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RESUMEN

Se realizd un experimento bajo condiciones de invernadero para evaluar el potencial
simbiotico y la efectividad de hongos micorrizo-arbusculares (HMA) en tres suelos de
Colombia sometidos a diferentes usos (plantacion de palma de aceite con altos insumos,
bosque secundario de reforestacion y suelo degradado por mineria de aluvion). Tal
efectividad se refiere al potencial que tienen los HMA nativos de un suelo para desarrollar
la simbiosis micorrizal e incrementar el crecimiento y la concentracién de P en los tejidos
del hospedero. Semillas germinadas de Leucaena leucocephala se sembraron en macetas
gue contenian una mezcla de suelo y cuarzo como sustrato de crecimiento. El sustrato fue
inoculado con alicuotas de cada suelo y un HMA de reconocida efectividad (Glomus
aggregatum). Las plantas crecieron durante 49 dias. La efectividad simbidtica micorrizal de
los suelos se evalud a través de mediciones frecuentes del contenido foliar de fésforo (P), y
al final del periodo de crecimiento se determiné la masa seca aérea, el contenido total de P
en la parte aérea y la colonizacion micorrizal. La inoculacion con G. aggregatum
incrementd significativamente el crecimiento de las plantas y la absorcion de P con
respecto a las plantas inoculadas con alicuotas de los suelos y aquellas no inoculadas. Asi
mismo, la colonizacién micorrizal fue muy alta en las raices inoculadas con G. aggregatum
y ausente en los otros tratamientos. Esto significa que en los suelos estudiados hay una muy
baja efectividad micorrizal de los HMA y/o bajo contenido de propagulos micorrizales
infectivos, lo cual fue corroborado con la técnica del nimero mas probable y el conteo de
esporas.
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Glomus aggreggatum.
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ABSTRACT

MYCORRHIZAL SYMBIOTIC POTENTIAL AND EFFECTIVENESS OF THREE
SOILS UNDER DIFFERENT USES

An experiment was conducted under greenhouse conditions to evaluate the mycorrizal
symbiotic potential and mycorrizal effectiveness of three soils of Colombia exposed to
different uses. Germinated seeds of Leucaena leucocephala were transplanted in a growth
substrate consisting of a soil-quartz (1:1 ratio) mixture. The substrate was inoculated with a
crude inoculum of Glomus aggregatum, a mycorrhizal fungus of known effectiveness.
Mycorrhizal effectiveness was evaluated by monitoring P pinnule content of the leucaena
seedlings at regular intervals of time during the growth period of 49 days. At harvest, shoot
dry mass, shoot P content, and mycorrhizal colonization were determined. Plant growth and
P uptake were significantly higher in plants growing in the substrate inoculated with G.
aggregatum than those plants grown in either non-inoculated substrate or substrate
inoculated with aliquots of tested soils. Mycorrhizal colonization was very high in the G.
aggregtaum inoculated-substrate and virtually absent in the other treatments. Results
suggest that in the tested soils there were a low mycorrhizal effectiveness and/or low
content of mycorrizal infective propagules, which was confirmed by the most-probable-
number method and mycorrhizal spore counting.

Key words: Mycorrizal effectiveness, mycorrhizal fungi, Leucaena leucocephala, Glomus
aggreggatum.

INTRODUCCION

Una de las estrategias mas exitosas de las plantas para superar el estrés durante la
colonizacion de ecosistemas terrestres es la capacidad de sus raices para establecer
simbiosis benéficas con microorganismos del suelo (Allen, 1996). Un ejemplo de esto son
las micorrizas, las cuales consisten en la simbiosis mutualista entre ciertos hongos del suelo
y las raices de aproximadamente el 95% de las especies vegetales (Sanchez, 1999). El tipo
de micorriza mas estudiado se establece entre hongos de la clase Zigomicete, orden
Glomales, y muchas especies vegetales, incluyendo algunas de interés agricola, horticola y
forestal; tal asociacién es llamada endomicorriza o micorriza arbuscular (Harrier, 2001;
Abbott y Robson, 1982). Las hifas extraradicales de estos hongos micorrizo— arbusculares
(HMA) se constituyen en extensiones de las raices, incrementando asi la capacidad de
absorcion de agua y nutrientes, particularmente fosforo (P) (Bolan, 1991; Habte y
Manjunath, 1987). La tarea de captar P recae en buena parte en las hifas de los HMA
(Schachtman; Reid y Ayling, 1998).

El estudio de la asociacion micorrizal es bastante importante en los suelos del trépico que
usualmente exhiben baja disponibilidad de P (Sieverding, 1991). Por ejemplo, el 80 % de
los suelos de Colombia son acidos y presentan baja concentracion de P en la solucién del
suelo (Malagon et al., 1995).



La respuesta a la inoculacién micorrizal depende de mdltiples factores tales como (i) la
dependencia micorrizal de las plantas, (ii) la concentracién de P en la solucion del suelo,
(iii) el namero de propéagulos micorrizales infectivos y (iv) la efectividad de los HMA para
incrementar la absorcion de P. Hay factores abiodticos que afectan negativamente la
asociacion micorrizal como el uso excesivo de fertilizantes fosforicos y pesticidas que
inhiben el establecimiento y la efectividad de la simbiosis micorrizal (Kjoller y Rosendahl,
2000; Abdel-Fattah y Mankarious, 1997). Adicionalmente, periodos prolongados de lluvia,
la excesiva mecanizacion agricola, la ausencia de cobertura vegetal y las actividades
mineras favorecen la erosion del suelo y, en consecuencia, reducen el nimero de
propagulos, la biodiversidad y la actividad de los HMA (Barea y Jeffries, 1995).

Dodd et al. (1990) evaluaron los cambios en el nimero de esporas de diferentes especies
nativas de HMA en ecosistemas expuestos a diferentes practicas de manejo. Ellos indican
que el nimero de esporas refleja la abundancia relativa de multiples poblaciones de HMA
en sistemas agricolas. Sin embargo, éste no se correlaciona con la infectividad y efectividad
micorrizal.

Los métodos comunmente utilizados para evaluar el potencial simbi6tico micorrizal de
suelos e indculos incluyen el conteo de esporas, de hifas extraradicales, de propéagulos
infectivos y de sitios de colonizacion en las raices. Estas metodologias son dispendiosas,
imprecisas y/o no se correlacionan con la efectividad simbidtica micorrizal (Habte; Fox y
Huang, 1987). Es ampliamente aceptado que el nimero de esporas no es un buen indicador
del potencial simbiotico micorrizal de un suelo o un inéculo, ni tampoco pueden dar cuenta
de la efectividad que puedan tener estos hongos micorrizales para mejorar el crecimiento y
la nutricion vegetal. De ahi que sea necesario buscar otras pruebas adecuadas que nos
permitan conocer esto.

Es l6gico pensar que si el aspecto mas importante de la asociacion micorrizal es el
incremento en la absorcidn de P, la cuantificacion del P absorbido puede constituirse en una
medida de la efectividad micorrizal. Con base en esto, Habte; Fox y Huang, (1987)
desarrollaron una técnica para medir la efectividad simbidtica de HMA mediante un
monitoreo no destructivo de la concentracién de P en los pinulos de plantas de leucaena
inoculadas en funcidén del tiempo. Los métodos convencionales requieren cantidades
mayores de muestra foliar, por lo que es necesario tomar muchas hojas (20-30) por
tratamiento, algo no disponible en algunos experimentos controlados de invernadero 6
hacer muestreos destructivos de toda una planta, lo cual acarrea limitaciones de costo y del
control del error experimental. A pesar de la sencillez y utilidad de la técnica del pinulo
este método, no ha sido empleado en los estudios de la asociacién micorrizal en el pais. El
objetivo fue determinar la efectividad simbidtica-micorrizal de las poblaciones de hongos
micorrizo-arbusculares de tres suelos de Colombia expuestos a diferentes manejos
aplicando el método mencionado.



MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el invernadero de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin (6° 15" N, 75° 35" W y 1495 m de altitud). El suelo utilizado fue una
muestra del horizonte B de un Ultisol franco arcilloso de Niquia, (Bello, Antioquia), con un
pH 5,3 y un nivel de P en la solucién del suelo de 0,001 mg L™. El suelo se secé al aire, se
tamiz6 a 4 mm y se mezclé con cuarzo en una proporcion 1:1 (m:m) y esta mezcla se
utilizé como sustrato de crecimiento. El pH de este sustrato se ajusto a 6,7 con CaCOgs. Los
resultados del analisis del sustrato fueron: carbono orgénico (C.0.) 3,5 g kg (Walkey &
Black); P 1 mg kg* (Bray I1); Ca, Mg y K 1,73; 0,26 cmol. kg’ y no detectable,
respectivamente (acetato de amonio 1 M, pH 7,0); Fe, Mn, Cuy Zn 8, 2, <0,5y <0,5 mg
kg" (Olsen—-EDTA), respectivamente; B 0,1 mg kg™ (agua caliente); NOs; no detectable
(sulfato de aluminio 0,025 M) y NH, 7 mg kg™ (KCI 1M). El sustrato de crecimiento se
esterilizé dos veces en autoclave a 120°C y 0,1 MPa durante 1 hora, con un periodo de 24
horas entre cada esterilizacion. Con el fin de establecer un nivel de P en la solucién del
sustrato, adecuado para la actividad micorrizal (0,02 mg L™, Habte y Manjunath, 1987), se
aplicé P a razén de 350 mg kg™ segun los resultados de una isoterma de adsorcién de P
(Fox y Kamprath, 1970) (Figura 1). El P se aplicé al momento de la siembra usando como
fuente KH,PO,.

El sustrato se transfirié a 20 macetas plasticas (15,5 x 8,5 cm) a razén de 600 g/maceta. El
sustrato de cada maceta se inoculé y mezclo uniformemente con 15 g de una de los
siguientes fuentes de inoculo micorrizal: (i) horizonte A (0-15 cm) de un suelo de Uraba
(Antioquia), proveniente de un terreno reforestado por 5 afios; (ii) horizonte A (0-15 cm) de
un suelo de Acacias (Meta) tomado de una plantacion de palma africana (Elaeis
guineensis) que frecuentemente ha recibido pesticidas y fertilizantes fosforicos durante 30
afios; (iii) muestras superficiales (0-15 cm) de un suelo degradado del municipio de Taraza
(Antioquia), correspondiente a un material espolico fino de mineria de aluvién de una zona
alta erosionado por mineria de aluvion, (iv) indculo crudo de Glomus aggregatum
constituido por esporas, fragmentos de hifas y raices colonizadas en una matriz de
basalto triturado (< 2 mm) (inoculo proporcionado por el Dr. M. Habte de la Universidad
de Hawaii). Como tratamiento testigo se utiliz6 sustrato sin inocular, el cual recibi6 15 g de
cuarzo estéril y filtrados del indculo crudo luego de remover las estructuras de G.
aggregatum con papel filtro Schleicher & Schueler (tamafio de poro: 2 um). Los analisis
quimicos de estas fuentes de inoculo, el contenido de esporas de HMA (The
International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Fungi
(INVAM). INVAM (2003) y el nimero méas probable (NMP) de propagulos infectivos de
HMA (Porter, 1979; Alexander, 1982) aparecen en la Tabla 1. Se incluye la
determinacion de P soluble segin el método de Olsen y Sommers (1982).

Como planta indicadora se utiliz6 Leucaena leucocephala var. K11 por ser altamente
dependiente de la asociacion micorrizal y de rapido crecimiento (Habte y Osorio, 2001).
Las semillas de L. leucocephala fueron escarificadas con H,SO, por 20 min, lavadas 6
veces con agua desionizada (Habte y Manjunath, 1991) y colocadas en camara himeda
estéril para su germinacion; en cada maceta se sembro6 una semilla germinada. Una semana



después de la siembra se aplicé una solucion que contenia N, K'y Mg a razén de 100, 150 y
100 mg kg, utilizando como fuentes NHsNO3, KNO3; y MgS0..7H,0. Ademas, se aplico
0,5 cm® kg™ de una solucién de micronutrientes que contenfa Cu, Mo, By Zn (Habte y
Osorio, 2001). A partir del dia 26 después de la siembra, se aplico via foliar KNO3 (4%) y
NH;FeSO, (1%). Las plantas crecieron por 49 dias y se regaron periédicamente para
mantener un 60% de la méxima capacidad de retencidn de agua.
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Figura 1. Isoterma de adsorcion de P para el suelo de Niquia (Bello, Antioquia).

Tabla 1. Propiedades quimicas de los suelos utilizados como fuente de in6culo micorrizal,
cantidad de esporas de HMA y nimero mas probable de propagulos micorrizales infectivos
(ND: No determinado).

Fuente de Esporaslg | opagulos H co. ca Mg K PBa o oz P(-oS(c))IiJ i
indculo P 9 infectivos/g P o 9 1 y
CaCly)
(L1, H0)  (gkg™") (cmolc kg™) -(mg kg™) (mg L)
Uraba 5 0 6,0 64 213 372 0,88 6 ND -- 0,005
Acacias 6 0 4,6 29 1,0 0,32 0,16 9 1 <0,5 0,011
Taraza 9 2 51 8 1,1 048 0,11 1 1 <0,5 0,008
G. aggregatum 37 17 6,2 - - - - - - 0,020

Para evaluar la efectividad micorrizal se monitored frecuentemente el contenido de P del
cuarto pinulo (contando desde la base de la pina) de la hoja mas joven completamente
expandida (Habte; Fox y Huang, 1987; Aziz y Habte, 1987) (Figura 2). El contenido de P se
determind por el método del azul de molibdato (espectrofotémetro Perkin Elmer modelo



Lambda 1, A= 660 nm) después de reducir los pinulos a cenizas en mufla a 500°C por 2 h
(Habte y Osorio, 2001). Al momento de la cosecha se determind la masa seca de la parte
aérea luego de secar las muestras vegetales a 60°C por 72 horas. Asi mismo, se determin6
la cantidad de P absorbida en la parte aérea utilizando el mismo metodo descrito
anteriormente. La colonizacion micorrizal se midi6 por el método del intercepto de la
cuadricula (Giovannetti y Mosse, 1980), para esto las raices fueron previamente
clarificadas con KOH (Phillips y Hayman, 1970) y tefiidas con fucsina acida (Kormanik;
Bryan y Schultz, 1980).

Se empled un disefio experimental completamente al azar con cuatro repeticiones por
tratamiento. Los datos fueron analizados estadisticamente a través de un andlisis de
varianza y la prueba de los rangos multiples (nivel de significancia, (P, < 0,05) con el
programa estadistico STATGRAPHICS version 4.0.
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Figura 2. Representacion de una hoja joven de leucaena indicando la ubicacién del pinulo
a muestrear.

RESULTADOS

En los dias 15, 18, 20 y 23 después de la siembra, el contenido de P en los pinulos no
present6 diferencias significativas segun la fuente de inoculo (Figura 3). Sin embargo,
después del dia 28 las plantas que crecieron en el sustrato inoculado con G. aggregatum
exhibieron contenidos de P en los pinulos significativamente mayores que los otros
tratamientos. Estos pinulos alcanzaron un nivel maximo de P de 8,9 pg/pinulo al dia 49
después de la siembra. EI contenido de P de los pinulos de plantas que crecieron en el
sustrato inoculado con los suelos y las no-inoculadas no exhibieron diferencias
significativas en los dias de muestreo, éstos valores decrecieron con el tiempo. En el dia 49,
llegaron a ser extremadamente bajos (1,5 pg/pinulo) e inclusive tales plantas exhibieron
clorosis y posterior defoliacion de los pinulos mas viejos.

La masa aérea seca de plantas de leucaena que crecieron en el sustrato inoculado con G.
aggregatum fue significativamente superior que aquellas que crecieron en el sustrato no



inoculado o inoculado con los suelos (Tabla 2); estas Gltimas no presentaron diferencias
significativas con el tratamiento testigo. Un comportamiento similar exhibid6 la cantidad de
P absorbido por la parte aérea (Tabla 2). La colonizacion micorrizal fue significativamente
diferente en funcion de los tratamientos. Cuando G. aggregatum fue inoculado, la
colonizacion micorrizal fue muy alta (74.2 %) y nula en las raices que crecieron en el
sustrato no-inoculado e inoculado con los suelos (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de la fuente de in6culo micorrizal sobre la masa seca aérea de leucaena, el
contenido de P de la parte aérea y la colonizacion micorrizal.

Masa seca  Contenido de P en la ., ) .
Colonizacion micorrizal

Tratamiento aérea parte aérea
(g/planta) (mg/planta) (%)
Testigo no- inoculado 0,59 bc 0,43b 00b
Uraba 0,58 ¢ 0,67 b 0,0b
Acacias 0,60 bc 0,60 b 0,0b
Tarazé 0,66 b 0,73b 0,0b
G. aggregatum 1,20 a 3,76 a 74,2 a
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Figura 3. Contenido de P en pinulos de leucaena en funcion de la fuente de indculo, de un
sustrato no inoculado y del tiempo, expresado en dias después de la siembra. Cada punto
corresponde a la media de cuatro mediciones.



DISCUSION

La progresiva disminucién del contenido de P de los pinulos en las plantas que crecieron en
el sustrato no-inoculado e inoculado con los suelos estudiados sugiere un agotamiento
paulatino de la concentracién de P en los tejidos vegetales. Inicialmente la semilla cuenta
con una concentracion de P relativamente alta, pero con la demanda de nutrientes para el
crecimiento el P se diluye en los tejidos en expansiéon. Si no hay un sistema de raices
adecuado para abastecer a la planta del P requerido, la falta de este nutriente restringe el
desarrollo de la planta. En caso tal que el P esté en bajas concentraciones en los tejidos, la
planta exhibird sintomas de deficiencia. En este trabajo tales sintomas fueron similares a
los reportados por Habte y Manjunath (1987) y Smith et al. (1992).

La inoculacion con los suelos de Urabd, Acacias y Taraza, no tuvo efectos benéficos sobre
la absorcion de P y el crecimiento vegetal debido a la ausencia o al bajo nimero de
propagulos micorrizales infectivos (Tabla 1). Esto fue corroborado por la ausencia de
colonizacion micorrizal (Tabla 2). El bajo potencial simbidtico micorrizal hallado en este
suelos puede ser el resultado de practicas de uso y manejo que disminuyen el nimero de
propagulos micorrizales infectivos (Kjoller y Rosendahl, 2000; Abdel-Fattah y Mankarious,
1997; Sukarno et al., 1996; Barea y Jeffries, 1995). EI comportamiento con los suelos de
Acacias y Taraza era esperado debido al uso y manejo de estos suelos (intensas practicas
agricolas y mineras, respectivamente) . Sin embargo, con el suelo de Uraba se presumia una
mejor efectividad micorrizal ya que el suelo provenia de un bosque secundario establecido
hace 5 afios. Al parecer, en estos suelos no hay un aumento de propagulos micorrizales
porque algunas especies forestales secundarias exhiben baja dependencia micorrizal
(Zangaro; Bononi y Trufen, 2000), lo cual ha sido observado por Francisco Hernando
Orozco (comunicacion personal) en programas de rehabilitacion de suelos. En caso tal que
se establezcan en estos suelos plantas altamente dependientes de la asociacion micorrizal, la
aplicacion de indculo se puede sustentar debido a las bajas concentraciones de P disponible
(P-Bray II: 1-9 mg kg™; P-CaCl,: 0.005-0.011 mg L™) (Fox, 1981) y en la baja densidad de
propagulos micorrizales infectivos (Tabla 1). Estas concentraciones de P son tan bajas que
podrian restringir las actividad de la asociacion; Habte y Manjunath (1991) reportaron que
una concentracion de P de 0,02 mg L™ de solucién es optima para la actividad micorrizal.
Por tal razon, se podrian hacer aplicaciones de P moderadas a estos suelos que permitan
alcanzar esta concentracion.

Por otro lado, con la aplicacion del indculo crudo de G. aggregatum se observd una alta
colonizacion micorrizal y, consecuentemente, el contenido de P en los pinulos increment6
significativamente. Por lo tanto, las plantas inoculadas con este HMA desarrollaron el
doble de masa seca en la parte aérea. Este inoculo crudo exhibié un alto nimero de
propéagulos infectivos 1,7 x 10* kg™ (Tabla 1). Segln Habte y Osorio (2001) para obtener
una alta colonizacion micorrizal, es suficiente tener 520 propagulos infectivos por kg de
indculo, por encima de este nivel no se incrementa el indice de colonizacion micorrizal. Se
considera que el método del NMP fue mejor que el conteo de esporas para determinar el
alto potencial simbiotico micorrizal del in6culo crudo y la baja efectividad micorrizal de los
suelos estudiados. Uno de los limitantes del conteo de esporas es que solo se tienen en



cuenta estas estructuras como propagulos; ademas, este método no contempla la viabilidad
de la esporas. Las esporas de HMA encontradas en un suelo pueden ser no-viables y como
tal no deberian ser contabilizadas como propagulos micorrizales. En contraste, el método
del NMP permite detectar simultaneamente un nimero de propagulos infectivos en el que
se incluyen fragmentos de micelio extraradical, esporas viables y fragmentos de raices
infectadas.

Se desea resaltar las diferencias entre suelos en relacion al nimero de propagulos
infectivos, ya que estas diferencias son el producto del uso y manejo al que se han sometido
los suelos, y, consecuentemente, determinan el potencial simbidtico micorrizal y la
efectividad de los hongos micorrizales para mejorar el crecimiento y la nutricion vegetal.
Es claro que en algunos suelos el potencial simbidtico micorrizal es bajo o nulo, a pesar de
la presencia de esporas micorrizales; por eso cobra validez la determinacion de propagulos
infectivos a traves de la técnica de numero méas probable. A pesar de que esta prueba
bioldgica toma mas tiempo que la determinacion del niamero de esporas (30 dias versus 1
dia, respectivamente), es méas exacta para mostrar el potencial simbidtico de un suelo o un
inoculo. Una desventaja es que toma mucho tiempo, pero que importancia puede tener una
prueba rapida cuando no es valida, cuando los resultados de tal prueba-rapida no hablan del
potencial simbidtico micorrizal y ni de la efectividad de tales hongos para mejorar el
crecimiento y nutricion vegetal.

Por otro lado, una de las ventajas que se encuentran con el método del pinulo para medir la
efectividad micorrizal es su capacidad para detectar el momento en el cual la asociacion
micorrizal empieza a ser efectiva. Es decir, el momento en el cual aumenta
significativamente la concentracién de P en los tejidos, esto sucedid a partir del dia 23. En
otros trabajos con la asociacion leucaena - G. aggregatum se han observado resultados
comparables (Habte; Fox y Huang, 1987; Habte y Fox, 1989; Osorio y Habte, 2001). De la
misma manera, el método del pinulo fue atil para identificar las plantas que no
establecieron la asociacion micorrizal (cero colonizacion micorrizal) y desarrollaron
sintomas tipicos de deficiencia de P. Hasta donde se sabe, éste es el primer trabajo en
Colombia en el que se determina la efectividad micorrizal mediante el monitoreo del
contenido de P en plantas usando la técnica del pinulo en funcion del tiempo. Con esta
técnica se pueden hacer monitoreos no destructivos de la concentracion foliar de P en
plantas de leucaena en funcion del tiempo. De tal manera que se puede hacer un
seguimiento de la evolucion de la simbiosis en muestras tan pequefias como 10 mg de masa
seca vegetal. Bajo los métodos convencionales existentes en el pais se requieren cantidades
mayores de muestra foliar, por lo que es necesario tomar muchas hojas (20-30) por
tratamiento (algo no disponible en algunos experimentos de invernadero) o realizar
muestreos destructivos de toda una planta, lo cual acarrea limitaciones de costo y del
control del error experimental.
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