsubara y
Temperatura Ex_cgso - Afecta la germinacién 18°_C -40°C Harada,_
deficiencia de las esporas optimo 30°C 1996; Saif,
1983
Brylay

Humedad Deficiencia Inhibe formac_lon_ de la >-1,5 MPa Duniway,
endosimbiosis 1997

pH

Los HFMA responden al pH de una forma muy variable, algunos tienen una baja respuesta
en suelos de bajo pH, mientras que otros no responden en suelos acidos que son encalados
(Mosse, 1972). Guzman et al., (1988), encontro un efecto positivo de los HFMA mejorando
el crecimiento de la planta sin la necesidad de aumentar el pH. La influencia de la
simbiosis en la absorcion de nutrientes depende de la capacidad de absorcion del hongo a
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través de sus hifas, la extension de la colonizacion de las raices y el suelo (Habte, 1995). La
concentracion de H* afecta caracteristicas como la disponibilidad de P y la capacidad de
intercambio cationico, por tanto, se ve afectada la toma de nutrientes por parte de la planta.
Clark et &l., (1999); Pacovsky, (2006) y Tinker, (1995), indican que los HFMA toleran
condiciones extremas de pH y son capaces de adaptarse mediante la modificacion del pH en
la micorrizosfera durante el procesos de captacion de nutrientes.

Yano y Takaki, (2005), encontraron una mejor respuesta del cultivo de (Ipomoea batatas
(L.) Lam.) cuando se inocul6 con micorrizas a pH acido de 4,2 (Figura 1) demostrando que
la simbiosis planta - HFMA puede mejorar el desarrollo de las raices y retofios durante el
crecimiento de las plantas cultivadas en suelos acidos, siendo las mejoras significativas en
plantas micorrizadas que crecen en ambientes extremos reduciendo la toxicidad de
Aluminio (Al) y Manganeso (Mn). Los HFMA pueden llegar a reducir el estrés de las altas
concentraciones de Al y Mn a través del aumento de la ramificacién de las raices de la
planta, evitando la acumulacién de Al en las regiones apicales de esta (Yaho y Takaki,
2005).

Estrés antropogénico

Factores antropogénicos tales como la compactacion del suelo, concentracion de metales
pesados y contaminacién organica (figura 2) pueden afectar de forma positiva o negativa
los HFMA por tres mecanismos diferentes: (1) efecto directo sobre las raices micorrizadas;
(2) a través de efectos que alteran la distribucidn de carbono a las micorrizas; (3) factores
nutricionales que alteran la asignacion de carbono a la micorriza (Entry et al., 2002).

g B i
PH 4.2 | pH 5,2 |

Figura 1. Acumulacion de materia seca (brotes, raices y el rendimiento
total de la planta). No micorrizadas (NM) y Micorrizadas (M). En plantas
de batata (Ipomoea batatas (L.) Lam) cultivadas a diferentes pH.
(Adaptado de Yaho y Takaki, 2005).
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Conclusiones

Se conoce de la endosimbiosis de los HFMA, la raiz de la planta y de la funcion que
cumplen en la toma y translocacion de nutrientes a la planta principalmente del
fosforo. Sin embargo, tras el estudio de la fisiologia de los HFMA se vislumbran
nuevos efectos de la endosimbiosis en la nutricion de la planta, debido al
descubrimiento de un grupo de proteinas y genes transportadores en el micelio
intrarradical y extrarradical como OsAMT3;1, GintZnT1 y PTH4 que facilitan la
toma y transporte de otros nutrientes diferentes al fosforo y de baja disponibilidad
en el suelo como el nitrdgeno y el zinc, elementos también necesarios para el
crecimiento y desarrollo de la planta.

Segun esta revision de literatura y las investigaciones que se han realizado hasta la
fecha, se recomienda continuar explorando la fisiologia de los hongos micorricicos,
en especial, la funcion de las fitohormonas como las estrigolatonas y glomalinas
producidas por las plantas en la rizosfera y las hifas de los hongos respectivamente.

La presencia de los HFMA en suelos tropicales es fundamental, ya que a través de
la endosimbiosis con las raices de la planta no solo se mejora su nutricion, sino que
permiten que la planta se adapte a condiciones de estrés medioambiental y
contribuyan con la recuperacion de suelos deteriorados por factores antropicos.
Debido a esto, el conocimiento de las condiciones necesarias para que los HFMA
realicen sus funciones se convierte en parte del éxito del manejo ecoldgico de los
suelos tropicales.
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Estrés Antropico

v

\

Compactacion del suelo

Contaminacion del suelo por
metales pesados

Uso de pesticidas

v

v

-Disminuye crecimiento
radicular

-Disminuye potencial hidrico
-Disminuye crecimiento de la

planta (Horn y Lebert, 1994).

Zn, Cu, Ni, Mn, Mo y Fe.
Elementos necesarios para el
crecimiento de la planta

v

v

Perjudiciales para la salud
humana, animal y
microorganismos del suelo
(Gianinazzi et al., 2005).

v

HFMA: aumenta la toma de
nutrientes en suelos
compactados (Miransari et al.,
2009).

v

-Tamarfo de la hifa: 3- 4 ym.
-Tamafio de los pelos
radiculares: >10um.

- Las hifas exploran mas facil el
suelo compactado (Miransari et
al., 2009).

- Cr, Cd, Pb, As y Hg no
tienen funciones
biolégicas, tienden
acumularse en el suelo,
intoxicacibn para la
planta por la toma de
otros nutrientes -
peligro para la salud

v

Pesticidas inhiben la
endosimbiosis HFMA - raiz
planta, ademas disminuye la
absorcién de P (Entry et al,
2002)

v

v

HFMA ayudan a la planta a
soportar concentraciones
elevadas de metales pesados
aumentando la absorcién y
translocacion de estos (Zhang
et &l., 2010)

Benomil (pesticida) inhibe Ila
infeccion de los HFMA vy la
cantidad de P en la planta. En
concentraciones de 10mg kg-1
de suelo (Sukarno et al., 1996).

v

v

HFMA quelatan metales
pesados por medio de
glomalinas, polifosfatos y

metalotioneinas (Lei et Al.,
2014).

El bromuro de metilo, también
afecta la formacion de la
micorriza (Brown et al., 1974).

Figura 2. Efecto del estrés antrdpico en la fisiologia de los HFMA y respuesta de las

plantas.

52




Referencias bibliograficas

Akiyama K and Hayashi H. Strigolactones: Chemical Signals for Fungal Symbionts and
Parasitic Weeds in Plant Roots. Annals of Botany. 2006; 97 (6): 925 — 931.

Akiyama K, Matsuzaki K and Hayashi H. Plant Sesquiterpenes Induce Hyphal Branching
in Arbuscular Mycorrhizal Fungi. Nature. 2005; 435: 824-827.

Alkaraki GM and Clark RB. Growth, mineral acquisition and weater use by mycorrhizal
wheat grown under water stress. J. of Plant Nutrition. 1998; 21 (2):263.

Allen MF. Mycorrhizal fungi: highways for water and nutrients in arid soils. Vadose Zone
J. 2007; 6 (2): 291-297.

Alloway BJ. Soil factors associated with zinc deficiency in crops and humans. Environ.
Geochemistry health. 2009; 31: 537- 548.

Andrade SAL, Gratdo PL, Azevedo RA, Silveira APD and Schiavinatoa MA. Biochemical
and physiological changes in jack bean under mycorrhizal simbiosis growing in soil with
increasing Cu concentrations. Environmental and Experimental Botany. 2010; 8 (2): 198-
207.

Antoninka A, Reich PB and Johnson NC. Seven years of carbon dioxide enrichment,
nitrogen fertilization and plant diversity influence arbuscular mycorrhizal fungi in a
grassland ecosystem. New Phytologist. 2011; 192 (1): 200-214.

Arriagada CA, Herrera MA y Ocampo JA. Beneficial effect of saprobe and arbuscular
mycorrhizal fungi on growth of (Eucalyptus globulus Labill) co-cultured with (Glycine max
(L.) Merr.) in soil contaminated with heavy metals. J. Environment. 2007; 84 (1); 93-99.

Atul-Nayyar A, Hamel C, Hanson K and Germida J. The arbuscular mycorrhizal symbiosis
links N mineralization to plant demand. Mycorrhiza. 2009; 19 (4): 239 -246.

Azcon R, Perdlvarez MC, Bir6 B, Roldan A y Ruiz JM. Antioxidant activities and metal
acquisition in mycorrhizal plants growing in a heavy-metal multicontaminated soil
amended with treated lignocellulosic agrowaste. Appl. Soil Ecol. 2009; 41 (2): 168-177.

Bago B, Pfeffer E and Shachar-Hill Y. Carbon Metabolism and Transport in Arbuscular
Mycorrhizas. Plant Physiology. 2000; 124 (3): 949-958.
Bago B, Zipfel W, Williams RM, Chamberland H and Lafontaine JG. In vivo studies in the

nuclear behavior of the arbuscular mycorrhizal fungus Gigaspora rosea grown under axenic
conditions. Protoplasma. 1998; 203 (1): 1-15.

53



Barto EK, Weidenhamer JD, Cipollini D and Rillig MC. Fungal superhighways: do
common mycorrhizal networks enhance below ground communication?. Plant Science.
2012; 17 (11): 633 — 637.

Beécard G and Piché Y. Fungal Growth Stimulation by CO2 and Root Exudates in
Vesicular-arbuscular Mycorrhizal Symbiosis. Appl Environ. Microbiology. 1989; 55 (9):
2320-2325.

Besserer A, Puech V, Kiefer P, Gomez V and Jauneau A. Strigolactones stimulate
Arbuscular Mycorrhizal Fungi by Activating Mitochondria. Plos biology. 2006; 4 (7): 1240
—1247.

Bolan NS. A critical review on the role of mycorrhizal fungi in the uptake of phosphorous
by plants. Plant Soil. 1991; 134 (2): 187-207.

Bonfante P and Genre A. Plants and arbuscular mycorrhizal fungi: an evolutionary-
developmental perspective. Review Article Trends in Plant Science. 2008; 13 (9): 492-498.

Bonfante P and Requema N. Dating in the dark: how roots respond to fungal signals to
establish arbuscular mycorrhizal simbiosis. Current Opinion in Plant Biology. 2011; 14 (4):
451-457.

Bonfante P. Anatomy and morphology of VA mycorrhizae. En Powell CL, Bagyaraj DJ.
VA Mycorrhizae. CRC Press, Boca Raton, 1984. p. 5-33.

Bouwmeester HJ, Matusova R, Zhongkui S and Beale MH. Secondary metabolite
signalling in hot parasitic plant interactions. Current Opinion in Plant Biology. 2003 6 (4):
358- 364.

Broadley MR, White PJ, Hammond JP, Zelko | and Lux A. Zinc in plants. New Phytologist.
2007; 173 (4): 677 - 702.

Brown G, Corbett DCM, Hide GA and Webb RM. Bromine residues in wheat crops grown
in soil fumigated with methyl bromide. Pesticide Science. 1974; 5 (1): 25-29.

Brundrett, M., Bougler, N., Dell, B., Grove, T and Malajczuk, N. Working with
mycorrhizas in forestry and agriculture. Australian center for international Agricultural
Research. Australia: Canberra. 1996; p. 141 — 186.

Bryla DR and Duniway, J.M. Water uptake by safflower and wheat roots infected with
arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytologist. 1997; 136 (4): 591- 601.

Bucher, M. 2007. Functional biology of plant phosphate uptake at root and mycorrhiza
interfaces. New Phytologist, 173 (1): 11-26.

54


http://aplicacionesbiblioteca.udea.edu.co:2063/science/article/pii/S1360138508001994
http://aplicacionesbiblioteca.udea.edu.co:2063/science/article/pii/S1360138508001994

Cavagnaro, T.R.. The role of arbuscular mycorrhizas in improving plant zinc under low soil
zinc concentrations: a review. Plant soil, 2008; 304 (1): 315 - 325.

Clark, C.A., Zobel, R.W. and Zeto, S.K.. Effects of mycorrhizal fungus isolates on mineral
acquisition by of Panicum virgatum in acidic soil. Mycorrhiza, 1999; 9 (3): 167-196.

Cox, G. and Sanders, F.. Ultrastructure of the host-fungus interface in a vesicular-
arbuscular mycorrhiza. New Phytologist. 1974; 73 (5): 901-912.

Egerton-Warburton, L.M. Querejeta, J.I. and Allen, M.F.. Common mycorrhizal networks
provide a potential pathway for the transfer of hydraulically lifted water between plants.
Journal of Expimental Botany, 2007; 58 (6): 1473-1483.

Entry, J.A., Rygiewicz, P.T., Watrud, L.S. and Donnelly, P.K.. Influence of adverse soil
conditions on the formation and function of Arbuscular mycorrhizas. Advances in
Environmental Research, 2002; 7 (1): 123 - 138.

Finlay RD Ecological aspects of mycorrhizal symbiosis: with special emphasis on the
functional diversity of interactions involving the extraradical mycelium. Journal
Experimental Botany, 2008; 59 (5): 1115-1126.

Friese CF and Allen MF 1991 The spread of VA mycorrhizal fungal hyphae in the soil:
inoculum types and external hyphal architecture. Mycologia, 83 (5): 409-418.

Gao Y, Li Y, Xiuxia Y, Haijun L, Qirong S. et &al., 2010 Ammonium nutrition increases
water absorption in rice seedlings (Oryza sativa L.) under water stress. Plant Soil, 331 (1):
193-201.

Genre A, Chabaud M, Balzergue C, Puech-Page’s V, Novero M. et &l.,. Short-chain chitin
oligomers from arbuscular mycorrhizal fungi trigger nuclear Ca2+ spiking in Medicago
truncatula roots and their production is enhanced by strigolactone. New Phytologist, 2013;
198 (1):190-202.

Genre, A., Chabaud, M., Timmers, T., Bonfante, P. and Barkerb, D. 2005. Arbuscular
Mycorrhizal Fungi Elicit a Novel Intracellular Apparatus in M. truncatula Root Epidermal
Cells before Infection. Plant Cell, 17 (12): 3489-3499.

Gianinazzi, S., Gollotte, A., Binet, M.N., Van Tuinen, D. and Redecker, D. 2010.
Agroecology: the key role of arbuscular mycorrhizas in ecosystem services. Mycorrhiza, 20
(8): 519-530.

Gonzélez, G.M., Azcon, A.C., Mooney, M., Valderas, A., MacDiarmid, et al.,.

Characterization of a Glomus intraradices gene encoding a putative Zn transporter of the
cation diffusion facilitator family. Fungal Genetics Biology, 2005; 42 (2): 130-140.

55



Groppa, M. and Benavides, M. Polyamines and abiotic stress: recent advances. Amino
Acids, 2008; 34 (1): 35— 45.

Groppa, M., Tomaro, M., and Benavides, M. Polyamines and heavy metal stress: the
antioxidant behavior of spermine in cadmium- and copper-treated wheat leaves. BioMetals,
2006; 20 (2): 185 — 195.

Gutjahr, C. and Parniske, M. 2013. Cell and developmental biology of the arbuscular
mycorrhiza symbiosis. Annual Review of Cell and Developmental Biology, 29: 593-617.

Gutjahr, C., Radovanovic, D., Geoffroy, J., Zhang, Q., Siegler, H., et al.,. The half size
ABC transporters STR1 and STR2 are indispensable for mycorrhizal arbuscule formation
in rice. Plant Journal, 2012; 69 (5): 906-920.

Gutjahr, C. Phytohormone signaling in arbuscular mycorhizal development. Current
Opinion in Plant Biology. 2014; 20: 26-34.

Guzman, P.R.A., Ferrera, R.C. and Etchevers, J.D. Leucaena leucocephala, a plant of high
mycorrhizal dependence in acid soils. Leucaena Res. Rep. 1988; 9: 69-73.

Habte, M. Soil acidity as a constraint to the application of vesicular-arbuscular mycorrhizal
technology. In: Varma A, Hock B, Zeds, Mycorrhiza - Structure, Function, Molecular
Biology and Biotechnology. Berlin: Springer — Verlag. 1995p. 593 - 603.

Hénsch, R. and Mendel, R.R. Physiological functions of mineral micronutrients (Cu, Zn,
Mn, Fe, Ni, Mo, B, CI). Current Opinion in Plant Biology, 2009; 12 (3): 259-266.

Harinikumar, K.M. and Bagyarai, D.J. 1995. Spread of vesicular arbuscular mycorrhizal
fungal hyphae in soil Department of Agricultural Microbiology, University of Agricultural
Sciences, G.K.V.K. Campus Bangalore — India, p . 560 — 565.

Harley, J.L. and Smith, S.E.. Mycorrhizal Symbiosis. Academic Press. London; 1983. P.
345 — 356

Harrison, M.J, Dewbre, G.R. and Liu, J.A.. A phosphate, transporte from Medicago
truncatula involved in the acquisition of phosphate released by arbuscular mycorrhizal
fungi. Plant cell, 2002; 14 (10): 2413-24109.

Harrison, M.J. and van Buuren, M.A. Phosphate transporter from the mycorrhizal fungus
Glomus versiforme. Nature, 1995; 378: 626—629.

Harrison, M.J. Cellular programs for arbuscular mycorrhizal symbiosis. Curr Opin Plant
Biology,. 2012; 15 (6): 691-698.

Harrison, M.J. Signaling in the arbuscular mycorrhizal symbiosis. Annu. Rev. 2005;

56



Microbiol., 59: 19-42.

Heidari, M. and Karami, V.. Effects of different mycorrhiza species on grain yield, nutrient
uptake and oil content of sunflower under water stress. Journal of the Saudi Society of
Agricultural Sciences. 2014; 13(1): 9-13.

Ho, I. and Trappe, J.M.. Nitrate reducing capacity of two vesicular — arbuscular
mycorrhizal fungi. Mycologia, 1975; 67 (4): 886 — 888.

Hodge, A. 2001. Arbuscular mycorrhizal fungi influence decomposition of but not plant
nutrient capture from, glycine patches in soil. New Phytologist, 151 (3): 725 - 734

Hodge, A., Robinson, D. and Fitter, A.. Are microorganisms more effective than plants at
competing for nitrogen?. Trend in plant Science, 2000; 5 (7): 1360 — 1385.

Horn, R. and Lebert, M.. Soil compactability and compressibility. In: Soane, B. D. and van
Ouwerkerk, C. (eds.). Soil compaction in crop production. Elsevier Science B.V, The
Netherlands, 1994. P. 45-70.

INVAM. International Culture Collection of (Vesicular) Arbuscular Mycorrhizal Fungi.
General life cycle and the structures formed. West Virginia University. 2013; Consultado
17 de Julio 2014, disponible en http://www.invam.caf.wvu.edu

Jaleel CA, Gopi R, Sankar B, Gomathinayagam M and Panneerselvam R. Differential
responses in water use efficiency in two varieties of Catharanthus roseus under drought
stress. Comp. Rend. Biol., 2008; 331 (1): 42-47.

Javot, H., Pumplin, N. and Harrison, M.J. Phosphate in the arbuscular mycorrhizal
symbiosis: transport properties and regulatory roles. Plant Cell Environ., 2007; 30 (3):
310-322.

Kaldorf, M., Schmelzer, E. and Bothe, H.. Expression of maize and fungal nitrate reductase
genes in arbuscular mycorrhiza. Mol plant Microbe Int., 1998; 11 (6): 439 - 448.

Kaufmann, M.R. and Levy. Y. 1976. Stomatal response of Citrus jambhiri to water stress
and humidity. Physiologia plantarum. 38 (2): 105-108.

Kim, Y.B., Kim, S.M., Kang MK, Kuzuyama T, Lee JK, et &l., Regulation of resin acid
synthesis in Pinus densiflora by differential transcription of genes encoding multiple 1-
deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase and 1-hydroxy-2-methyl- 2-(E)-butenyl 4-
diphosphate reductase genes. Tree Physiology, 2009; 29 (5): 737—749.

Kistner C, Winzer T, Pitzschke A, Mulder L, Sato S, et al., Seven Lotus japonicus genes

required for transcriptional reprogramming of the root during fungal and bacterial
symbiosis. The Plant Cell. 2005; 17 (8): 2217-2229.

57


http://www.invam.caf.wvu.edu/

Kogel, K.H.. Compatible Host—microbe Interactions: Mechanistic Studies Enabling Future
Agronomical Solutions. Journal of Plant Physiology. 2008; 165 (1): 1-8.

Lambert, D.H., Baker, D.E. and Cole, H. The role of mycorrhizae in the interactions of
phosphorus with Zinc, Copper, and other elements. Soil Science Society of America. 1979;
43 (5): 976 — 980.

Lei, H., Haishui, Y., Zhenxing, Y., Jianjun, T., Ligen, X. and Xin, C. Arbuscular
mycorrhizal fungal phylogenetic groups differ in affecting host plants along heavy metal
levels. Journal of Environmental Sciences. 2014; 26 (10): 2034 — 2040.

Leigh, J., Hodge, A. and Fitter, A.H.. Arbuscular mycorrhizal fungi can transfer substantial
amounts nitrogen to their host plant from organic material. New phytology. 2009; 181 (1):
199-207.

Levy, Y. and Krikunt, J.. Effect of vesicular — arbuscular mycorrhiza on Citrus jambhiri
water relations. New phytology. 1980; 85 (1): 25— 31.

Lin, Y.F. and Aarts, M.G.. The molecular mechanism of zinc and cadmium stress response
in plants. Cell. Mol. Life Sci. 2012; 69 (19): 3187-3206.

Maldonado, E.G.M., Dewbre, G.R. and Harrison, M.J.A.. Phosphate transporter gene from
the extraradical mycelium of an arbuscular mycorrhizal fungus Glomus intraradices is
regulated in response to phosphate in the environment. Mol. Plant Microbe Interact., 2001,
14 (10): 1140-1148.

Marschner, H. and Dell, B.. Nutrient-uptake in mycorrhizal symbiosis. Plant and Soil,
1994; 159 (1): 89-102.

Matsubara, Y., Harada, H.. Effect of constant and diurnally fluctuating temperatures on
arbuscular mycorrhizal fungus infection and growth of infected asparagus (Asparagus
officinalis L.) seedlings. Journal of the Japanese Society for Horticultural Science. 1996;
65 (3): 565 - 570.

Mendoza L, Wilkens M. and Urzua A. Antimicrobial study of the resinous exudates and of
diterpenoids and flavonoids isolated from some Chilean Pseudogna phalium (Asteraceae)
Journal of Ethnopharmacology. 1997; 58 (2): 85-88.

Ming T, Hui C. Effects of arbuscular mycorrhizal fungi on alkaline phosphorus activities
on Hippophae rhamnoides drought-resistance under water stress conditions. Trees. 1999;
14 (3): 113 - 115.

Miransari, M., Bahrami, H.A., Rejali, F. and Malakouti, M.J.. Effects of soil compaction
and arbuscular mycorrhiza on corn (Zea mays L.) nutrient uptake. Soil y tillage research.

58



2009; 103 (2): 282-290.

Moreira H, Marques, APGC, Rangel AOSS. and Castro PML. Heavy metal accumulation
in plant species indigenous to a contaminated Portuguese site: prospects for
phytoremediation. Water Air Soil Pollut. 2011; 221 (1-4): 377-389.

Mosse B. Effects of different Endogone strains on the growth of Paspalum notatum. Letters
to Nature. 1972; 229: 221 - 223.

Nadal M. and Paszkowski U. Polyphony in the rhizosphere: presymbiotic communication
in arbuscular mycorrhizal symbiosis. Current Opinion Plant Biology. 2013; 16 (4): 473-
479.

Nagahashi G. and Douds DD. Isolated root caps, border cells, and mucilage from host roots
stimulate hyphal branching of the arbuscular mycorrhizal fungus, Gigaspora gigantea.
Mycological Research. 2004; 108 (9): 1079-1088.

Oldroyd G and Downie JA. Nuclear Calcium Changes at the Core of Symbiosis Signaling.
Current Opinion in Plant Biology. 2006; 9 (4): 351-357.

Pacovsky RS. Micronutrient uptake and distribution in mycorrhizal or phosphorus-
fertilized soybeans. Plant Soil. 1986; 95 (3): 379-388.

Parniske M. Arbuscular mycorrhiza: the mother of plant root endosymbioses. Nature
reviews Microbiology 2008; 6: 763 — 775.

Paszkowski U. A journey through signaling in arbuscular mycorrhizal symbioses. New
Phytologist. 2006; 172 (1): 35 — 46.

Perez TJ, Correa A, Azcon AC. and Ferrol N. Transcriptional regulation of host NH+ 4
transporters and GS/GOGAT pathway in arbuscular mycorrhizal rice roots Plant
Physiology and Biochemistry. 2014; 75: 1 — 8.

Powell C.L. Spread of mycorrhizal fungi through soil. New Zealand Journal of Agricultural
Research. 1979; 22 (2): 335 - 339.

Prasad A, Kumar S, Khaliqg A and Pandey A. Heavy metals and arbuscular mycorrhizal
(AM) fungi can alter the yield and chemical composition of volatile oil of sweet basil
(Ocimum basilicum L.). Biology and Fertility of Soils. 2011; 47 (8): 853-861.

Prasad R. Zinc biofortification of food grains in relation to food security and alleviation of
Zinc malnutrition. Research for development. 2010; 98 (10): 1300 — 1304.

Pumplin N. and Harrison MJ. Live-cell imaging reveals periarbuscular membrane domains
and organelle location in Medicago truncatula roots during arbuscular mycorrhizal

59



symbiosis. Plant Physiology. 2009; 151 (2): 809 - 8109.

Querejeta JI, Egerton — Warburton LM and Allen MF. Direct nocturnal water transfer from
oaks to their mycorrhizal symbionts during severe soil drying. Oecologia. 2003; 134 (1):
55-64.

Reinhardt D. Programming Good Relations-development of the Arbuscular Mycorrhizal
Simbiosis. Current Opinion in Plant Biology. 2007; 10 (1): 98-105.

Requena N, Serrano E, Ocdn A. and Breuninger M. Plant Signals and Fungal Perception
During Arbuscular Mycorrhizae Establishment. Phytochemistry. 2007; 68 (1): 33-40

Richardson AE, Barea JM, McNeill AM and Prigent-Combaret C. Acquisition of
phosphorus and nitrogen in the rhizosphere and plant growth promotion by
microorganisms. Plant Soil. 2009; 321 (1-2): 305-3309.

Rillig MC, Field CB and Allen MF. Soil biota responses to long-term atmospheric CO2
enrichment in two California annual grasslands. Oecologia. 1999; 119 (4): 572-577.

Ryan MH and Angus JF. Arbuscular mycorrhizae in wheat and field pea crops on a low P
soil: increased Zn-uptake but no increase in P-uptake or yield. Plant Soil. 2003;250
(2): 225-239.

Saif SR. Soil temperature, soil oxygen and growth of mycorrhizal and non-mycorrhizal
plants of Eupatorium odoratum L. and development of Glomus macrocarpus. Angew.
Botanik. 1983; 57 (1): 143 - 155.

Schenck NC. and Smith GS. Responses of six species of vesicular-arbuscular mycorrhizal
fungi and their effects on soybean at four soil temperatures. New Phytologist. 1982; 92 (2):
193 - 201.

Shestivska V, Adam V, Prasek J, Macek T, Mackova T. Investigation of the antioxidant
properties of metallothionein in transgenic tobacco plants using voltammetry at a carbon
paste electrode. International Journal of Electrochemical Science 2011; 6: 2869-2883.

Siciliano V, Genre A, Balestrini R, Cappellazzo G, deWit PJGM. Transcriptome analysis of
arbuscular mycorrhizal roots during development of the prepenetration apparatus. Plant
Physiology, 2007; 144 (3): 1455-1466.

Smith GS and Roncadori RW. Responses of three vesicular-arbuscular mycorrhizal fungi at
four soil temperatures and their effects on cotton growth. New Phytologist. 1986; 104: 89 -
95.

Smith, S.D. and Read, D.J. Mycorrhizal Symbiosis. 3a ed. Academic Press. New York,
2008. p. 199 -215.

60



Smith SE and Gianinazzi-Pearson V. Physiological Interactions Between Symbionts in
Vesicular-arbuscular Mycorhiza Plants. Ann Rev. Plant Physiology Plant Molecular
Biology, 1988; 39: 221-244.

Sosas RT, Sdnchez NJ, Morales GE and Cortes CF. Interacciones micorrizicas arbusculares
Thichiderma harzianum (Moniliaceae) y efectos sobre el crecimiento de Brachiaria
decumbens (Poaceae). Acta bioldgica Colombiana. 2006; 11 (1): 45 — 54.

Souza LA, Andrade SAL, Souza SCR. and Schiavinato MA. Arbuscular mycorrhiza
confers Pb tolerance in Calopogonium mucunoides. Acta Physiol. Plant. 2011; 34 (2): 523—
531.

Subramanian, K.S. and Charest, C.. Acquisition of N by external hyphae of an arbuscular
mycorrhizal fungus and its impact on physiological responses in maize under drought-
stressed and well watered conditions. Mycorrhiza, 1999; 9 (2): 69-75.

Subramanian, K.S. and Charest, C.. Nutritional growth and reproductive responses on
maize Zea mays L. to arbuscular mycorrhizal inoculation during and after drought stress at
tasselling. Mycorrhiza, 1997; 7 (1): 25-32.

Sukarno, N., Smith, F.A., Smith, S.E. and Scott, E.S. The effect of fungicides on vesicular-
arbuscular mycorrhizal symbiosis. Il. The effects on area of interface and efficiency of P
uptake and transfer to plant. New Phytologist, 1996; 132 (4): 583 - 592.

Takeda, N., Sato, S., Asamizu, E., Tabata, S. and Parniske, M. Apoplastic plant subtilases
support arbuscular mycorrhiza development in Lotus japonicas L., Plant J. 2009; 58(5):
766-777.

Tienda, P.J., Correa, A., Azcon, A.C. and Ferrol, N. Transcriptional regulation of host
NH4+ transporters and GS/GOGAT pathway in arbuscular mycorrhizal rice roots. Plant
Physiology and Biochemistry. 2014; 75: 1-8.

Tinker, P.B.. Soil chemistry of phosphorus and mycorrhizal effects on plant growth. In:
Sanders FE, Mosse B, Tinker PB, la ed. Endomycorrhizas. Academic Press, New York;
1975. P. 353- 371

Toler, H.D., Morton, J.B. and Cumming, J.R.. Growth and metal accumulation of
mycorrhizal sorghum exposed to elevated copper and zinc. Water, Air and Soil Pollution.
2005; 164 (1-4): 155-172.

Toth R and Miller RM. Dynamics of arbuscule development and degeneration in a Zea
mays L. mycorrhiza. American Journal of Botany. 1984; 71 (4): 449-460

61



Vaadia Y. Plant hormones and water stress. Philosophical Transaction of the Royal Society
London. 1976; 273 (927): 513 - 522.

Valeria S, Genre A, Balestrini R, Cappellazzo G, Pierre JMG et al., Transcriptome analysis
of arbuscular mycorrhizal roots during development of the prepenetration apparatus. Plant
Physiology. 2007; 144 (3): 1455-1466.

Van der Heijden MGA, Klironomos JN, Ursic M, Moutoglis P, Streitwolf-Engel R, et al.,.
Mycorrhizal fungal diversity determines plant biodiversity, ecosystem variability and
productivity. Nature. 1998; 396: 69-72.

Van der Heijden MGA and Sanders |. Mycorrhizal Ecology. Ecologycal Studies 157.
Springer ed. London, 2002. p. 245 - 265.

Vierheilig, H. and Pich, Y. 2006. Signalling in arbuscular mycorrhiza: facts and
hypotheses. In: Buslig B, Manthey J Flavonoids in cell function. Kluwer, 12 ed. USA: New
York, pp: 23-39.

Vodnik D, Grcman H, Macek I, van Elteren JT and Kovacevic M. The contribution of
glomalin-related soil protein to Pb and Zn sequestration in polluted soil. Science of the
Total Environment. 2008; 392 (1): 130 — 136.

Wang FY, Lin XG, Yin R. and Wu LH. Effects of arbuscular mycorrhizal inoculation on
the growth of Elsholtzia splendens and Zea may sand the activities of phosphatase and
urease in a multi-metal-contaminated soil under unsterilized conditions. Applied Soil
Ecology, 2006; 31(1-2): 110-1109.

Wang, F.Y., Lin, X.G. and Yin, R.. Inoculation with arbuscular mycorrhizal fungus
Acaulospora mellea decreases Cu phytoextraction by maize from Cu contaminated soil.
Pedobiologia, 2007, 51 (2): 99 — 109

Wang, W., Vinour, B. and Altman, A. 2003. Plant responses to drought, salinity and
extreme temperatures: towards genetic engineering for stress tolerance. Planta, 218 (1): 1-
14,

Yano, K. and Takaki, M.. Mycorrhizal alleviation of acid soil stress in the sweet potato
(Ipomoea batatas(L.) Lam). Soil Biology and Biochemistry, 2005; 37 (8): 1569 -1572.

Zhang, F., Hamel, C., Hormozdyark, K. and Smith, D.L.. Root-zone temperature and
soybean (Glycine max. (L.) merr.) Vesicular-arbuscular mycorrhizae, development and
interactions with the nitrogen fixing symbiosis. Environmental and Experimental Botany,
1995; 35 (1): 287 - 298.

Zhang, H.H., Tang, M., Chen, H., Zheng, C.L. and Niu, Z.C. Effect of inoculation with AM

62



fungi on lead uptake, translocation and stress alleviation of Zea mays L. seedlings planting
in soil with increasing lead concentrations. European Journal of Soil Biology, 2010; 46 (5):
306-311.

CAPITULO 2

63



Identificacion de algunas cepas nativas de hongos formadores de micorrizas
arbusculares asociadas al pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov)
Morrone) Yy su efecto en algunas variables agrondmicas

Resumen

Los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) pueden mejorar el crecimiento
y desarrollo vegetal a través de la translocacion de nutrientes del suelo a la raiz de la planta
hospedera. Sin embargo, la contribucion de los HFMA ha sido poco explorada en plantas
sometidas a altas cantidades de fertilizantes nitrogenados (N) y fosforicos (P) como es el
caso del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov.) Morrone). Planta comdn
en sistemas productivos de lecheria especializada en Colombia. Este estudio tuvo como
objetivo investigar el efecto del asocio de dos HFMA nativos identificados en este pasto y
una cepa conocida Rhizophagus manihotis cuando se evaluaron a diferentes niveles de N y
Py su efecto en variables del pasto como la produccién de materia seca, relacién hoja tallo
y altura de la planta. En este trabajo fueron se encontradas dos especies de HFMA en
potreros de pasto kikuyo en algunas provincias de Antioquia, Colombia; Rhizophagus
intrarradices y Rhizophagus fasciculatus. En cuanto al comportamiento de las variables de
crecimiento, como la altura de la planta y produccién de materia seca, hubo un efecto
significativo (P<0,05) cuando se conjugaron todos los niveles de N, P y HFMA; para la
variable agrondmica relacion hoja/tallo hubo un efecto significativo en todos los
tratamientos, sin embargo, tras un andlisis candnico discriminativo se encontré que los
tratamientos que involucran dosis intermedias de N25%, P25% y el HFMA nativo
Rhizophagus fasciculatus, no son necesarios tenerlos en cuenta dentro de una
recomendacion de fertilizacion para mejorar cada una de las variables de crecimiento. El
uso de HFMA de las cepas Rhizophagus intrarradices y Rhizophagus manihotis junto con
una buena nutricién vegetal a base de N y P mejoran algunas variables agronémicas en el
pasto kikuyo.

Palabras claves: Hongos formadores de micorrizas arbuscualres, fertilizacion, pasto
kikuyo, variables agrondmicas.

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 translocacién 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
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comudn 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 lecheras (Carulla et al.,
2004; Bargo et al., 2003) en las zonas del tropico alto de Colombia donde se encuentra
establecido. Sin embargo, el tipo de fertilizante y la calidad del suelo limitan la absorcién
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. EIl objetivo del siguiente
trabajo es identificar algunos HFMA asociados a praderas de kikuyo en algunos municipios
de la region alta de Antioguia, Colombia y evaluar como es el rendimiento a través de
algunas variables agrondmicas de los HFMA con diferentes aplicaciones de fertilizantes
nitrogenados Yy fosféricos.

Materiales y métodos

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. 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 algun tipo de simbiosis con las raices de la planta (Barea et al., 2005;
Chopra et &l., 2007). Con el fin de evitar errores en las esporas seleccionadas como nativas
de estos suelos, la muestra se tomd de lotes que no estuvieron bajo ningun manejo
agrondmico, cercanos a bosques y donde el pasto kikuyo mostré un buen crecimiento. Cada
muestra fue de cinco kilogramos 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.

Extraccién de cepas de hongos formadores de micorrizas arbusculares del suelo: Para
la extraccion de las micorrizas se emple6 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 mmy 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 agité durante una hora, con la
finalidad de liberar las esporas en los agregados del suelo (Habte y Osorio, 2001). La
suspension de suelo se pasé sobre una serie de tamices de las siguientes dimensiones (120,
106, 80, 63 y 53 pum), agrupados en pila de mayor a menor malla de arriba hacia abajo,
guedando en la parte inferior va 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
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fondo del tubo, el material restante queda en suspension; este material que es el
sobrenadante se eliminé y luego se agregd 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 osmotico (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
morfolégicamente usando los siguientes criterios: tamafio 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 procediéo a su
multiplicacién 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).

Tincién de raices y determinacién del porcentaje de colonizacién: EI método utilizado
para este procedimiento fue el propuesto por (Phillips y Hayman 1970; Sieverding, 1984),
el cual requiere el montaje de raices tefiidas en portaobjetos para ser evaluadas en
microscopio optico. La tincion de raices se realiz6 a través de los siguientes pasos: a)
clareo, b) blangqueo, c) acidificacion, d) tincién y e) decoloracion. El porcentaje de
colonizacion se medio a partir de 10 fragmentos de aproximadamente 1 cm de longitud de
raiz tefiida, seleccionados al azar; se registro la presencia de estructuras propias de HFMA
por cada campo Optico de observacion microscopica, con un aumento equivalente a 400X.
La tincion de raices se realiz6 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
acetico glacial (5ml) durante 10 minutos y luego se lavaron dos veces con agua corriente.

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

5. Se dej6 enfriar y se lavo dos veces con agua destilada.

6. Se agregd HCl al 1% y se dejé 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 0,05%, 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:
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# intersectos micorrizados

% de Colonizacioén = - x 100
# de intersectos observados

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

Multiplicacion de cepas: Se us6 como medio de cultivo para la esporulacién 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 proporciéon 2:1:0,5
respectivamente desinfectada en autoclave (Molina, 2008) a 120 °C durante 15 minutos. La
multiplicacién de las esporas se realiz6 en potes plasticos con orificios en la parte inferior
para permitir la salida de agua (Habte y Osorio, 2001). El pasto se dejé 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 cort6
dejando solamente el suelo con las esporas de los HFMA y raices de la planta (Habte y
Osorio, 2001).

Seleccion semilla de pasto kikuyo: Se obtuvo semilla sexual de pasto kikuyo maduro de
los lotes de las fincas donde se seleccionaron las muestras de suelo; estas semilla se usaron
para multiplicar las esporas de los HFMA y para montar el ensayo objetivo del estudio.

Siembra de pasto kKikuyo: Se realizo en potes plasticos de dimensiones de 16 cm de alto x
8 cm de diametro, previamente esterilizados en autoclave a 120°C durante 15 minutos, los
cuales contenian suelo tomado de los diferente municipios, donde se colocaron 5 semillas
sexuales de pasto kikuyo y cuatro gramos de inocul6 de cada una las cepas de los hongos
gue hacen parte del estudio con las dosis de fertilizante segun los tratamientos véase (figura
1).

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

Fertilizacion nitrogenada, fosforica y HFMA: Para la fertilizacion nitrogenada de 100%
se empleod la maxima dosis reportada por (Dianelis et al., 1994), de 400 kg N/ha/afio o 50
kg N/ha/afio/corte en pasto kikuyo, usando como fuente urea grado (46-0-0); el 100% de la
dosis del fertilizante fosforico fue de 200 kg P/ha/afio 0 25 kg P/ha/corte (Dianelis et &l.,
1994), usando como fuente roca fosforica (31,59% P20s y 39,34% Ca0). Se ajusto la dosis
de cada elemento por
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Fertilizante nitrogenado (0%, 25%, 50%, 100%)

N\ 1 1 /

] ) HFMA HFMA
Sin HFMA HFMA Nativo Nativo 2 Conocido

N | 7

Fertilizante fosférico (0%, 25%, 50%, 100%)

Figura 1. Asignaciéon de los diferentes tratamientos con los respectivos niveles de N,
HFMA y P empleados en el estudio.

hectarea al area de cada unidad experimental, cada elemento se aplic6 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 Ca 'y P (Tabla
1), antes del establecimiento del pasto en este suelo se le aplico a cada pote cal dolomita a
razon de 2000 kg/ha.

Disefio experimental: Se empled un disefio de clasificacion experimental completamente
aleatorizado mediante arreglo factorial (4 #**) asimétrico de tipo balanceado, efecto fijo, de
medidas repetidas en el tiempo, donde se evaluaron las variables produccién 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 méaxima verosimilitud para la comparacion del efecto de los tratamientos, suplementado
con analisis de tipo unidimensional que tiene como objetivo establecer los estadisticos:
media aritmética, desviacion tipica y coeficiente de variacion.
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Tabla 1 Propiedades fisico quimicas basicas del suelo usado para el ensayo

Parametro Valor Unidad
Arena 68 %
Limo 10 %
Arcilla 22 %
Clase FArA

pH 45
Materia Orgénica 14 %
Al 1,6 cmolc kg
Ca 0,57 cmolc kgt
Mg 0,25 cmolc kg
K 0,22 cmolc kgt
P 5 mg kg!
S 3 mg kg*
Fe 576 mg kg!
Mn 5 mg kg*
Cu 1 mg kg!
Zn 3 mg kg*
B 0,61 mg kg!
N-NOs 55 mg kg*
N-NO4 43 mg kgt
Diagrama

P4 N4  HFMA®)
N\ N\ e

Modelo clasificacion experimental

Yijsk = u + Pi + Nj + HFMAs + PNij + PHFMAis + NHFMAjs + PNHFMAijs + eK(ijs)

Donde
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U: Media poblacional

Pi: i-ésima observacion del efecto del fésforo

Nj: i-ésima observacion del efecto del nitrogeno

HMFAs: i-esima observacion del efecto de los hongos formadores de micorrizas

PNij: i-ésima observacion del efecto combinado del fosforo y el nitrégeno

PHFMAIs: i-esima observacion del efecto combinado del fésforo con los hongos
formadores de micorrizas

NHFMAjs: i-esima observacion del efecto combinado del nitrégeno con los hongos
formadores de micorrizas

PNHFMAIjs: i-esima observacion del efecto combinado del fésforo y el nitrogeno con los
hongos formadores de micorrizas

Ek(ijs): Error experimental

Factores experimentales:

Factor 1: fertilizacion fosforica (P20s) con cuatro niveles (0%, 25%, 50%,100%)

Factor 2: fertilizacion nitrogenada (N) con cuatro niveles (0%, 25%, 50%,100%)

Factor 3: hongos micorricicos (HFMA) con cuatro niveles (sin micorrizas, dos cepas de
hongos nativas y una cepa de hongo conocida)

Tratamientos:
Se implemento 64 tratamientos con cinco repeticiones por tratamiento para un total de 320
unidades experimentales.

Unidad experimental:
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.

Variables experimentales:

Produccién de materia seca

Relacion hojas/tallos (RHT1, RHT 2)

Altura de las plantas (Alt 1, Alt 2, Alt 3, Alt 4, Alt 5, Alt 6)

Variables a medir: En el pasto se determino el porcentaje de materia seca segin (AOAC,
1990) y produccion de este por medié de aforos de cada uno de los potes (Estrada, 2001).
Las variables agrondmicas que se determinaron fueron la altura de las plantas, la relacion
hojas/tallos. La altura de las plantas se midié en centimetros, seleccionando tres plantas y
midiéndolas con una regla de centimetros el desde suelo hasta el punto mas alto de la hoja
bandera sin estirarla y sin tener en cuenta la inflorescencia cada 15 dias (Toledo, 1982). La
relacién hojas/tallos 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
informacidn (tallos u hojas, muestra N°, tratamiento y repeticion) y pesandolo en verde.

Periodo de corte: Cada 35 dias cuando su desarrollo vegetativo formé la cuarta y quinta

hojas bien desarrolladas el pasto se cosechd (Mendo et al., 2000; Chopra et al., 2007). Se
cosechd a una altura de 10 cm (Swanepoel et al., 2013).
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Resultados

Densidad de esporas en diferentes suelos establecidos en pasto kikuyo: Se
seleccionaron tres lotes establecidos eb pasto kikuyo en cuatro municipios localizados en
tropico de altura en Antioquia, Colombia. En la determinacion de la densidad de esporas se
obtuvo promedios entre 73,56 y 87 esporas/100 g de suelo y porcentajes promedios de
colonizacion de 33,79% vy 45,33%. ElI municipio donde se encontré6 mayor numero de
espora fue Santa rosa de Osos y en el que se hayd mayor porcentaje de colonizacion fue
Entrerrios (Tabla 1).

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

Municipio Esporas? Colonizacion®
San Pedro de los Milagros 73,56 £10,71 37,73 % + 11,53
Entrerrios 78,83+ 20,48 45,33 % + 4,74
Santa Rosa de Osos 87 + 13,50 36,93 % + 15,30
La Union 79,44 + 13,64 33,79 % + 13,64

4NUmero de esporas en 100 gramos de suelo
b Porcentaje de colonizacion (Giovannetti and Mosse, 1980).

Identificacién de las esporas nativas

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 2 y 3 respectivamente.
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Figura 2. Espora nativa 1. Imagen 2(a). Espora que se observé de color amarillo marron en
un aumento de 40x, de forma globosa, subglobosa, se presenté con mayor distribucién 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 células. Caracteristicas que permiten clasificar
la especie como Rhizophagus intraradices (INVAM, 2015; BEG, 2015; Schenck y Sm,
1982).

Figura 3. Espora nativa 2 en aumento de 40x 3(a) Esporas caracterizadas por su variacion
de color amarillo pélido a amarillo palido marrén, tamafio distribuido en mayor namero
entre 83 y 110 um, con forma globosa a subglobosa. Imagen 3(b). Espora con tres paredes
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L1, L2 y 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 determind 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 relacién 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 TonMSxha. 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.

Analisis canonico discriminativo

A partir del analisis candnico discriminativo se predijo las correlaciones entre las variables
dependientes de crecimiento y produccion del pasto con los variables independientes
niveles de N, P y HFMA (Figura 4); analisis que permitid seleccionar los mejores niveles
de los tratamientos. De acuerdo a la interaccion mdaltiple de las tres variables
independientes, los niveles de los tratamientos N 25%, P.0Os 25% Yy Rhizophagus
fasciculatus no explicaron las variables de crecimiento y produccion de pasto kikuyo en el
estudio, cuando se comparon con los demas niveles de los tratamientos; ademas, los niveles
de fertilizacion del 25% (100 kg N ha/afioy 50 kg P2Os/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.

73



Can?

4
T47*
3
Ti5*
Tig*
27 . T23*
T4 T]B* T3t
T3*
11 T 120* Taz2® Ta7+ 1397
Te T4 Ti2® e
T6* .
T37* T29:T3* 2 1.
1 T T10* - T2% *T46
T41* =T 45
T24% T4s T31® 1721
-1 T1* 125+ T30* TiE®
T7* T4az* . T5®
Tage T187 T2
g Taax
-2 Tg*
T36*
=31
T T T T T T T T T T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2

Canl

Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-2 T2: 1-3-4 T3: 2-3-3 T4:3-3-2 T5:4-2-3 T6:1-1-2 T7:1-4-1 T8:2-3-4 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
T21:1-2-1 T22:2-2-1 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-
2-3T32: 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 T43:4-2-1 T44:1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47:4-2-2.

Figura 4. Mejores niveles segun analisis candnico para el tratamiento de la interaccion de
todos los niveles de HFMA (M), nitrégeno (N) y fosforo (P2Os).

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%

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
5).
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Figura 5. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA
(M), nitrégeno (N) y fésforo (P2Os). 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 produccién de MS/ha/afio (Figura 6) y la RHT 2 con el contenido de MS (Figura 7);

fueron las relaciones que permitieron observar los mejores niveles de los tratamientos para
las variables de crecimiento y produccién del pasto kikuyo en estudio.
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Figura 6. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA
(M), nitrégeno (N) y fésforo (P20Os). 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.Os: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%
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Tratamiento (M-N-P): T1: 1-1-1 T2:1-3-4 T3:2-3-3 T4:3-3-2 T5:4-2-3 T6:1-1-2 T7:1-4-1 T8:2-3-4 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: 1-2-1 T22:2-2-1 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-
2-3T32: 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 T43:4-2-1 T44:1-3-2 T45:2-3-2 T46:3-3-1 T47:4-2-2.

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 P2Os: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%

Discusion

Al evaluar algunas variables de crecimiento se encontr6 la importancia de combinarla
fertilizacion nitrogenada y fosfdrica con la presencia de algunos microorganismos del suelo
como los HFMA. Nutrientes como el N y P son limitantes para el crecimiento de la planta
(Vance et al., 2000); sin embargo, microorganismos como los HFMA tuvieron la
posibilidad no solo movilizar P sino que juegaron también un papel importante en la
movilizacién de N, tal como lo indicaron estudios previos donde los HFMA podian
movilizar hasta un 32% de N disponible en la solucion del suelo y entregarlo a la planta
para todos sus procesos fisioldgicos, entre ellos el crecimiento y desarrollo de estructuras
vegetativas (Leigh et &l., 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, se 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
inhibicidn 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 dependientes (HFMA, N y P)
unidas afectaron significativamente el crecimiento de las plantas en las primeras medidas,
lo cual se atribuy6 a la transcision 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 produccién 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 calidas, desérticas y hasta
en climas tropicales (Blaszkowski et al., 2002; Dalpe, 1989; Talukdar y Germida, 1993;
Blaszkowski y Czerniawska, 2006). R. intraradices es una especie de HFMA que se ha
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encontrado en la rizosfera de pastos familiares del pasto kikuyo como es mijo perla
(Pennisetum glaucum (L) R. Br.) (Tidjane et &l., 1999). Ambas especies se pueden
confundir facilmente con especies como Rhizophagus 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 produccion de biomasa, por tanto,
afecto 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 con R. Intraradices. Otros estudios evaluaron Rhizophagus fasciculatus en la
especie (Pennisetum glaucum (L) R. Br.) encontrando, que mejora significativamente la
produccién de materia seca y la absorcion de nutrientes de esta planta (Mahesh et al.,
2010). Segun los resultados resportados por otros autores dejan claro que cualquiera de las
dos especies de HFMA halladas en el estudio pueden llegar a mejorar absorcién 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

e EIl manejo del pasto kikuyo fertilizado con niveles de nitrogeno de 0, 200 y 400 kg
N /ha/afio en combinacion con niveles de P20s de 0, 100 y 200 kg P20s ha/afio y
HFMA Rhizophagus intrarradices aument6 significativamente en algunas variables
agrondmicas en este tipo de pasto.

e El pasto kikuyo es una especie que se encuentra ampliamente difundida en zonas de
tropico alto de Colombia, donde las tasas de aplicacion de fertilizantes nitrogenados
pueden generar algunos riesgos de contaminacion del medio ambiente y un aumento
en los costos de produccidn. Por tanto, una aplicacion de HFMA puede optimizar la
produccion de pasto kikuyo bajo un modelo de manejo de fertilizantes quimicos en
bajas cantidades junto con la aplicacién de fertilizantes organicos en lecherias de
manejo intensivo del tropico alto.

e La identificacion de la especie de HFMA asociada al pasto kikuyo en condiciones
tropicales, requiere mas estudios apoyados por la biologia molecular; ya que la sola
observaciéon de las caracteristicas morfologicas de las especies halladas, puede
generar confusion con otras especies que también se presentan en suelos tropicales
asociados a otros tipos de pasturas.
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Tabla 3. Cuadrados medio para cada una de las variables agronomicas determinadas en pasto kikuyo

Fuentede D Type CM CMAIt CM CM CM CM CM CM CM CM
variacion F i Alt 1 2 Alt 3 Alt 4 Alt5 Alté RH RHT2 %MS TonMSx
SS T1 ha
N 3 7,460 2,486* 2,891 5,434 11,591 17,799* 2,828 0,28 21,460* 73,362* 3,116**
* * * *
P 4 5733 1,433* 18,319* 11,971 29885 8,140 23,740 0,44 3,759* 15,649* 2,958**
* *
N*P 9 10,68 1,187 2,827 9,827 21,078 5,666 20,888 0,91 19,465* 15746* 2,467**
2 * *
HFMA 3 9,147 3,049* 16,994* 183,426 312,381 7,061 45708 1,00 7,935** 5258*  0,351*
* * ** **
N*HFMA 9 28,23 3,177 10,823* 11,024 16,171  8,863* 27,033* 0,80 4,233** 9,315** (,522**
4 *
P*HFMA 9 7,064 0,785 5,933* 13,493* 31,278* 11,967* 12,669 0,85 10,316* 6,534** 0,249**
* *
N*P*HFM 26 23,80 0,916* 3,559 8,065 11,935 4946  23,339* 0,71 10,305* 1,915 0,452**
A 9 * *

* Diferencias significativas (P<0,05), ** Diferencias altamente significativas (P>0,01).

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

Alt 1 Alt 2 Alt 3 Alt 4 Alt 5 Alt 6 RHT 1 RHT 2 | % MS TonMSx ha
Alt 1 1,000 0,704** |0,397** |0,320** | 0,004 -0,005 0,035 0,128** | 0,050 0,049
Alt 2 0,704** | 1,00 0,500** 10,479** 0,019 0,0001 0,060 0,209 0,092 0,089
Alt 3 0,397** | 0,500** | 1,000 0,992** |-0,011 -0,045 0,004 0,165 -0,002 | 0,096
Alt 4 0,319 0,479** |0,992** | 1,000 -0,017 0,045 0,004 0,165* |-0,002 | 0,096
Alt5 0,004 0,019 -0,011 -0,017 1,000 0,277 0,004 -0,051 |-0,043 |-0,034
Alt 6 -0,005 | 0,001 -0,046 -0,044 0,278** 1,000 0,126 -0,131 | -0,029 | 0,023
RTH1 0,035 0,060 0,004 0,003 0,004 0,126 1,000 0,073 0,100 0,036
RTH 2 0,127 0,209 0,165* 0,163* -0,051 -0,131 0,073 1,000 0,128 0,164*
% MS 0,050 0,092 -0,002 -0,004 -0,043 -0,024 0,101 0,129 1,000 -0,040
TonMSx 0,049 0,089 0,096 0,100 -0,034 0,023 0,036 0,165* | -0,040 | 1,000
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[ha | | | | | | |

* Diferencias significativas (P<0,05), ** Diferencias altamente significativas (P>0,01).
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Capitulo 3



Respuesta del pasto kikuyo (Cenchrus clandestinum (Hochst. ex Chiov.) Morrone) a la
inoculacién con hongos micorricicos y a diferentes niveles de nitrégeno y fésforo en
algunas variables bromatoldgicas y caracteristicas del suelo

Resumen

El pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov.) Morrone), es una de las
gramineas predominante en el tropico alto Colombiano, su rapida forma de propagacion y
calidad nutricional han permitido que este pasto sea comun en sistemas de produccién de
lecheria especializada, lo que indica que es un pasto que debe ser sometido a programas de
manejo que involucran planes fertilizacion quimica basados en nitrégeno (N) y fosforo (P),
los cuales son costosos y ponen en riesgo el medio ambiente. Con el objetivo de plantear
nuevas alternativas en el manejo ecolégico de las praderas de pasto kikuyo se evalud el
efecto de los hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) bajo diferentes
niveles de fertilizacion nitrogenada y fosforica en el procentaje de materia seca (MS%),
concentracion de energia bruta (EB) y el contenido mineral de calcio (Ca%) y P(%) del
pasto kikuyo. Para ello se emplearon dos especies de HFMA Rhizophagus intrarradices y
Rhizophagus manihotis sometidos a diferentes de niveles de nitrégeno 0 kg N/ha/afio (0%),
200 kg N/ha/afio (50%) y 400 kg N ha/afio (100%) y fésforo 0 kg P/ha/afio (0%), 100 kg
P/ha/afio (50%) y 200 P/ha/afio (100%). Los resultados indican que los HFMA no afectaron
(P>0,05) las variables de calidad del forraje analizadas, sin importar el tipo de HFMA
empleado, sin embargo especies como Rhizophagus intrarradices pueden ser més eficientes
en la toma de elementos del suelo como el N y el P ya que es un hongo que se encuentra
adaptado a las condiciones bajo las cuales esta establecido el pasto kikuyo. El uso de
HFMA en los planes de fertilizacion de praderas de pasto kikuyo permite mejorar algunas
de las variables bromatoldgicas del pasto kikuyo, reduciendo la aplicacion de N y P los
cuales son minerales que aplicados en grandes cantidades, afectan el costo de sostenimiento
de las praderas y pueden causar algun tipo de dafio al medio ambiente.

Palabras claves: Calcio, colonizacion, energia bruta, fosforo, proteina cruda.

Introduccion

El uso de fertilizantes quimicos con el fin de mejorar la fertilidad de los suelos, la
productividad y calidad de los cultivos, a menudo ha afectado el complejo sistema de los
ciclos biogeoquimicos de forma negativa (Perrott et al., 1992; Steinshamn et al., 2004),
causando la lixiviacion y escorrentia de nutrientes, especialmente nitrégeno (N) y fésforo
(P), lo cual conduce a una degradacién del medio ambiente (Tilman 1998; Gyaneshwar et
al., 2002). No obstante la pérdida de nutrientes no solo causa dafios ambientales sino que
hay un impacto negativo en la planta ya que parte del fertilizante aplicado no es por esta
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cuando se aplica en grandes cantidades afectando su crecimiento y calidad composicional.
En la ultima década el numero de publicaciones cientificas tratando de encontrar una mejor
eficiencia con el uso de microorganismos del suelo para la toma de nutrientes aplicados y
diponibles en el suelo para la planta ha ido en aumento (Adesemoye y Klopper, 2009).
Dentro de esos microorganismos se encuentran los hongos formadores de micorrizas
arbusculares HFMA, microorganismos que tienen la capacidad de influir en el crecimiento
de las plantas, la toma de agua y el contenido de nutrientes de estas (Ames et &l., 1983;
Barea et al., 2002; Giovanneti et al., 2006), lo anterior dado la capacidad que tienen las
hifas de los HFMA de tomar N y P y llevarlo a la planta (Aseri et al., 2008). En Colombia
el pasto kikuyo (Cenchrus clandestinus (Hochst. ex Chiov) Morrone), es una planta de gran
importancia en sistemas pecuarios de produccion de leche de tropico alto (Osorio 2004;
Correa et al., 2011), dado que es una planta de crecimiento sumamente agresivo (Estadra,
2001), siendo un pasto que requiere altos niveles de fertilizacion quimica para lograr
grandes producciones de biomasa y producir forrajes de calidad para alimentar las vacas
lecheras. La fertilizacion con N recomendada para este tipo de explotaciones fluctua entre
50 y 70 Kg de nitrogeno por hectarea por pastoreo, lo que implica al menos 400 kg
N/ha/afio (Echeverri et &l., 2010). Dosis que afecta no solo el costo de los fertilizantes si no
también la contaminacion del medio ambiente (Echeverri et al., 2010), lo anterior obliga a
buscar estrategias en el manejo de la fertilizacion del pasto kikuyo; una de estas estrategias
es el uso de los HFMA. Debido a esto, el objetivo de esta investigacion fue determinar la
calidad composicional del pasto kikuyo mediante algunas variables bromatoldgicas cuando
se aplica diferentes dosis de fertilizantes nitrogenados y fosforicos en asocio con los HFMA
y el efecto de estos Gltimos en la absorcion de nutrientes como el P disponible en el suelo.

Materiales y métodos

Muestreo de suelos: Se seleccionaron muestras de suelo y pasto de cuatro zonas
representativas por la produccién de leche bajo pasto kikuyo del departamento de Antioguia
(San Pedro de los Milagros, Entrerrios, Santa Rosa de Osos y La Union). 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 algln tipo de simbiosis con las raices de la planta (Barea et al., 2005;
Chopra et &l., 2007). Con el fin de evitar errores en las esporas seleccionadas como nativas
de estos suelos, la muestra se tom6 de lotes que no estuvieron bajo ningdn manejo
agronémico cercano a bosques y donde el pasto kikuyo mostré un buen crecimiento. Cada
muestra fue de cinco kilogramos de suelo de cada uno de los sitios de muestreo (tres fincas
por municipio); estas fueron llevadas al laboratorio de suelos de la Universidad Nacional,
Sede Medellin y al laboratorio de pastos y forrajes de la Universidad de Antioquia para el
andlisis de suelos y la extraccion de los HFMA respectivamente.

Extraccion de cepas de hongos formadores de micorrizas arbusculares del suelo: Para
la extraccion de la micorrizas se empled el suelo rizosférico comprendido entre los
primeros 20 cm de profundidad de las raices (Dodd y Thomson, 1994). Submuestra de 100
a 200 g de suelo seco al ambiente bajo sombra se pasaron a través de un tamiz de dos (2)
mm y luego fueron transferidas a un beaker con un litro de agua destilada para
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humedecerlas durante 30 minutos antes de extraer las esporas; la muestra con agua se dejé
agitar durante una hora con la finalidad de liberar las esporas en los agregados del suelo
(Habte y Osorio, 2001). La suspension de suelo se pasé 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, donde en la parte inferior va el tamiz méas fino; el material que
quedo 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 elimind y luego se agregd una solucion del 50% de sacarosa y
centrifugd nuevamente a 2000 rpm durante tres minutos. Las esporas quedaron en el
sobrenadante y algunas esporas en suspension para separar las esporas de la solucién se
pasaron por papel filtro, luego estas 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 visualizarlas en estereomicroscopio; alli fueron separadas
morfolégicamente usando las siguientes caracteristicas: tamafio de la espora, color, textura
de la superficie, configuraciéon de la pared de la espora y anatomia de la espora (Sylvia,
1999). Luego de agrupar los morfotipos por las caracteristicas comunes se procedio a su
multiplicacién para posterior identificacion para lo cual se emple6 la informacion
disponible en 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 de porcentaje de colonizacion: EI método utilizado
fue el propuesto por (Phillips y Hayman 1970; Sieverding, 1984), el cual requiere el
montaje de raices teflidas en portaobjetos para ser evaluadas en microscopio Optico. La
tincion de raices se realizO a través de los siguientes pasos: a) clareo, b) blanqueo, c)
acidificacion, d) tincion y e) decoloracién. El porcentaje de colonizacion se medié a partir
de 10 fragmentos de aproximadamente 1cm de longitud de raiz tefiida, seleccionados al
azar, y se registro la presencia de estructuras propias de HFMA por cada campo 6ptico de
observacion microscopica, con un aumento equivalente a 400X. La tincion de raices se
realizd en el laboratorio de pastos y forrajes de la Universidad de Antioquia, a travées del
siguiente protocolo:

1. Las raices se fraccionaron en trozos de aproximadamente 1 cm de longitud de 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
acetico glacial (5ml) durante 10 minutos y se lavaron dos veces con agua corriente.

3. Se Aplicé KOH al 10% vy se calentaron al bafio de maria por 5-20 minutos aantes de
llevarlas a la autoclave para decolorarlas (extraccion de taninos). Donde se establecié un
tiempo de 6 minutos.

4. Se dej6 enfriar y se lavo dos veces con agua destilada.

5. Se agregd HCl al 1% y se dejé por 5 minutos (para neutralizar el efecto de la base).
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6. Las raices se lavaron dos veces con agua corriente, y luego se les adicion6 azul de tripan
al 0,05% y se dejé actuar de 4- 8 horas.

7. Para el proceso de decoloracion de las raices se les adicion6 lactoglicerol dejando actuar
por varias horas.

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

# intersectos micorrizados

% de Colonizacién = - x 100
# de intersectos observados

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

Multiplicacidn de cepas: Se usé como cultivo para la esporulacion el kikuyo (Cenchrus
clandestinum (Hochst. ex Chiov.) Morrone) con el objetivo de que se multiplicaran las
esporas de los HFMA que forman simbiosis con este pasto. El sustrato que se uso es 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 realiz6 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
fosforita Huila; luego de las 8 semana se disminuy0 la aplicacion de agua hasta dejar el
suelo con un contenido de humedad alrededor del 5% o menos; después la planta se cortd
dejando solamente el suelo con las esporas de los hongos micorricicos y raices de la planta
(Habte y Osorio, 2001).

Seleccién semilla de 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.

Siembra de pasto kikuyo: Se realizd en potes plasticos de dimensiones de 16 cm x 8 cm
de didmetro, los cuales contenian suelo tomado de los diferente municipios, esterilizado en
autoclave a 120°C durante 15 minutos, cinco 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 segln los tratamientos (Figural)
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Figura 1. Asignacion de los diferentes tratamientos empelados en el estudio

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

Fertilizacion nitrogenada, fosforica y HFMA: Para la fertilizacion nitrogenada de 100%
se empled la maxima dosis reportada por (Dianelis et al., 1994) de 400 kg N/ha/afio o0 50 kg
N/ha/Corte en pasto kikuyo, usando como fuente urea grado (46-0-0) y el 100% de la dosis
del fertilizante fosforico fue de 200 kg P/ha/Corte o 25 kg P/ha/Corte (Dianelis et Al.,
1994), usando como fuente roca fosférica (31,59 P20s y 39,34 CaO). Se ajusto la dosis de
cada elemento por hectarea al area de cada unidad experimental, cada elemento se aplicé 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; este suelo se caracterizO por presentar un bajo pH, alta
cantidad de Al, baja cantidad de Ca y P (Tabla 1); antes del establecimiento del pasto en los
potes a este suelo se le aplicd Cal dolomita en dosis de 2000 kg/ha.
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Tabla 1 Propiedades fisico quimicas basicas del suelo usado para el ensayo

Parédmetro Unidad Valor
Arena g Kg' 68
Limo g Kg' 10
Arcilla g Kg' 22
Clase FArA

oH 45
Materia Orgénica g Kg? 14
Al cmolc Kgt 1,6
Ca cmolc Kgt 0,57
Mg cmolc Kgt 0,25
K cmolc Kgt 0,22

P mg Kg* 5

S mg Kg'* 3
Fe mg Kg* 576

Mn mg Kg'* 5

Cu mg Kg* 1

Zn mg Kg'* 3
B mg Kg* 0,61
N-NO3 mg Kg'* 55
N-NO4 mg Kg*! 43

Disefio experimental: Se empled un disefio de clasificacion experimental completamente
aleatorizado mediante arreglo factorial (3 ") asimétrico de tipo balanceado, efecto fijo, de
medidas repetidas en el tiempo donde se evaluo las variables produccion de materia seca y
variables de crecimiento como relacion hojas/tallos, altura de las plantas en cada corte. Se
incorpor6 la técnica MANOVA con contraste candnico ortogonal determinando via
maxima verosimilitud para la comparacion del efecto de los tratamientos, suplementado
con andlisis de tipo unidimensional que tiene como objetivo establecer los estadisticos

media aritmética, desviacion tipica y coeficiente de variacion.

Diagrama

/ u \
P(3) N(3) HFMA(3)
\ —\ /
€
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Modelo clasificacién experimental

Yijsk = u + Pi + Nj + HFMAs + PNij + PHFMAis + NHFMAjs + PNHFMAijs + eK(ijs)

Donde

U: Media poblacional

Pi: i-esima observacion del efecto del fosforo

Nj: i-esima observacion del efecto del nitrdgeno

HFMAS: i-esima observacion del efecto de los hongos formadores de micorrizas

PNij: i-esima observacion del efecto combinado del fésforo y el nitrogeno

PHFMAIs: i-esima observacion del efecto combinado del fésforo con los hongos
formadores de micorrizas

NHFMAjs: i-esima observacion del efecto combinado del nitrégeno con los hongos
formadores de micorrizas

PNHFMAIjs: i-esima observacion del efecto combinado del fosforo y el nitrogeno con los
hongos formadores de micorrizas

EK(ijs): Error experimental

Factores experimentales:

Factor 1: fertilizacion fosférica (P) con tres niveles (0%, 50%,100%)

Factor 2: fertilizacion nitrogenada (N) con tres niveles (0%, 50%,100%)

Factor 3: hongos micorricicos (HFMA) con tres niveles (sin micorrizas, Rhizophagus
intraradices, Rhizophagus manihotis)

Tratamientos:
Se implementaron 27 tratamientos con tres repeticiones por tratamiento para un total de 81
unidades experimentales.

Unidad experimental:
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.

Variables experimentales:

Porcentaje de materia seca (MS %)

Proteina cruda (PC %)

Energia bruta (EB Mcal kg* MS™?)

Calcio (Ca %)

Fésforo (P %)

Porcentaje de Colonizacién (%)

Adsorcion de P (mg/L) en la solucion del suelo

Variables de calidad: Para las variables de calidad del pasto kikuyo las muestras de este se
llevaron al laboratorio de nutricional animal y pastos y forrajes de la Universidad de
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Antioquia, sede Robledo, donde se determind el porcentaje de materia seca segun (AOAC,
1990), la proteina cruda por el método de Kjeldahl (Mc Donal et al., 1998 y AOAC,1995),
la energia bruta se determind a través del método de la bomba calorimétrica, el contenido
de calcio (Ca) por el método de complexométrica con EDTA y el P con el método de
espectometria UV — VIS, NTC 4981 (Ayala 2007)

Periodo de corte: El pasto se dejo crecer tres ciclos de 35 dias; en el altimo ciclo cuando
su desarrollo vegetativo formé la cuarta y quinta hoja bien desarrollada (Mendo et al.,
2000; Chopra et al., 2007); el pasto se cosechd a una altura de 10 cm (Swanepoel et al.,
2013).

Isotermas de fosforo: Cada una de las muestras de los diferentes suelos se pasaron por un
tamiz de dos mm de apertura; posteriormente se pesd 3 g de suelo para adicionarlo a un
tubo de centrifuga de prolipropileno (Habte y Osorio, 2001). Aparte se prepar6 una
solucion CaCl, 0,01M y dos gotas de tolueno para disminuir la actividad microbiana
durante la agitacion (Fox y Kamprath 1970). ElI P se aplic6 en forma de KH.PO4 para
obtener tres concentraciones de P en la solucién del suelo expresada en g de KH2POu/kg de
suelo. Las concentraciones de suelo que se usaron fueron las propuestas por Sierra et al.,
(2012) 2-3,8 y 17,6 g kg-1. Los tubos que contienen el CaCl, con el KH2PO4 se agitaron
con la finalidad de mezclar muy bien el P adicionado con el suelo; la agitacion se realiz6 en
un agitador de vaivén para 30 minutos a intervalos de 12 horas durante un periodo de 6 dias
(Habte y Osorio, 2001). Finalizado el periodo de agitacion las muestras fueron llevadas a
una centrifuga a 10.000 rpm, luego se aspiré 10 ml del sobrenadante para ser transferidos a
tubos de ensayo de 25 ml, reduciendo de 10 ml a 5 ml incluso a 1 ml y completar el
volumen de los 25 ml con agua destilada (Fox y Kamprath, 1970).

Se afiadieron 2,5 ml de reactivo acido de molibdato acido (Reactivo B) en los tubos de
ensayo (Murphy y Riley, 1962), y se mezcld por por agitacion. Se ley6 la intensidad del
color producido en un espectrofotometro a una longitud de onda de 882 nm; antes de
comenzar el espectrofotdmetro se calibré con la solucién en blanco, el reactivo B se
prepar6 disolviendo 0,428 g de acido L-ascorbico en 100 ml de reactivo A. El Reactivo A
se preparé disolviendo 0,35 g de Tartrato de antimonio y potasio 2,7 L de agua destilada,
afiadiendo al mismo tiempo 168 ml de acido sulfarico concentrado, disolviendo 14,43 g de
molibdato de amonio en la solucién y la adicion de 120 ml de agua destilada; esta solucion
se almacend en en un lugar oscuro. La correcta absorbancia se obtiene restando la
absorbancia del reactivo blanco (solucion 0,01 M CaCl, mas reactivo B) y la solucién del
extracto de suelo sin reactivo B; para el grafico de isoterma de absorcion de fosforo se trazo
la absorbancia de la soluciones estandar de P frente a la concentracion, el valor se
multiplico por 1,25 para obtener la concentracion de P remanente en la solucionenmg /L o
mg / ml (Fox y Kamprath, 1970).

93



Resultados

Calidad del forraje

Materia seca: para el contenido de materia seca del pasto kikuyo solo hubo efecto
significativo (P<0,05) para la variable independiente N como efecto simple, donde se
present6 un valor de (19,57 %) las variables P y HFM no tuvieron efecto significativo
(Figura 2) tanto como efectos simples como la interaccion de todas la variables
independiente.
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Figura 2. Efecto de los diferentes tratamientos para el porcentaje de materia seca del pasto
kikuyo, letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas. Dentro
del tratamiento con nitrogeno la dosis N 0% tuvo diferencia significativa en la produccion
de materia seca.

Proteina cruda: El contenido de proteina cruda (PC) del pasto kikuyo tuvo un efecto
significativo (P<0,05) en la interaccion entre N y P encontrandose un mayor efecto entre
los niveles N100 — P50 (17,44 % PC). Para los tratamientos donde se analizaron los efectos
simples N, P y HFMA todos los niveles de estos fueron similares entre si por lo tanto no
tuvieron diferencias significativas (P>0,05) (Figura 3). Todos los promedios de proteina
cruda fueron superiores al 15 % excepto para el tratamiento donde no hubo aplicacion de N
y de P (14,19%).
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Figura 3. Efecto de los diferentes tratamientos para el porcentaje de proteina cruda del
pasto kikuyo; letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas.
Dentro del tratamiento conjugado N y P el nivel N100 y P50 tuvo diferencia significativa
en el porcentaje de proteina cruda con respeto a los demas tratamientos.

Energia: Para la energia bruta hallada en el estudio (Figura 4) se observd una
concentracion energética mayor cuando se combinan los tratamientos N100 y P50
(P<0,05); el contenido de energia para los tratamientos que combinaron dosis de P50 con
algin HFMA presento niveles de energia bruta por encima de 4.100 kcal. Efecto contrario
al que ocurri6 cuando los tratamientos que no contienian P y se combinaron con HFMA, las
concentraciones de energia fueron inferiores a 4000 kcal. La aplicacion P, aumento la
cantidad de energia bruta del pasto kikuyo; sin embargo, esta aplicacion de N solo no tuvo
un efecto significativo (P>0,05) sobre esta variable.

95



4300 -

4200 - -
b
] b
4100 ° £§ bib bb]o b
! O b ,
\\ -,
| Y Y ®
_ 4000 b\_\%% ) %
3 ~ R N
g NI Y )
3900 - Y X § R
g YY)D
z X N R ¥ X
T N Y Y D
g NERNRNRNERNERNR
g NRNRNRNERNRNEINR
: NRNRNERNERNERNERNENIR
SRR
NERNNRNERNENENERNR
NERNERNERNERNRNENERNR
] NEINERNERNERNERNENERNR
3600 NERNERNEIRNEINEINEINENIR
SRR EREE D
NRNERNERNERNRNENENR
NNENNRNNINENR
3500 - NINERNRNERNERNERNRNR
3400 i HEE E EFEE % % \ % \\ \ % % \ L E A
z|l&a & E » A R © & 3|9 1 © oA S o o
mmmzzgzzggggé
Z
NITROGENO P x HFMA NxP
Tratamiento

Figura 4. Efecto de los diferentes tratamientos para el contenido de energia bruta del pasto
kikuyo; letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas. Dentro
del tratamiento conjugado N y P el nivel N100 y P50 tuvo diferencia significativa (P<0,05)
en el contenido de energia bruta con respeto a los otros tratamientos.

Calcio: Para el contenido de calcio hubo un efecto significativo (P<0,05) en la interaccion
N y P en los niveles N100 y P50 (Figura 5) con una concentracion promedia de 0,93%. En
los tratamientos en los que se empleé HFMA la especie nativa 1 (N1) mostr6 un aumento
del contenido de Ca por encima del 0,9% (P>0,05); sin embargo la concentracion de calcio
en pasto kikuyo no fue significativo (P>0,05); resultado similar se observé en la interaccion
simple de N y de P donde no hubo efecto significativo.
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Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos para el porcentaje de calcio del pasto
kikuyo; letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas. Dentro
del tratamiento conjugado N y P el nivel N100 y P50 tuvo diferencia significativa (P<0,05)
en el porcentaje de calcio con respeto a los otros tratamientos.

Fésforo: El contenido de P en el pasto kikuyo no tuvo efecto significativo (P>0,05) cuando
se analizaron los tratamientos simples N — P — HFMA, el promedio de P se comporté muy
similar para cada uno de estos efectos simples (Figura 6); sin embargo, cuando se
integraron todos los tratamientos hubo un efecto significativo (P<0.05); de los niveles N100
P50 N1 y N100 P100 C1 ambos tratamientos en promedio tuvieron contenidos de P de
0,330 %y 0,363 % respectivamente (Figura 7).
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Figura 6. Efecto de los tratamientos simples para el porcentaje de fésforo del pasto kikuyo;
letras diferentes en un mismo tratamiento indican diferencias significativas. Dentro los
tratamientos simples no hubo diferencias significativas (P>0,05) para el contenido de P en
el pasto kikuyo.
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Figura 7. Efecto de la interaccion entre los diferentes tratamientos, para el contenido de
fosforo (%) en el pasto kikuyo; letras diferentes en un mismo tratamiento indican
diferencias significativas (P<0,05). Dentro de la interaccion tratamientos se destaca el nivel
del tratamiento N100 P50 y N1

Contenido de proteina cruda y energia bruta: Los niveles de tratamientos de la
interaccion de las variables independientes N, P y HFMA que mostraron un elevado
contenido de proteina cruda por encima 18% Yy energia bruta sobre 4.0 Mcal EB kg MS™
(Figura 7), fueron N100 — P50 — N1, N100 — P50 — N1, N50 - PO -~ C1, NO - P 100 - N1y
el nivel N50 — PO — N1. Los peores tratamientos para estas dos variables fueron NO — PO —
C1yNO-PO-SM (Figura 8).
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Tratamiento (M-N-P): T1: 3-1-1 T2: 3-2-3 T3:2-3-2 T4:1-3-1 T5: 3-1-3 T6: 3-2-2 T7:2-2-1 T8:1-3-3 T9:3-1-2
T10:2-1-1 T11:2-2-3 T12: 1-3-2 T13: 3-3-1 T14: 2-1-3 T15: 2-2-2 T16: 1-2-1 T17: 3-3-3 T18:2-1-2 T19: 1-1-1 T20:1-
2-3T21:3-3-2T22:2-3-1 T23:1-1-3 T24:1-2-2 T 25: 3-2-1 T26: 2-3-3 T27: 1-1-2

Figura 8. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA
(M), nitrogeno (N) y fosforo (P) en las variables dependientes contenido de proteina cruda
(%) y energia bruta (EB) (Mcal kg MS™) en el pasto kikuyo. Circulo rojo los tratamientos
con mejores medidas en ambas variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Rhizophagus intraradices, 3- Rhizophagus manihotis
Niveles para N: 1- 0%, 2- 50%, 3 — 100%
Niveles para P: 1- 0%, 2- 50%, 3 —100%

Contenido de calcio y fésforo: Los mejores niveles de los tratamientos de la interaccion de
N — P y HFMA para la concentraciéon de los dos minerales calcio y fésforo fueron N50 —
P100 — N1 y N100 — P50 — N1 y los que tuvieron menor concentracion de ambos minerales
fueron los niveles de los tratamientos NO — PO — C1 y NO — PO — SM (Figura 9).

Concentracién de energia bruta y minerales en pasto kikuyo: La relacion de entre los
minerales y la concentracion energética del pasto kikuyo, en los niveles de los tratamientos
que involucraron los interaccion de todas las variables independientes N, P y HFMA;
mostraron una relacion calcio/fésforo 3 — 4 y una concentracion de energia superior a 4.0
4.0 Mcal EB kg MS, excepto los niveles de los tratamientos NO — PO — C1 y NO - PO — SM
(Figura 10).
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Figura 9. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA
(M), nitrogeno (N) y fésforo (P) en las variables dependientes contenido de Ca (%) vy
contenido de P (%) en el pasto kikuyo. Circulo rojo los tratamientos con mejores medidas
en ambas variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Rhizophagus intraradices, 3- Rhizophagus manihotis
Niveles para N: 1- 0%, 2- 50%, 3 — 100%
Niveles para P: 1- 0%, 2- 50%, 3 — 100%
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Figura 10. Mejores niveles para la interaccion de todos los niveles de tratamientos HFMA
(M), nitrégeno (N) y fésforo (P) en las variables dependientes energia bruta (EB) (Mcal kg
MS-1) y la relacion Ca y P en el pasto kikuyo. Circulo rojo los tratamientos con mejores
medidas en ambas variables.

Niveles para M: 1- Sin HFMA, 2- Rhizophagus intraradices, 3- Rhizophagus manihotis
Niveles para N: 1- 0%, 2- 50%, 3 —100%
Niveles para P: 1- 0%, 2- 50%, 3 — 100%

Colonizacion de raices

Para determinar el porcentaje de colonizacidn se tuvo en cuenta los niveles de fertilizacion
de 0%, 25%, 50% y 100% para el N y el P, ademés se incluyeron los grupos de HFMA
nativos al pasto kikuyo (Rhizophagus intraradices y Rhizophagus fasciculatus) y una
especie diferente a las halladas en este pasto (Rhizophagus manihotis). Los resultados
muestran que todos los tratamientos que tuvieron HFMA fueron significativos (P<0,05)
para el porcentaje de colonizacion (Tabla 2), y que todos los niveles de fertilizacion no
tuvieron efecto significativo (P>0,05) en el procentaje de colonizacién en las raices del
pasto kikuyo (Figura 11).

Tabla 2. Cuadrado medio para la variable dependiente porcentaje de colonizacion en pasto
evaluado a diferentes niveles de fertilizacion nitrogenada y fosférica.

Fuente de Cuadrado F P
variacion DF  Type Il ss medio Value value”
N 3 88,39 29,47 1,25 0,2934
P 3 62,52 20,84 0,89 0,4502
N*P 9 568,23 63,14 2,68 0,0068
HFMA 3 29141,06 9713,69 413,07 <,0001
N*HFMA 9 545,02 60,56 2,58 0,0093
P* HFMA 9 677,23 75,25 3,2 0,0016
N*HFMA*P 27 1049,35 38,86 1,65 0,0339

*Niveles significativo P value < 0.05
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Figura 11. Porcentaje de colonizacion en pasto kikuyo bajo diferentes niveles de
fertilizacion con N y P; letras diferentes indican diferencias significativas. Los niveles de
fertilizacion no tuvieron efecto significativo en el procentaje de colonizacion en las raices
del pasto kikuyo.

Isotermas de adsorcion de fosforo

En la determinacion de la cantidad de P adsorbido en el suelo solo se tuvo en cuenta los
tratamientos que incluyeron los niveles de P y los HFMA, ya que son variables
independientes que pueden influir en la cantidad P en solucion del suelo. En la variable P
se agruparon los niveles (P0%, P25% , P50% y P100%) y para los HFMA los niveles (SM,
Rhizophagus intraradices, Rhizophagus fasciculatus y Rhizophagus manihotis). Cuando las
cantidad de P aplicado al suelo fue de 0, 500 y 1000 ppm hubo un efecto significativo
(P<0,05) de los HFMA en la cantidad de P en la solucién del suelo (mg/L), pero para
aplicaciones de 2000 y 3500 ppm de P los HFMA no tuvieron efecto significativo en esta
variable (P>0,05). La interaccion entre los niveles de HFMA y el P no tuvieron un efecto
significativo en cada una de las concentraciones (Tabla 3), sin embargo, la aplicacion de P
en niveles de 0%, 50% y 100% con respecto a la dosis de 200 kg de P ha*afio, tuvo efecto
significativo (P<0,05) en la concentracion de P en la solucion del suelo (mg/L) en cada una
de la cantidad de P aplicado (0, 500, 1000, 2000 y 3500 ppm). Para el nivel de de P 25% no
hubo efecto significativo (P>0,05) en ninguno de los niveles de P aplicado en la isoterma
de adsorcion (Figural2).
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Figura 12. Isoterma de adsorcion de P para los direfentes niveles de P 0%, 25%, 50% vy
100%.

Tabla 3 Cuadrados medios de la isoterma de adsorcion de P para determinar la

concentracion de P en la soluciéon del suelo (mg/L) con los tratamientos que tuvieron
HFMA y aplicacion de P en diferentes niveles.

Fuente de variacion Cuadrados medios
PO P 500 P 1000 P 2000 P 3500
P 0,517 1,03™ 1,19™ 1,67 1,08"
HFMA 0,38" 0,22" 0,70" 0,18 0,02
HFMA x P 0,07 0,07 0,02 0,09 0,28

* Diferencias significativas (P<0,05), ** Diferencias altamente significativas (P>0,01).

104



Discusiones
Calidad del forraje

Materia seca

Los resultados de esta investigacion muestran diferencias significativas (P<0,05) para la
concentracion de materia seca (MS) del pasto kikuyo cuando no habia fertilizacion
nitrogenada, es decir que la aplicacion de fertilizantes nitrogenados afecta los contenidos de
MS. Resultados que son similares a los reportados por Apraez y Moncayo (2003), quienes
encontraron un menor porcentaje de MS cuando se aplicd fertilizantes quimicos; igual
observacion fue realizada por Carmona y Martinéz (1988), quienes encontraron altos
contenido de MS en pasto kikuyo cuando no se aplico fertilizante quimico. Silva et al.,
(2010), encontraron que aplicaciones de nitrégeno (N) y fésforo (P) se asocian con mayores
producciones de MS 4,04 Ton ha?, mientras que la aplicacion de P solo disminuyé su
produccion a 1,65 Ton ha*. Los cambios en el contenido de MS en las pasturas puede estar
relacionado con una menor humedad retenida en los tejidos vegetales (Apraez y Moncayo
2003) y al papel que juega el N en la toma de agua por parte de la planta, ya que a medida
que aumenta la aplicacion de N se aumenta el crecimiento de la planta y por tanto, el
consumo de agua desde el suelo (Teixeira et al., 2014; Barton et al., 2009).

Proteina cruda

En cuanto a la concentracion de proteina cruda en el pasto kikuyo, la méaxima dosis de
N100 (400 kg N ha afio-1) en combinacion con una dosis media de P50 (100 kg P ha afio-1)
mostraron el mejor rendimiento para la concentracion de proteina cruda en el pasto kikuyo
(Figura 3); esto indica que la aplicacién de ambos elementos mejoran considerablemente la
nutricion de la planta, donde una aplicacion de N en presencia de un nivel adecuado de P
contribuiria a una gran actividad fotosintética y a una mayor sintesis de proteina (Shahin et
al., 2013). Marsalis et al., (2010) y Islam et al., (2012) encontraron que una tasa de
aplicacion similar a la usada en el estudio muestra una mejor concentracion de proteina
cruda en gramineas. Otros estudios realizados por Silva et al., (2010) en pasto kikuyo
(Cenchrus clandestinum (Hochst. ex Chiov.) Morrone) demostraron el efecto de realizar
una fertilizacion acompafiada de N, P y S en la concentracion de proteina la cual sube a mas
de un 15%. Resultados similares fueron reportados por Zurita y Vanega (1986), quienes
encontraron altas concentraciones de proteina en forrajes establecidos en suelos derivados
de cenizas volcéanicas cuando estos son fertilizados con N y P. De igual forma los HFMA
también juegan un papel importante en el aumento de la calidad del pasto cuando se habla
de PC (Sabia et al., 2015), los HFMA pueden contribuir con la absorcion de elementos
como el N (Smith y Read 2008) ya que el micelio extrarradical de los HFMA tiene la
capacidad de tomar NH4*, NOs" y N organico del suelo y de los fertilizantes aplicados
(Tienda et al., 2014), para llevarlo a la planta y contribuir a la formacion de proteina cruda.

Energia
Para el contenido de energético del pasto kikuyo se observé un efecto significativo
(P<0,05) en la interaccion del N y el P (Figura 4), dejando claro que la fertilizacion con
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estos nutrientes puede afectar de manera favorable el contenido de energia del pasto
kikuyo. Soto et al., (2005), reporta en pasto kikuyo un efecto de la fertilizacion con N en la
concentracion energética, del pasto, donde el aumento de nitrégeno se traduce en una
reducion del contenido de cenizas y un aumento del extracto etéreo (EE), de esta forma la
concentracion energética del forraje aumenta; sin embargo, no tuvo en cuenta el EE, pero se
pudo asociar la concentracion energética a un aumento en la tasa fotosintéticas de los pastos
fertilizados con N y P, por tanto, una mayor concentracion carbohidratos los cuales aportan
energia (Zong y Shangguan 2014; Fulkerson et &l., 2007). Los pastos manejados con
fertilizantes quimicos como el pasto kikuyo no solo aumentan la calidad nutricional de la
planta en razon a sus mayores contenidos de proteina y energia como la proteina y la
energia (Figura 8), sino que ademas aumentan la tasa de rebrote y crecimiento (Reeves et
al., 1996) donde hay una mayor proporcion de hoja que acumula material organico el cual
va a producir mayor energia (Juarez et al., 2009).

Calcio

Los niveles de calcio (Ca) en el presente estudio fueron superiores a los reportados por
(Lopéz y Gonzalez 1985) en pasto kikuyo, quienes evaluaron el efecto de la concentracion
de P en la concentracion de Ca en la planta (Lopéz y Gonzalez 1985). El alto contenido de
Ca que se encontrd quizas se explica por la posible acumulacion de este elemento en la
pared celular la cual con una elevada dosis de N aumenta su division y tamafio para
favorecer el crecimiento del pasto (Emanuele et &l., 1991; Marais 1997). De igual forma el
contenido de Ca en el pasto kikuyo se puede ver favorecido por una elevada aplicacion de
N dado que el este ultimo estimula la produccién de &cido oxalico, el cual es un &cido que
atrapa el Ca y disminuye su biodisponiblidad cuando el animal consume el pasto (Marais
1990). En cuanto al efecto de los HFMA estos tienen la capacidad de aumentar la absorcion
de cationes como el Ca**y el Mg*™*, ya que estos microorganismos con sus hifas mejoran la
diferencia de cargas en el suelo facilitando la toma de ambos elementos (Rouphael et al.,
2015).

Faosforo

Uno de los elementos mas limitantes para la produccién de forraje en el tropico que reduce
el crecimiento y la calidad es el P (Quintero y Boschetti 2011). En este estudio se
determind la concentracidn de este elemento en el pasto kikuyo cuando fue somentido a
diferentes niveles de N, P y al uso de HFMA. Los resultados indicaron que una alta
aplicacion de N y P aumenta el contenido de P en la planta (Figura 7), resultados similares
a los reportados por Sanchez (1981) quién indica que una alta tasa de crecimiento a causa
de una fertilizacién con N trae consigo un aumento en los requerimientos de P en el pasto
kikuyo. Estudios realizados por (Diannelis et al., 1995) muestran que dosis elevadas de N
interacttan con el P para mejorar la calidad de pasturas. Sin embargo, los resultados no
solo muestran un efecto de la fertilizacion nitrogenada en el aumento de P en la planta,
también los HFMA tuvieron efecto cuando se analiz6 la interaccion mdaltiple de las dosis de
N, P y HFMA. Efecto que se puede explicar debido a la velocidad reducida con la que las
raices de la planta toman el P en el suelo (Li et &l., 1991), y donde los HFMA cumplen la
funcién de aumentar la capacidad de absorber P de seis a diez veces mas que los pelos
radicales (Smith et al., 1994; Sanders y Tinker 1973), sin importar la especie de HFMA.
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Otros estudios donde se ha tratado el efecto de los HFMA en la calidad de las plantas
principalmente en cuanto a su contenido de P indican que especies como Rhizophagus
intraradices aumentan la cantidad de P en los tejidos foliares cuando este elemento se
encuentra en el suelo en altas concentraciones (Miranda y Forsythe 2012).

Colonizacion

El procentaje de colonizacion no fue afectado por el tipo de mineral y el nivel de
fertilizante aplicado; en estudios previos realizados por Qin et al., (2015) indicaron que
existe un efecto en la poblacion de microorganismos de la rizosfera, pero no en la
colonizacion de la raiz por parte de los HFMA cuando hay aplicacion de fertilizantes
quimicos. Resultados contrarios a lo reportado por (Bhadalung et al., 2005; Lin et al.,
2012), donde las altas aplicaciones de N y P afectaron la poblacién de microorganismos
como los HFMA y el porcentaje de infeccidn en las raices de las plantas, efecto que se debe
a preferencia de los HFMA por un pH neutro o cercano a la alcalinidad (Qin et al., 2015),
efecto que puede ser causa de la aplicacién de fertilizantes quimicos en la rizosfera los
cuales causan la acidificacion de esta (Castillo et al., 1983). Sin embargo, las condiciones
en las que los HFMA se encuentran en el suelo no son las Unicas que influyen en la
presencia de estos en las rizosfera y en las raices de la planta; algunas especies de HFMA
parecen responder de manera diferente a la aplicacion de fertilizantes (Qin et al., 2015), un
ejemplo claro de estas especies es Rhizophagus intraradices (Bhadalung et al., 2005)
especie que fue empleada en este estudio y que fue aislada de los suelos establecidos en
pasto kikuyo en algunos municipios de clima frio en Antioquia la cual mostré los mejores
resultados.

Adsorcién de P

La difusion es el principal mecanismo por el cual el P se mueve a la superficie de la raiz.
Uno de los factores claves que determinan la tasa de difusion de P en el suelo es la
concentracion de P en la solucion del suelo, ya que esta debe contener el suficiente P para
proveer el gradiente de concentracion necesario en el movimiento hacia las raices (Fox y
Kamprath, 1970; Correa y Jaramillo, 1985). Los resultados de esta investigacion
muestraron que la asociacion micorrizal permite un aumento en la toma del P disponible en
el suelo para el pasto kikuyo, resultados similares en otras planta fueron reportados por
(Barea et al., 2008) que indican que este tipo de pastos son dependientes del asocio con
HFMA (Habte y Manjunath 1991). Estos son capaces de explorar un mayor volumen de
suelo y pueden tomar mas P incluso a concentraciones bajas las cuales la raiz de la planta
no puede ser capaz de tomarlo (Grace et al., 2009; Barber 1995). Segln Habte y Osorio
(2001), la presencia de HFMA hace que la concentracion P en la solucion del suelo tenga
diferentes comportamientos; en primer lugar los HFMA superan las limitaciones de
difusion relacionados con la adsorcion de nutrientes como el P y la segunda la
concentracion de P en la solucidn del suelo esta inversamente relacionada con el desarrollo
de HFMA vy la actividad de estos. Por esta razon los tratamientos que involucraron el uso de
HFMA presentaron las menores concentraciones de P en la solucion del suelo (Tabla 3). En
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cuanto a la concentracion de P en la solucién del suelo, los resultados hallados indican que
al aumentar la cantidad de P aplicado como fertilizante quimico el P en solucion también
sufre el mismo comportamiento (Figura 2), resultados similares a los reportados por
(Sanchez y Salinas 1983; Kirkby y Johnston 2008) quienes indican que altas aplicaciones
de P son necesarios para llegar a tener niveles de suficiencia de este elemento para la
absorcion de la planta en suelos que se caracterizan por tener alta capacidad de fijacion de
fosfatos.

Conclusiones

La aplicacion de fertilizantes quimicos influyen en la calidad nutricional del forraje;
los resultados indican que dosis de nitrdgeno del 400 kg N ha afio conjugado con
niveles de P de 100 kg P ha? afio! tuvieron efecto positivo en la concentracion de
proteina y energia del pasto kikuyo.

El uso de HFMA en los planes de fertilizacion de praderas de pasto kikuyo permite
mejorar algunas de las variables bromatoldgicas del pasto kikuyo, reduciendo la
aplicacion de N y P los cuales son minerales que aplicados en grandes cantidades,
afectan el costo de sostenimiento de las praderas y pueden causar algun tipo de dafio
al medio ambiente.

Rhizophagus intraradices es una de las especies nativas del pasto kikuyo encontrada
en algunos municipios de Antioquia donde predominan los potreros sometidos a
altos planes de fertilizacion quimica con fuentes nitrogenadas; las condiciones de
adaptacion de esta especie permiten que este HFMA pueda ser eficiente cuando la
pradera es sometida a programas de manejo con fertilizantes quimicos.

Gran parte de los suelos bajo los cuales se encuentra establecido el pasto kikuyo en
el trépico alto colombiano son suelos derivados de cenizas volcanicas, los cuales se
caracterizan por presentar alta capacidad de fijacion de fésforo. La presencia de
HFMA en estos suelos mejoran la adsorcion de este elemento facilitando la
nutricion vegetal con P y mejorando la calidad nutricional y productividad de este
pasto.
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Recomendaciones generales

e Una de las formas de disminuir la aplicacion de fertilizantes nitrogenados y
fosféricos al pasto kikuyo es el uso de los hongos formadores de micorrizas
arbusculares, sin embargo se debe investigar otros microorganismos diferentes a los
HFMA los cuales favorecen la fijacion y toma de nutrientes.

¢ Rhizophagus intraradices es una especies de HFMA que se recomienda para los
planes de manejo de la fertilizacion en pasto kikuyo en condiciones tropicales.

e Un plan de fertilizacion recomendado para kikuyo en trépico alto la dosis de
nitrégeno 400 kg N ha-1 afio-1 conjugado con niveles de P de 100 kg P ha-1 afio-1
y HFMA el cual puede ser Rhizophagus intraradices.

e Se recomienda realizar este tipo de estudio para otros cultivos tropicales sometidos
a altas aplicaciones de fertilizantes con el fin de disminuir los costos de produccion
y los dafios causados en el medio ambiente.
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Dependent Variable: ALT1 ALT1

Source DF Typelll SS Mean Square FValue Pr>F
N 3 7.45991629 2.48663876 4.65 0.0035
FOSFORO 4 573335972 1.43333993 2.68 0.0322
N*FOSFORO 9 10.68218134  1.18690904 2.22 0.0214
M 3 9.14738664  3.04912888 5.71 0.0009
N*M 9 2823439108 3.13715456  5.87 <.0001
FOSFORO*M 9 7.06295140 0.78477238  1.47 0.1600
N*FOSFORO*M 26 23.80900293 0.91573088 1.71 0.0198

Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------
Shapiro-Wilk W 0.990209 Pr<W 0.0385

Kolmogorov-Smirnov D 0.04657 Pr>D 0.1029

Cramer-von Mises W-Sq 0.127644 Pr>W-Sq 0.0479
Anderson-Darling A-Sq 0.890592 Pr>A-Sq 0.0232
Dependent Variable: ALT2 ALT2
Source DF Type 11 SS Mean Square FValue Pr>F
N 3 8.67339867 2.89113289  1.10 0.3485
FOSFORO 4 73.27954142 18.31988536 6.99 <.0001
N*FOSFORO 9 25.84072655 2.87119184  1.10 0.3667
M 3 50.98211783 16.99403928 6.48 0.0003
N*M 9 97.41343126 10.82371458  4.13 <.0001
FOSFORO*M 9 53.40141742 5.93349082 2.26 0.0188
N*FOSFORO*M 26 92.53508885  3.55904188 1.36 0.1211
Tests for Normality
Test ----Statistic--- - p Value------
Shapiro-Wilk W 0.986534 Pr<W 0.0048
Kolmogorov-Smirnov D  0.064235 Pr>D <0.0100
Cramer-von Mises W-Sq  0.22424 Pr>W-Sq <0.0050
Anderson-Darling A-Sq 1.297167 Pr > A-Sq <0.0050
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Dependent Variable: ALT3 ALT3

Source DF Type Il SS Mean Square  FValue Pr>F
N 3 16.3023706  5.4341235 0.84 0.4711
FOSFORO 4 478868192 119717048 1.86 0.1183
N*FOSFORO 9 88.4434806 9.8270534 1.53 0.1393
M 3  550.2796318 183.4265439 28.48  <.0001
N*M 9  99.2197993  11.0244221 1.71 0.0869
FOSFORO*M 9  121.4370585 13.4930065 2.09 0.0306
N*FOSFORO*M 26 209.6940218  8.0651547 1.25  0.1920
Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------
Shapiro-Wilk w 0.99138 Pr<W 0.0690
Kolmogorov-Smirnov D 0.031643 Pr>D >0.1500
Cramer-von Mises  W-Sq  0.054769 Pr>W-Sq >0.2500
Anderson-Darling  A-Sq 0.429606 Pr> A-Sq >0.2500
Dependent Variable: ALT4 ALT4
Source DF Type 11 SS Mean Square F Value Pr>F
N 3 34.7738820 11.5912940  0.90 0.4432
FOSFORO 4 119.5396806 29.8849201  2.31 0.0583
N*FOSFORO 9 189.6979834 21.0775537  1.63 0.1070
M 3 937.1451665 312.3817222 24.18 <.0001
N*M 9 1455351873  16.1705764  1.25 0.2644
FOSFORO*M 9 281.5042492  31.2782499  2.42 0.0120
N*FOSFORO*M 26 310.3149293  11.9351896  0.92 0.5748
Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------
Shapiro-Wilk W 0.989943 Pr<W 0.0368
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Kolmogorov-Smirnov D 0.037817 Pr>D >0.1500
Cramer-von Mises  W-Sq 0.066792 Pr>W-Sq >0.2500
Anderson-Darling  A-Sq 0.48983 Pr>A-Sq 0.2268

Dependent Variable: ALT5 ALT5

Source DF Type I SS  Mean Square  FValue Pr>F
N 3 53.3996813  17.7998938 4.23 0.0061
FOSFORO 4 32.5616633  8.1404158 1.94 0.1050
N*FOSFORO 9 50.9925795  5.6658422  1.35 0.2130
M 3 21.1819082  7.0606361  1.68 0.1720
N*M 9 79.7715225  8.8635025  2.11  0.0294
FOSFORO*M 9 107.7111165  11.9679018 2.85 0.0033
N*FOSFORO*M 26 128.6032395  4.9462784 1.18 0.2590

Tests for Normality
Test --Statistic--- ----p Value------
Shapiro-Wilk w 0.989393 Pr<W 0.0203
Kolmogorov-Smirnov D 0.045512 Pr>D 0.1050

W-Sq
A-Sq

Cramer-von Mises
Anderson-Darling

Dependent Variable: ALT6 ALT6

0.078681 Pr>W-Sq 0.2217
057779 Pr>A-Sq  0.1370

Source DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F
N 3 84843779  2.8281260 0.23  0.8783
FOSFORO 4 949585737 23.7396434 190 0.1117
N*FOSFORO 9 187.9930976  20.8881220  1.67 0.0971
M 3 137.1231333 45.7077111  3.65 0.0132
N*M 9 243.2987875 27.0331986  2.16 0.0255
FOSFORO*M 9 114.0214849 12.6690539  1.01 0.4306
N*FOSFORO*M 26 606.8356897  23.3398342  1.87 0.0084
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Tests for Normality

Test --Statistic--- ~ ----- p Value------
Shapiro-Wilk w 0.995062 Pr<W 0.4444
Kolmogorov-Smirnov D 0.040841 Pr>D >0.1500
Cramer-von Mises  W-Sq 0.050832 Pr>W-Sq >0.2500
Anderson-Darling  A-Sq 0.311203 Pr> A-Sq >0.2500

Dependent Variable: RHT1 RHT1

Source DF  Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
N 3 0.85360914  0.28453638  0.53 0.6627
FOSFORO 4 177351139  0.44337785  0.82 0.5107
N*FOSFORO 9 8.16665668  0.90740630  1.69 0.0932
M 3 2.99890124 0.99963375 1.86 0.1374
N*M 9 7.20981470 0.80109052  1.49 0.1528
FOSFORO*M 9 7.65512428 0.85056936  1.58 0.1219
N*FOSFORO*M 26 18.49375750 0.71129837  1.32 0.1437
Tests for Normality

Test --Statistic---  ----- p Value------

Shapiro-Wilk W 0.959338 Pr<W <0.0001

Kolmogorov-Smirnov D 0.118782 Pr>D <0.0100

Cramer-von Mises  W-Sq  0.702133 Pr>W-Sq <0.0050
Anderson-Darling  A-Sq 3.994277 Pr> A-Sq <0.0050

Dependent Variable: RHT2 RHT2

Source DF Type 111 SS Mean Square FValue Pr>F
N 3 64.3810953  21.4603651 14.39 <.0001
FOSFORO 4 15.0379977  3.7594994 2.52 0.0418
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N*FOSFORO 9 175.1883090 19.4653677 13.05 <.0001
M 3 23.8066400 7.9355467 5.32 0.0014
N*M 9 38.0991006 4.2332334 2.84 0.0034
FOSFORO*M 9 92.8496791  10.3166310 6.92 <.0001
N*FOSFORO*M 26 267.9389130 10.3053428 6.91 <.0001

Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------

Shapiro-Wilk W 0.970898 Pr<W <0.0001
Kolmogorov-Smirnov. D 0.062483 Pr>D <0.0100
Cramer-von Mises ~ W-Sq 0.244628 Pr>W-Sq <0.0050
Anderson-Darling  A-Sq 1.564661 Pr> A-Sq <0.0050

Dependent Variable: MS MS

Source DF Type Il SS Mean Square FValue Pr>F

N 3 220.0885719 73.3628573 43.90 <.0001
FOSFORO 4 62.5983709 15.6495927 9.37 <.0001
N*FOSFORO 9 141.7148388 15.7460932 9.42 <.0001
15.7747656  5.2582552 3.15 0.0257

M 3
N*M 9 83.8386489  9.3154054 5.57 <.0001
FOSFORO*M 9 58.8070514 6.5341168 3.91 0.0001
N*FOSFORO*M 26 49.7933042 1.9151271 1.15 0.2896
Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------
Shapiro-Wilk W 0.97828 Pr<W 0.0001
Kolmogorov-Smirnov D 0.066381 Pr>D <0.0100

Cramer-von Mises  W-Sq  0.273346 Pr>W-Sq <0.0050
Anderson-Darling  A-Sq 1.617831 Pr> A-Sq <0.0050
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Dependent Variable: TonMSxha TonMSxha

Source DF  Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
N 3 9.34913690 3.11637897 3291 <.0001
FOSFORO 4 11.83365612 2.95841403 31.24 <.0001
N*FOSFORO 9 2220993902  2.46777100 26.06 <.0001
M 3 1.05320458 0.35106819  3.71 0.0123
N*M 9 4.70136690 0.52237410 5.52 <.0001
FOSFORO*M 9  2.24541123 0.24949014  2.63 0.0064
N*FOSFORO*M 26 11.75249891 0.45201919 4.77 <.0001
Tests for Normality
Test --Statistic---  ----- p Value------
Shapiro-Wilk wW 0.972922 Pr<W <0.0001

Kolmogorov-Smirnov D 0.07817
Cramer-von Mises  W-Sq 0.339004

Pr>D <0.0100
Pr>W-Sq <0.0050

Anderson-Darling  A-Sq 1.973437 Pr> A-Sq <0.0050
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Anexo 1.1 Mejores niveles segun analisis canonico para el tratamiento de la interaccion
HFMA (M) y nitrégeno (N).

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%
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Anexo 1.2 Mejores niveles segun anélisis candnico para el tratamiento de la interaccion de
nitrégeno (N) y fosforo (P).

Niveles para N: 1- 0%, 2- 25%, 3 — 50%, 4- 100%
Niveles para P: 1- 0%, 2 — 25%, 3 — 50%, 4 — 100%
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Anexo 1.3 Mejores niveles segun andlisis candnico para el tratamiento de la interaccién de
HFMA (M) y fosforo (P).

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

Anexos capitulo 3

Dependent Variable: MS MS

Source DF Typelll SS Mean Square FValue Pr>F
N 2 59.26232862 29.63116431 5.49 0.0068
FOSFORO 2 9.05025582 452512791  0.84 0.4380
N*FOSFORO 4 4451170550 11.12792637 2.06 0.0986
M 2 9.72957603 4.86478801  0.90 0.4121
N*M 4 16.70477408 4.17619352 0.77 0.5471

FOSFORO*M 4 1466714981 3.66678745 0.68 0.6093
N*FOSFORO*M 8 49.91783692 6.23972962 1.16 0.3425
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Dependent Variable: PC PC

Source

N

FOSFORO
N*FOSFORO

M

N*M
FOSFORO*M
N*FOSFORO*M

DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F

2 15.84449572  7.92224786  2.74 0.0735
2 18.67684681 9.33842340 3.23 0.0473
4 35.65390780 8.91347695  3.08 0.0233
2 25.33698200 12.66849100 4.38 0.0172
4 18.15977147  4.53994287  1.57 0.1954
4 2198219567  5.49554892  1.90 0.1236
8 34.44675104 4.30584388  1.49 0.1829

Dependent Variable: ENERGIA

Source

N

FOSFORO
N*FOSFORO

M

N*M
FOSFORO*M
N*FOSFORO*M

DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F

2 569556.0741 284778.0370 36.01 <.0001
2 226253.4074 113126.7037 14.30 <.0001
4 278715.8519 69678.9630 8.81 <.0001
2 31696.5185 15848.2593  2.00 0.1447
4 40176.7407 10044.1852  1.27 0.2932
4 105782.5185 26445.6296  3.34 0.0162
8 89552.8889 11194.1111 142 0.2113

The GLM Procedure

Dependent Variable: CALCIO

Source

N

FOSFORO
N*FOSFORO
M

N*M

DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F

2 0.10592250 0.05296125  0.59 0.5586
2 010376372 0.05188186  0.58 0.5652
4 096576599 0.24144150 2.68 0.0410
2 050861109 0.25430555  2.83 0.0680
4 0.44903545 0.11225886  1.25 0.3019
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FOSFORO*M 4 0.06620301 0.01655075  0.18 0.9458
N*FOSFORO*M 8 0.55891247 0.06986406  0.78 0.6249

Dependent Variable: FOSFORO

Source DF TypelllSS Mean Square FValue Pr>F
N 0.01283261 0.00641630  2.80 0.0699
FOSFORO 0.04721889  0.02360944 10.29 0.0002

2

2
N*FOSFORO 4 0.05311838 0.01327960  5.79 0.0006
M 2 0.00402265 0.00201133  0.88 0.4220
N*M 4 0.01625100 0.00406275 1.7/ 0.1481
FOSFORO*M 4 0.01922190 0.00480548  2.09 0.0942
N*FOSFORO*M 8 0.04248535 0.00531067  2.31 0.0326

The GLM Procedure

Level of -----mmmmm-- MS----- - PC -- -ENERGIA---------

N N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean Std
Dev

NO 27 19.5728508 2.88718772 15.9522558 2.11016774 3920.29630
165.998567

N100 27 17.5191071 1.72201953 17.0261964 1.79607497 4102.37037
105.541879

N50 27 18.1868773 2.33877032 16.6126703 2.06370426 4093.66667
86.203248

Level of ---------- CALCIO---==== =mmmmmee FOSFORO - CENIZAS---------
N N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean  Std Dev

NO 27 0.85087944 0.35125168 0.23887517 0.05892383 10.2565289
1.58807541

N100 27 0.90832267 0.27892821 0.26368053 0.07053143  11.5174277
1.25199890

N50 27 0.93799446  0.29611232 0.26713482 0.05770774  10.9990514
1.24626051

Level of ---------m-- MS----- - PC -- -ENERGIA---------
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FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean  Std Dev

PO 27 18.1890054 2.51270621 16.7533520 1.90343026 3968.40741
188.765883
P100 27 18.8989961 2.68046011 16.9743834  1.88989047  4052.14815
119.080355
P50 27 18.1908338 2.28116756  15.8633871  2.15264932  4095.77778
97.554456

Level of ---------- CALCIO----===== ~mmmmeem FOSFORO - CENIZAS---------
FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean  Std Dev

PO 27 0.88581053 0.28740835 0.22356708 0.05793803 11.1119895
1.56747888

P100 27 0.86338724 0.33606747 0.28066769  0.05787317  10.7568718
1.45405999
P50 27 0.94799880 0.30561302 0.26545574  0.06122267  10.9041467
1.35626623

Level of Levelof —  --—---omoeemee MS------------- PC

N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev

NO PO 9 18.8914684 3.77667192 16.3575132 1.48090052
NO P100 9 21.2012457 2.79892713 17.3085327 2.19378175
Level of Levelof —  ------m-- ENERGIA----- - - CALCIO-----------

N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev

NO PO 9 3737.88889 71.222266 0.68355882 0.24169082
NO P100 9 3961.88889 123.571279  0.84984995 0.47902655
Level of Levelof —  ------om--- FOSFORO---- - CENIZAS-----------

N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev

NO PO 9 0.19985113 0.04271060 10.1775148 1.87683468
NO P100 9 0.22456695 0.04039872 9.5837625 1.21058493

The GLM Procedure

Level of Levelof —  -----e-omomee- MS------------- PC



N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO P50 9 18.6258384 0.69274491 14.1907216 1.31179926
N100 PO 9 17.7785518 1.78668568 16.9432549 2.06516240
N100 P100 9 17.9209949 2.18373898 16.6948713 0.89244650
N100 P50 9 16.8577745 0.96279308 17.4404630 2.25797790
N50 PO 9 17.8969958 1.49110984 16.9592880 2.24775080
N50 P100 9 17.5747476 1.31769639 16.9197462 2.40457406
N50 P50 9 19.0888885 3.51935591 15.9589767 1.51162508
Level of Levelof —  --——----—-- ENERGIA----- - CALCIO-----------
N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO P50 9 4061.11111 86.763247 1.01922956 0.22296947
N100 PO 9 4096.00000 135.755295 1.06162431 0.21420254
N100 P100 9 4105.00000 94.313308 0.73234669 0.20676531
N100 P50 9 4106.11111 93.852869 0.93099699 0.31994140
N50 PO 9 4071.33333 47.851332 0.91224847 0.28737568
N50 P100 9 4089.55556 89.659231 1.00796507 0.22759877
N50 P50 9 4120.11111 111.603589 0.89376985 0.37699906
Level of Levelof —  ----------- FOSFORO---- CENIZAS-----------
N FOSFORO N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO P50 9 0.29220745 0.05181104 11.0083093 1.43401064
N100 PO 9 0.21892942 0.05395428 12.0207759 0.91024141
N100 P100 9 0.31647120 0.04022859 11.4163967 0.99337144
N100 P50 9 0.25564096 0.07859640 11.1151105 1.67345414
N50 PO 9 0.25192070 0.06791923 11.1376776 1.31221179
N50 P100 9 0.30096493 0.04678178 11.2704563 1.44390017
N50 P50 9 0.24851882 0.04564781 10.5890203 0.97335028

Level of ------------ MS----- - PC -- -ENERGIA---------

M N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean  Std Dev

C1 27 18.0920458 2.22020110 16.9698844 1.91995846 4018.74074
168.375631

N1 27 18.2829213 2.05350717 16.8801158 2.23007618 4065.70370
155.833692

SM 27 18.9038681 3.08706528 15.7411224 1.70674912 4031.88889
119.071515

Level of ---------- CALCIO------=== ===-mm-- FOSFORO - CENIZAS---------

M N Mean Std Dev Mean Std Dev Mean Std
Dev
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C1 27 0.81723279 0.37590997 0.25630446 0.06717768 11.0640128
1.32883710
N1 27 1.00628632 0.23182190 0.26532108 0.06582254  10.2483059
1.58024882
SM 27 0.87367746 0.27986330 0.24806498 0.05718637 11.4606893
1.19174872

The GLM Procedure
Level of Levelof ~  -—----eemmme- MS------------- PC
N M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO C1 9 19.8741476 2.96550062 15.6697559 2.00884306
NO N1 9 19.3749898 2.27726362 16.7790304 2.55359273
NO SM 9 19.4694152 3.59905437 15.4079812 1.65024012
N100 C1 9 16.8806686 0.92575522 17.3809844 1.98825051
N100 N1 9 17.8260034 1.67206104 17.5885530 1.45291047
N100 SM 9 17.8506493 2.30139259 16.1090518 1.72521165
N50 C1 9 17.5213211 0.88249992 17.8589127 1.00537000
N50 N1 9 17.6477708 1.92165976 16.2727639 2.55737060
N50 SM 9 19.3915400 3.29355498 15.7063343 1.86790449
Level of Levelof —  --——---—- ENERGIA----- - CALCIO-----------
N M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO C1 9 3869.77778 155.257671 0.86208887 0.48882431
NO N1 9 3947.00000 205.876176 0.88474691 0.23408577
NO SM 9 3944.11111 136.945650 0.80580255 0.32173694
N100 C1 9 4074.55556 160.315401 0.83216200 0.40750695
N100 N1 9 4145.00000 69.231496 0.95526692 0.21901800
N100 SM 9 4087.55556 50.460656 0.93753908 0.16987418
N50 C1 9 4111.88889 64.055531 0.75744751 0.21841589
N50 N1 9 4105.11111 84.098818 1.17884512 0.13729250
N50 SM 9 4064.00000 107.070071 0.87769075 0.33524661
Level of Levelof —  --——--em-- FOSFORO---- - CENIZAS-----------
N M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO C1 9 0.26409088 0.04949721 11.1783480 1.47789256
NO N1 9 0.22420109 0.06767187 9.0613976 1.41945341
NO SM 9 0.22833355 0.05632079 10.5298411 1.16212930
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N100 C1 9
N100 N1 9
N100 SM 9
N50 C1 9
N50 N1 9
N50 SM 9
Level of Level of
FOSFORO M
PO C1
PO N1
PO SM
P100 C1
P100 N1
P100 SM
Level of Level of
FOSFORO M
P50 C1
P50 N1
P50 SM
Level of Level of
FOSFORO M
PO C1
PO N1
PO SM
P100 C1
P100 N1
P100 SM
P50 C1
P50 N1
P50 SM
Level of Level of
FOSFORO M
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0.25130030 0.09522494 11.4318192 0.87817508
0.28440667 0.05924749 11.1299120 1.72694829
0.25533461 0.05343785 11.9905520 0.95489548
0.25352220 0.05517138 10.5818711 1.53463404
0.28735547 0.05597338 10.5536081 0.74469344
0.26052678 0.06267870 11.8616750 0.93913057
-------------- MS-mmmmmmmmmeee e PC
N Mean Std Dev Mean Std Dev
9 17.5427418 1.39968039 16.9712645 1.98281965
9 17.9762134 1.70706595 18.0022029 1.10151755
9 19.0480608 3.78091177 15.2865887 1.54973048
9 19.3601591 3.05864911 17.9194668 0.80293448
9 18.3816283 2.87883861 16.6713023 2.50157481
9 18.9552008 2.27240676 16.3323811 1.77018094
The GLM Procedure
------------- MS--mmmmmmmmeee e PC
N Mean Std Dev Mean Std Dev
9 17.3732364 1.40567156 16.0189218 2.31780300
9 18.4909223 1.52893764 15.9668421 2.50758180
9 18.7083427 3.38288618 15.6043975 1.81253387
---------- ENERGIA----- - CALCIO-----------
N Mean Std Dev Mean Std Dev
9 3943.00000 205.968444 0.84300332 0.31636193
9 3984.11111 218.620930 0.94344327 0.16405613
9 3978.11111 156.454821 0.87098501 0.36799019
9 3984.22222 141.269050 0.76339776 0.48655189
9 4080.66667 115.854435 0.97733099 0.27531947
9 4091.55556 69.667265 0.84943296 0.16868031
9 4129.00000 91.037080 0.84529730 0.34284210
9 4132.33333 70.500000 1.09808469 0.23890977
9 4026.00000 97.207253 0.90061441 0.29865653
---------- FOSFORO---- CENIZAS-----------
N Mean Std Dev Mean Std Dev



PO C1 9 0.21768599 0.04313678 10.8373194 1.18992587
PO N1 9 0.23839092 0.07559316 10.3936278 1.91352235
PO SM 9 0.21462434 0.05439160 12.1050213 1.06439047
P100 C1 9 0.30876347 0.05951112 10.9253576 1.61599854
P100 N1 9 0.27796197 0.05534946 10.5496060 1.46878146
P100 SM 9 0.25527763 0.05156147 10.7956519 1.42151924
P50 C1 9 0.24246392 0.06538439 11.4293614 1.21733094
P50 N1 9 0.27961034 0.06385707 9.8016839 1.39523330
P50 SM 9 0.27429297 0.05404533 11.4813948 0.70506512
Level of Level of Level of — -----omeemmm- MS---- ---PC-mmmmmmmeee-
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO PO C1 3 17.9295829 2.41092180 15.7613592 1.17158889
Level of Level of Level of — --—------- ENERGIA-----—--—=  —oomeeeeee CALCIO----------
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO PO C1 3 3731.00000 93.674970 0.61121324 0.18213693
Level of Level of Level of — ---------- FOSFORO---------  —mmmmemem- CENIZAS----------
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO PO C1 3 0.22674681 0.03259418 10.7705710 1.92981276
The GLM Procedure
Level of Level of Level of  -----emeeemm- MS---- ---PC-mmmmmmm -
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO PO N1 3 17.7978355 0.81407147 17.5174033 1.79792754
NO PO SM 3 20.9469869 6.40766164 15.7937769 1.06737370
NO P100 C1 3 22.7006569 3.24332508 17.6439366 1.08690910
NO P100 N1 3 21.4449545 2.92437561 18.9257012 1.27560607
NO P100 SM 3 19.4581258 2.06050959 15.3559603 2.57522189
NO P50 C1 3 18.9922030 0.15034816 13.6039719 1.15236431
NO P50 N1 3 18.8821794 1.00323776 13.8939867 1.00415525
NO P50 SM 3 18.0031327 0.09459038 15.0742063 1.65157198
N100 PO C1 3 16.7282251 0.45208797 17.0281591 3.07003028
N100 PO N1 3 19.0988560 2.60173045 18.3621308 0.48073078
N100 PO SM 3 175085744 1.19024467 15.4394748 0.99032145
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N100 P100 C1 3 17.8473590 0.10816398 17.5426714 0.41926257
N100 P100 N1 3 16.7497692 0.37388668 15.8443397 0.49471973
N100 P100 SM 3 19.1658565 3.81222567 16.6976029 0.77591860
N100 P50 C1 3 16.0664217 0.88369491 17.5721228 2.43535416
N100 P50 N1 3 17.6293850 0.22072837 18.5591886 1.04579714
N100 P50 SM 3 16.8775169 1.02236328 16.1900777 3.02004938
N50 PO C1 3 17.9704174 0.57053337 18.1242752 0.85660749
N50 PO N1 3 17.0319488 0.97412107 18.1270746 0.90524067
N50 PO SM 3 18.6886212 2.35555985 14.6265143 2.53222566
N50 P100 C1 3 17.5324615 1.30710666 18.5717924 0.50649007
N50 P100 N1 3 16.9501612 1.82072478 15.2438660 3.38436904
N50 P100 SM 3 18.2416202 0.81658159 16.9435803 1.76346851
N50 P50 C1 3 17.0610844 0.67878140 16.8806706 0.86568380
N50 P50 N1 3 189612025 2.57306353 15.4473511 2.47377346
N50 P50 SM 3 21.2443786 5.41298605 15.5489084 0.59323116
Level of Level of Level of — ---------- ENERGIA----==--== = CALCIO----------
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev
NO PO N1 3 3700.00000 75.504967 0.84258226 0.11228602
NO PO SM 3 3782.66667 24.131584 0.59688095 0.36169424
NO P100 C1 3 3834.33333 94.648472 0.91306222 0.87002091
NO P100 N1 3 4009.66667 104.748906 0.84757171 0.26837925
NO P100 SM 3 4041.66667 61.419324 0.78891591 0.27808458
NO P50 C1 3 4044.00000 48.815981 1.06199114 0.08625490
NO P50 N1 3 4131.33333 67.039789 0.96408675 0.34693950
NO P50 SM 3 4008.00000 105.674027 1.03161079 0.25203321
N100 PO C1 3 4024.66667 238.412108 1.16026622 0.27806144
N100 PO N1 3 4152.33333  41.645328 0.91130875 0.20426050
N100 PO SM 3 4111.00000 49.122296 1.11329796 0.10953378
N100 P100 C1 3 4033.00000 114.843372 0.53005404 0.21739082
N100 P100 N1 3 4191.33333 32.129944 0.79715566 0.10309738
N100 P100 SM 3 4090.66667 45.763887 0.86983039 0.13070313
N100 P50 C1 3 4166.00000 117.932184 0.80616576 0.49017815
N100 P50 N1 3 4091.33333 93.724774 1.15733634 0.19462476
The GLM Procedure
Level of Level of Level of — ----—----- ENERGIA----===-==  ——cemme- CALCIO----------
N FOSFORO M N Mean Std Dev Mean Std Dev

N100 PS50
N50 PO

SM
C1

3 4061.00000
3 4073.33333

61.489837 0.82948888 0.12498896
34.297716 0.75753049 0.21752116
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N50 PO N1 3 4100.00000  8.544004
N50 PO SM 3 4040.66667 72.528155
N50 P100 C1 3 4085.33333  71.248392
N50 P100 N1 3 4041.00000 115.723809
N50 P100 SM 3 4142.33333

N50 P50 C1 3 4177.00000 22.649503
N50 P50 N1 3 4174.33333  37.859389
N50 P50 SM 3 4009.00000 141.746252
Level of Level of Level of  ------—--- FOSFORO--------
N FOSFORO M N Mean Std Dev
NO PO N1 3 0.17114943 0.03811002
NO PO SM 3 0.20165714 0.04956194
NO P100 C1 3 0.26378751 0.04693635
NO P100 N1 3 0.21856644 0.01694972
NO P100 SM 3 0.19134690 0.00460069
NO P50 C1 3 0.30173832 0.04812995
NO P50 N1 3 0.28288740 0.08451507
NO P50 SM 3 0.29199662 0.03180608
N100 PO C1 3 0.19562557 0.05848314
N100 PO N1 3 0.23011000 0.07481915
N100 PO SM 3 0.23105269 0.03746332
N100 P100 C1 3 0.36336031 0.02142575
N100 P100 N1 3 0.29268584 0.02372642
N100 P100 SM 3 0.29336745 0.02245394
N100 P50 C1 3 0.19491502 0.06432095
N100 P50 N1 3 0.33042417 0.01337121
N100 P50 SM 3 0.24158368 0.07859353
N50 PO C1 3 0.23068559 0.04305630
N50 PO N1 3 0.31391332 0.01914646
N50 PO SM 3 0.21116318 0.08543344
N50 P100 C1 3 0.29914261 0.06212802
N50 P100 N1 3 0.32263364 0.05285588
N50 P100 SM 3 0.28111855 0.02829147
N50 P50 C1 3 0.23073841 0.04217864
N50 P50 N1 3 0.22551945 0.02667213
N50 P50 SM 3 0.28929860 0.04563216
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0.90277611
0.84707702

1.07643880 0.09993540
0.44334843

0.13022810

1.28726560 0.05006619
77.105988 0.88955258 0.10423968
0.66773501 0.32003828

1.17283097

0.17171454

0.84074356  0.48880957

Mean

Std Dev

8.8704263 2.40914386
10.8915472  0.84072875

10.3430021
8.7784193
9.6298661
12.4214710
9.5353471
11.0681099
11.4788172
11.8706805

12.7128301
10.8557664

1.07912382

0.54658206

1.59940030

0.48354989
1.20204137

0.53990056

0.16969396

1.35794928
0.49855289
1.35183901

11.8792892 0.39507112

11.5141346
11.9608741

9.6397662

11.7446912

1.07536257
0.55460258
2.22104394
1.01423947

10.2625700 0.88952438

10.4397765
12.7106864

11.5773043

0.49227524
0.51298789
2.51004086

10.9911096 0.72409591

11.2429550

1.12042444

9.9057390 0.06209201

10.2299383

0.99394793

11.6313835 0.52378809



