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RESUMEN. EI experimento se realiz6 en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas
(INCA), con el objetivo de caracterizar el funcionamiento micorrizico de Brachiaria
decumbens inoculada con Glomus hoi-like sobre un suelo Ferralitico Amarillento estéril en
dos canteros de 15 m de largo x 1 m de ancho a una altura de 20 cm. Para la toma de
muestras se subdividieron los canteros en tres cuadrantes de 5 m y se realizaron
muestreos a los 30, 60, 90 y 120 dias después de la siembra. En los distintos cuadrantes
se extrajeron plantas de un area de 25 cm x 25 cm, para evaluar la masa seca aérea y de
las raices correspondientes a dos profundidades (0-10 y 10-20 cm), asi como la
colonizacion fungica y densidad visual. Asimismo, se determind el numero de esporas del
HMA, tomandose dos muestras compuestas por tres y cinco submuestras en cada
cuadrante en las dos profundidades estudiadas. No se encontraron diferencias
estadisticas en los porcentajes de colonizaciéon micorrizica y densidad visual entre las dos
profundidades, ambas variables se incrementaron en el tiempo y los mayores valores de
colonizacién micorrizica se mostraron a los 90 dias. La produccién de esporas se fue
incrementando en el tiempo y no se encontraron diferencias significativas entre la toma de
tres y cinco submuestras por muestra compuesta a los 30 y 60 dias; sin embargo, a los 90
y 120 dias se encontraron diferencias estadisticas, mostrando la muestra compuesta por
cinco submuestras los mayores valores de numero de esporas en ambos casos. El
nuamero de esporas se correlacioné significativamente con la colonizacién micorrizica; no
obstante, estas dos variables no se correlacionaron con la masa seca radical.
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ABSTRACT. The experiment was carried out at the National Institute of Agricultural
Sciences (INCA), with the aim of characterizing the mycorhizal functioning of Brachiaria
decumbens inoculated with Glomus hoi-like on a sterile Yellowish Ferralitic soil in two 15-
m-long x 1-m-wide seedbeds at 20 cm high. To take samples, seedbeds were subdivided
into three 5-m quadrants and samplings were performed at 30, 60, 90 and 120 days after
seeding. Within those quadrants, plants were extracted from a 25-cm x 25-cm area to
evaluate root and aerial dry weights in two depths (0-10 and 10-20 cm), as well as fungal
colonization and visual density. Also, the number of AMF spores was determined by taking
two samples made up of three and five sub-samples in each quadrant in both depths
studied. No statistical differences were recorded in the mycorhizal colonization and visual
density percentages between the two depths, both variables increased in time and the
highest mycorhizal colonization values were observed at 90 days. Spore production
started to increase with time and there were not any significant differences between taking
three and five sub-samples per compound sample at 30 and 60 days; however, at 90 and
120 days, there were statistical differences, since the sample composed by five sub-
samples showed the highest spore numbers in both cases. The spore number was
significantly correlated with mycorhizal colonization; nevertheless, these two variables
were not correlated with root dry weight.
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INTRODUCCION

Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son microorganismos simbiontes y ubicuos
pertenecientes al phylum Glomeromycota (1), que forman asociaciones mutualistas con
las raices de la mayoria de las plantas superiores, entre las que se encuentran los
principales cultivos de interés comercial.

Brachiaria decumbens es una especie con una dependencia micorrizica de
aproximadamente un 80 % (2), que se utiliza como alimento para el ganado vacuno, bien
sea con pastizales o en &reas de forraje permanente para ensilar (3).

Los beneficios de los HMA en los agroecosistemas de pastizales estan estrechamente
ligados al aumento de la absorciéon de elementos minerales, agua y otros compuestos, a
través de una red de hifas interconectadas, que incrementan el volumen de suelo,
exploran las raices, facilitan el acceso de las plantas a los nutrientes menos asimilables y
a la vez mejoran la estructura del suelo (4).

Se ha trabajado exitosamente la inoculacién micorrizica de Brachiaria decumbens en el
momento de la siembra, logrando pastizales con una micorrizacion efectiva y altas
producciones de masa seca.ha” al inocular cepas eficientes segin el tipo de suelo,
ademas de ahorros importantes de fertilizantes minerales (5, 6).

Precisamente por la alta respuesta del cultivo a la inoculacién micorrizica, es fundamental
poder caracterizar la dinamica del funcionamiento del hongo a través de diferentes
indicadores, como el porcentaje de colonizacion micorrizica, la densidad visual y
produccién de esporas; siendo esta Ultima variable un factor decisivo en el mantenimiento
de la micorrizacién en el pastizal. Por tanto, el objetivo de este trabajo ha sido contribuir a
la caracterizaciéon del funcionamiento micorrizico en Brachiaria decumbens y al
establecimiento de un método de toma de muestras, que permita evaluar las variables
analizadas con mayor precision.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizd6 en el Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), en
octubre del 2007; para ello se utilizaron dos canteros de 15 m de largo x 1 m de ancho, a
una altura de 20 cm., conteniendo un suelo Ferralitico Amarillento (7), el cual se esterilizé
inicialmente con una solucién de formol al 1 % aplicada a razén de 5 L.m*? (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas quimicas del suelo utilizado a la profundidad de 0—20 cm

c pH MO P Ca Mg Na K
anteros H,O (%) (mg.kg™) (cmol.kg™)
A 4,83 1,19 8,67 10,93 3,07 0,90 0,11
B 4,63 1,38 7,0 12,37 2,97 0,88 0,14

Para la caracterizacién quimica del suelo se utilizaron los siguientes métodos analiticos:
e el pH en HO se determind por potenciometria, utilizando una relacion
suelo:disolucién 1:2,5
¢ el contenido de materia organica (% MO) se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Walkley y Black y el fosforo (P2.Os) por Oniani
e los cationes intercambiables se determinaron por una extraccion con NH,AC 1
mol.L™ a pH 7; calcio (Ca) y magnesio (Mg) por complexometria y potasio (K) por
fotometria de llama (8).
Las semillas de Brachiaria decumbens se sembraron a una densidad de 13 g.m?. Se
utilizé un inoculante micorrizico certificado a base de Glomus hoi-ike, con un titulo de 68
esporas.g”, el cual se aplico mediante la tecnologia de recubrimiento (9).



En el momento de la siembra se aplicaron 150 g de N, P, K en la férmula completa (9-13—
17) y con posterioridad a los 30 dias se aplicaron 75 g de urea (46—0-0), ambas se
aplicaron por canteros de 15 m de largo. Los canteros se desyerbaron tres veces en la
fase del cultivo y se regaron cada vez que la humedad del suelo reflejaba entre 75-80 %
de su capacidad de campo.

Para la toma de muestras, se subdividieron los canteros en tres cuadrantes de 5 m y se
realizaron muestreos a los 30, 60, 90 y 120 dias después de la siembra. En todos los
cuadrantes, se extrajeron plantas de un area de 25 cm x 25 cm., para evaluar la masa
seca aérea y de las raices correspondientes a dos profundidades (0-10 y 10-20 cm). La
masa seca se determind colocando las muestras en estufa a una temperatura de 65°C
hasta obtener masa constante. En las raices extraidas a ambas profundidades también se
evaluaron los porcentajes de colonizacion micorrizica y densidad visual (10, 11).

El nimero de esporas de HMA se evalu6 tomandose en cada cuadrante y profundidad
dos muestras de suelo compuestas por tres y cinco submuestras respectivamente, para lo
cual se utilizé una barrena de 6 cm de diametro. Las esporas se aislaron por el método de
tamizado humedo y decantado (12) y se contaron con ayuda de una placa de conteo de
nematodos en un microscopio estéreo modelo Stemi 2000-C (40x).

Analisis estadistico. El comportamiento de los momentos de muestreo sobre la masa seca
aérea y radical en las dos profundidades se determind mediante un analisis de varianza
de clasificacion simple (ANOVA), siendo las medias con diferencias significativas
comparadas segun la prueba de Rangos Multiples de Duncan para p<0.05.

Los datos del porcentaje de colonizacién micorrizica (%C) fueron transformados por la
funcién 2arcsenvVx. La influencia de la profundidad de muestreo (0-10 y 10-20 cm) sobre el
porcentaje de colonizacién micorrizica y nimero de esporas de HMA se determiné
mediante la comparacién de las medias con sus intervalos de confianza al 95 %. De forma
similar, se procedié con la influencia del numero de submuestras tomadas en las
muestras compuestas (tres y cinco) sobre el numero de esporas en todos los momentos
de muestreo.

Se analizé la influencia del porcentaje de colonizacién y la masa seca radical sobre la
produccién de esporas mediante una correlacién, donde se utilizaron los datos del
porcentaje de colonizacién micorrizica en la profundidad de 0-10 cm, las muestras
compuestas por cinco submuestras en la produccion de esporas y la masa seca radical a
los 90 dias en la profundidad de 0-10 cm.

En todos los casos, los analisis se realizaron utilizando el programa estadistico SPSS
11.5 para Windows con (p<0.05 %).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra la produccion de masa seca aérea y radical en las dos
profundidades del cantero durante el ciclo del cultivo de Brachiaria decumbens. La masa
seca aérea (Figura 1A) mostré6 un comportamiento caracteristico de un crecimiento, que
se incrementa en el tiempo alcanzando valores maximos de 0.96 kg.m?a los 120 dias.
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Figura 1. Desarrollo vegetativo de Brachiaria decumbens inoculada con Glomus hoi-like
en funcién de las dos profundidades estudiadas. Masa seca aérea (A) y masa seca de
raices 0-10 y 10-20 cm (B). Medias con letras iguales no difieren segun la prueba de
Tukey (P<0.05)

En la masa seca radical 0-10 cm (Figura 1B) hasta los 90 dias, se observé un crecimiento
paulatino de la variable y, con posterioridad, en el intervalo enmarcado entre los 90 y 120
dias, un incremento exponencial que alcanz6 valores maximos de 0.84 kg.m?, que fueron
significativamente superiores a los encontrados en el resto de los momentos de muestreo.
En la profundidad de 10-20 cm, no se encontraron diferencias significativas en los
distintos momentos de muestreo, mostrando valores maximos de 0.11 kg.m®. Estos
resultados indican que el volumen de raices de Brachiaria decumbens en la profundidad
de 10-20 cm fue mucho menor que en la de 0-10 cm.

Otros afirman que mas del 80 % de las raices se encuentran en las capas superficiales,
especialmente en los primeros 10 cm de profundidad (13, 14), lo cual fue corroborado con
estos resultados.

En la Figura 2 aparece la dindmica de los porcentajes de colonizaciéon micorrizica en las
dos profundidades estudiadas. Se mostr6 a partir de los 60 dias un incremento sostenido
del porcentaje de colonizacion micorrizica hasta los 90 dias de establecido el cultivo, con
valores maximos de 60 %.

Resultados similares se observaron en condiciones de campo con plantaciones de
Brachiaria inoculada con cepas eficientes en dos tipos de suelo (15).

A los 120 dias comenzé a decrecer el porcentaje de colonizacién micorrizica (Figura 2),
posiblemente asociado al manejo del riego que se provocéd en estos canteros a partir de
los 105 dias, para estimular la esporulaciéon de los HMA, al provocar el cese de los
procesos de absorcion y, por ende, la traslocacién de fotosintatos al sistema radical.
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Figura 2. Dinamica del porcentaje de colonizacién micorrizica en raices de Brachiaria
decumbens inoculadas con Glomus hoi-like en funcion de las dos profundidades
estudiadas (0-10 y 10-20 cm). Las barras verticales indican los intervalos de confianza
para cada media (p<0,05).

Teniendo en cuenta los intervalos de confianza, no se encontraron diferencias
significativas entre los porcentajes de colonizacion micorrizica en las dos profundidades
en todos los momentos de muestreos (Figura 2), lo que se corrobora con trabajos
realizados en raices de cafeto evaluadas a las mismas profundidades (16).

Estudios realizados en trigo (Triticum aestivum) y Brachiaria decumbens tampoco
mostraron dafnos de la colonizacién micorrizica por la profundidad de muestreo, hasta los
20 cm de profundidad en ambos casos (17, 18).

Segun estos resultados, las raices de las plantas micorrizadas mantienen una
colonizacién relativamente uniforme en su sistema radical, hasta los 20 cm de
profundidad. Por tanto, se infiere que no es imprescindible muestrear las dos
profundidades del sistema radical, para alcanzar una buena estimacion de la colonizacién
micorrizica en el cultivo.

Los resultados corroboran los estudios realizados en pastos, donde se encontraron que la
mayoria de las esporas y la colonizacion micorrizica arbuscular se presentan en los
primeros 20 cm del suelo, disminuyendo de forma exponencial con la profundidad (19).

La Figura 3 muestra la dindmica del porcentaje de densidad visual en las dos
profundidades, la cual refleja la intensidad con que la cepa inoculada colonizé el interior
del sistema radical. Esta manifesté un comportamiento similar en ambas profundidades,
con valores maximos a los 90 dias de 3.07 %.

Trabajos realizados en campo abierto con Brachiaria decumbens inoculada con cepas
eficientes de HMA, obtuvieron valores de densidad visual de 3.28 % (20), que fueron
similares a los obtenidos en el presente trabajo.
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Figura 3. Dindmica del porcentaje de densidad visual en raices de Brachiaria decumbens
inoculadas con Glomus hofk-like en las dos profundidades del cantero (0-10 y 10-20 cm)
Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05)

Sin embargo, a los 120 dias (Figura 3), se detecté una disminucién del porcentaje de
densidad visual en las dos profundidades, comportamiento que se corresponde con la
dinamica del porcentaje de colonizacién micorrizica (Figura 2) explicado en el manejo de
riego ya referido.

No existieron diferencias significativas entre los porcentajes de densidad visual en las dos
profundidades estudiadas, reflejandose una homogeneidad de la micorrizacién en todo el
sistema radical; esta es la respuesta de la planta a la inoculacién con HMA, que se
expresa en todo el sistema radical con la misma intensidad.

La Figura 4 muestra el numero de esporas de Glomus hoi-like en las dos profundidades
analizadas y en funcién del nimero de submuestras (tres y cinco) tomadas por muestra.
En todos los casos, el numero de esporas en el suelo se incrementd notablemente en el
tiempo durante todo el periodo estudiado, lo cual indica que el proceso de produccion de
nuevas esporas de HMA en el sistema estudiado es continuo, posiblemente derivado del
propio desarrollo de la simbiosis en el sistema radical del cultivo y de la masa fangica
externa. Este comportamiento es tipico del propio desarrollo de la asociacién micorrizica y
el ciclo de vida del hongo (21).
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Figura 4. Numero de esporas de Glomus hoi-like por g de suelo en las dos profundidades
estudiadas (0-10 y 10-20 cm) y en las dos muestras conformadas por tres y cinco
submuestras

Las barras verticales indican los intervalos de confianza para cada media (p<0,05)

No se observaron diferencias significativas en el nUmero de esporas en el suelo (Figura 4)
entre las muestras compuestas por tres y cinco submuestras a los 30 y 60 dias en las dos
profundidades (0-10 y 10-20 cm). Teniendo en cuenta los intervalos de confianza a los 90
y 120 dias, se mostraron diferencias significativas entre las muestras compuestas por tres
y cinco submuestras en las dos profundidades, siendo mayor el niumero de esporas de
HMA en la muestra compuesta por cinco submuestras en la profundidad de 0-10 cm.

En trabajos realizados, se ha encontrado que las principales fuentes de in6culo de HMA
estdn amplia y uniformemente distribuidas en los 10 cm superficiales del suelo (22, 23,
24).

Por otra parte, se ha detectado que con la profundidad disminuye la cantidad de
propagulos de HMA en el suelo y los resultados indicaron que para la estimacion de las
esporas, es necesario tener en cuenta las profundidades de muestreo (25).

Segun los resultados de este trabajo, para estimar el nUmero de esporas se recomienda
tomar muestras compuestas por cinco submuestras, lo cual garantiza que el muestreo sea
mas representativo del area. En la Tabla Il se muestra una correlacién significativa entre
el nimero de esporas de Glomus hoi-like y el porcentaje de colonizacién micorrizica en la
profundidad de 0-10 cm, aunque existen contradicciones al relacionar estos factores,
observandose que el nimero de esporas de HMA del suelo no necesariamente refleja la
capacidad de colonizacién de estos hongos (26).

Tabla Il. Correlaciones realizadas entre el nimero de esporas de Glomus hoi-like, el
orcentaje de colonizacién micorrizica y la masa seca radical

Porcentajg de colonizacion Masa seca radical
micorrizica
Numero de Correlacion
esporas.g”’ de | de Pearson 0,657(*) 0,438
suelo

**La correlacion es significativa al nivel de 0,05 (bilateral)



No mostraron correlacién las variables mencionadas anteriormente con la masa seca
radical, sobre esto puede estar influyendo que la masa seca de la raiz en la profundidad
de 0-10 cm incluye el peso de varias raices gruesas, que no estan involucradas
directamente en el proceso simbidtico y, por tanto, tampoco en la formacién de esporas ni
en el porcentaje de colonizacién micorrizica. EI comportamiento de las cepas de HMA
esta determinado por la morfologia y la tasa de crecimiento del sistema radical de la

planta

hospedera, la tasa de absorcion de nutrientes y el flujo de carbohidratos en la

interfase simbidtica (27).
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