DEPENDENCIA MICORRIZAL DE LAUREL (OCOTEA sp.)
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RESUMEN

Se realiz6 un experimento en invernadero para de-
terminar la dependencia micorrizal (pm) de laurel
(Ocotea sp.). Para tal fin se utilizé un disefio expe-
rimental completamente al azar. Los tratamientos
tuvieron un arreglo factorial 3x2 con cinco repeti-
ciones, los cuales consistieron en la combinacion
de tres niveles de fosforo (P) en la solucion del
suelo (0.002, 0.02 y 0.2 mg L) y dos niveles de
inoculacion micorrizal (inoculado y no inoculado)
con Glomus aggregatum Schenck & Smith. Se em-
plearon como variables respuesta el contenido de
P foliar en funcion del tiempo. Al momento de la
cosecha, se determinaron la masa seca aérea, el P
total absorbido en la parte aérea, la colonizacion
micorrizal y la pm. Los resultados indican que en
algunos dias de muestreo el contenido de P foliar
aumento significativamente con la inoculacion mi-
corrizal en laurel al nivel de P en solucion de 0.2
mg L' pero no en los otros niveles de P. El conteni-
do de P total absorbido no incrementé significativa-
mente. La pm fue del 28%, lo que permite clasificar
esta especie como moderadamente dependiente.
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ABSTRACT

A greenhouse experiment was carried out to de-
termine the mycorrhizal dependency of laurel
(Ocotea sp.). In order to do this, a completely ran-
domized experimental design was used, with six
treatments in a factorial array of 3x2 and five rep-
etitions. The treatments involved a combination of
three Phosphorus (P) levels in soil solution (0.002,
0.02 and 0.2 mg L) and two levels of mycorrhi-
zal inoculation, either inoculated or non-inoculated
with Glomus aggregatum Schenck & Smith. The
leaf P content as a function of time was used as an
output variable. Shoot dry matter, shoot P content,
mycorrhizal colonization of roots, and mycorrhizal
dependence were measured at harvest. The results
indicated that the leaf P content increased signifi-
cantly when using the mycorrhizal inoculation in
laurel at P level 0.2 mg L', but not in the other P
levels, on some of the sampling days. Shoot dry
weight and total plant P content did not increase at
all levels of soil available P. Mycorrhizal depen-
dency of laurel reached 28%, which allows this
species to be classified as moderately dependent on
mycorrhiza.

Universidad Catolica de Oriente, A.A. 050956, Rionegro, Antioquia. Correspondencia: jsierra@uco.edu.co

2 Unidad de Biotecnologia Vegetal, Universidad Catolica de Oriente, A.A. 050956, Rionegro, Antioquia.dcastro@uco.edu.co

w

unal.edu.co

Recepcion: 7 de marzo de 2009 / Aprobacion: 16 de abril de 2009

Laboratorio de Microbiologia del Suelo, Universidad Nacional de Colombia, A.A. 3840, Medellin, Antioquia. nwosorio@

Revista Colombia Forestal Vol. 12: 17-24 / Diciembre 2009  FX/




Dependencia micorrizal de laurel (Ocotea sp.)

INTRODUCCION

Una de las estrategias mas exitosas desarrolladas
por las plantas para superar el estrés que se presen-
ta durante la colonizacion de ecosistemas terrestres
es la capacidad de las raices para establecer sim-
biosis benéficas con microorganismos del suelo
(Allen 1996, Rilling 2004). Ejemplo de ello son
las asociaciones simbiodticas mutualistas entre las
raices del 95% de las especies vegetales y ciertos
grupos de hongos micorrizales (Sanchez 1999).
Aunque el 95% de las especies vegetales estable-
cen este tipo de asociaciones, solo se han exami-
nado en un 3% de ellas (Smith & Read 1997) y
es mucho mas incipiente la informacion acerca de
su dependencia por la condicién micorrizal. Otros
autores opinan que solo el 80% de los ecosistemas
terrestres del mundo poseen algin tipo de asocia-
cion micorrizal y que la clase de asociacion depen-
de de la zona de vida (Cuenca 2001). Son varias las
ventajas que ofrece la asociacion micorrizal a las
plantas: aumenta la toma de nutrientes del suelo,
especialmente de P, contribuye significativamen-
te a mejorar la estructura del suelo, incrementa la
resistencia de la planta al estrés bidtico y abiodti-
co, y favorece el establecimiento de interacciones
con otros microorganismos benéficos (Sieverding
1991, Haselwandter & Bowen 1996, Barea et al.
2002, Mansfeld et al. 2002, Elsen et al. 2003, Jo-
hansson et al. 2004). En tal sentido, para poder uti-
lizar con éxito los hongos micorrizo arbusculares
(umA) y mejorar la eficiencia en el uso de P por
parte de las plantas, y a su vez aprovechar las otras
ventajas anteriormente mencionadas, es necesario
conocer el grado de relacion entre el hongo y el
hospedero (planta). En algunas especies de plan-
tas la asociacion con HMA es indispensable para
su crecimiento, sin embargo, el grado de pm varia
con la especie vegetal. La bm es definida como el
grado en el cual una especie de planta depende de
la condicidon micorrizal para alcanzar su maximo
crecimiento o producciéon (Gerdemann 1968). Esta
se determina como el porcentaje de la diferencia
entre la produccion de masa seca total de plantas
inoculadas y no inoculadas sobre la produccion to-
tal de masa seca de plantas inoculadas (Plenchette
et al. 1983). Nuestra hipotesis es que las especies
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que crecen naturalmente en los suelos de los bos-
ques altoandinos, caracteristicamente bajos en P
disponible, establecen algtin tipo de asociacion mi-
corrizal y dependen de ella para su establecimiento
y desarrollo inicial. Por tal motivo, el objetivo de
la presente investigacion fue determinar la depen-
dencia micorrizal del laurel (Ocotea sp.) especie
tipica de interior de bosque perteneciente a la zona
de vida bosque himedo montano bajo (Holdridge
1967).

METODOLOGIA

El experimento se realizd en el invernadero de la
Universidad Catdlica de Oriente (6° 9” 15.2” N,
75° 227 10.4” O, a una altitud de 2112 msnm en
Rionegro, Colombia). El sitio presenta una tempe-
ratura promedio de 17° C y una precipitacion anual
de 1700 mm y se ubica en la zona de vida bosque
htimedo montano bajo (Holdridge 1967).

El suelo en el que crecieron las plantas correspon-
di6 a una muestra del horizonte Bw de un Andisol
de la estacion experimental Piedras Blancas (6°
157 38”7 N, 75° 30" 23” O; altitud: 2484 msnm).
Se utilizo esta muestra de suelo subsuperficial para
reducir la influencia del P organico sobre el P dis-
ponible. El suelo se sec6 al aire y se tamiz6 a 4 mm
y luego se analizo en el Laboratorio de Suelos de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin.
Los resultados fueron: arena 92%, limo 4%, arcilla
4%, textura A (Bouyucos), pH 5.7 (agua, 1:1, V:
V), materia organica 11% (Walkley y Black), cal-
cio, magnesio y potasio, 1.7, 0.1 y 0.05 cmolc kg
(acetato de amonio 1M, pH 7), respectivamente;
fosforo 1 mg kg (Bray II); hierro, manganeso, co-
bre y zinc 64, 1, 1 y 1 mg kg (Olsen-EpTA); boro
no detectable mg kg! (agua caliente); nitrato 3 mg
kg! (sulfato de aluminio 0.025M) y amonio 18 mg
kg (kcL 1m).

El pH del suelo se ajusté a 5.9 con 2 g de CaCO,
por kg de suelo para evitar niveles altos de alumi-
nio y optimizar la solubilidad de P. Para determi-
nar el requerimiento de cal se realiz6 una curva de
incubacion con CaCO;, (Uchida & Hue 2000). El
suelo se esterilizo con vapor a 8§0° C y durante una
hora.
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La fertilizacion del sustrato consistié en la adicion
de urea 0.17 mg kg, CaSO, 2H,0 0.73 mg kg™,
MgSO,, 7H,0 0.93 mg kg, y K.SO,0.21 mg kg
Asi mismo, se aplico P en forma de KH, PO, para
obtener tres concentraciones de P en la solucion del
suelo 0.002, 0.02 y 0.2 mg L', segtin lo propuesto
por Habte & Manjunath (1991) para estudios de
pM. Para este fin se realizo una isoterma de adsor-
cion de P de acuerdo al método de Fox & Kamprath
(1970) cuyos resultados se muestran en la (Figura
1. Las cantidades de KH,PO, fueron2,3.8y17.6 g
kg!. Luego, el sustrato estéril y fertilizado se tras-
firi6 a bolsas plasticas con 18 cm de diametro por
29.5 c¢m de altura.

Cada unidad experimental recibié quincenalmen-
te la solucion nutritiva Hogland libre de P a las
siguientes dosis (mg L'): N 50, K 132, Mg 106,

S 204, Zn 10, Cu 5, B 0.8 y Mo 0.5. El sustrato se
mantuvo entre un 50-60% de la maxima capacidad
de retencion de agua (39 y 47% respectivamente),
para lo cual se aplico agua corriente o la solucion
nutritiva mencionada.

Las semillas de laurel se obtuvieron de poblaciones
naturales de arboles ubicados en el Santuario de
Flora y Fauna Otun Quimbaya (Risaralda, Colom-
bia). Todas las semillas se lavaron con agua des-
tilada, se desinfectaron con hipoclorito de sodio
al 1%, se trasfirieron a bandejas de germinacion
(temperatura ambiente) que contenian arena esteri-
lizada hasta su germinacion. Una vez germinadas,
cada plantula se trasplant6 a potes plasticos que
contenian arena estéril donde permanecieron hasta
alcanzar 10 o 15 cm de altura, para posteriormente
pasarlas a una bolsa plastica en su respectiva uni-
dad experimental.

6000

o
o
o
o

4000
3000

2000

P adsorbido (mg kg )

-
o
o
o

0

Isoterma de adsorcion de P (Piedras Blancas)

y =-29696,83x2 + 23957,42x + 400,54

0,000 0,100 0,200 0,300

P solucién suelo (mg/L")

0,400 0,500 0,600

R?=0,97

Figura 1. Isoterma de adsorcion de P para el suelo de la Estacion

Biologica Piedras Blancas.

Se utilizé un inoculo crudo de Glomus aggrega-
tum de efectividad comprobada, el cual contenia
esporas, fragmentos de raices infectadas e hifas del
hongo suspendidas en una matriz s6lida compuesta
por suelo y cuarzo (1:1). El in6culo tuvo 8500 pro-
pagulos micorrizales infectivos por kg de suelo de-
terminado por el método del nimero mas probable
(nvp) (Porter 1979). Este hongo fue originalmente
suministrado por M. Habte de la Universidad de
Hawai (Honolulu, EEuu) y multiplicado en raices
de sorgo y kudzt (Habte & Osorio 2001) en el La-
boratorio de Microbiologia del Suelo de la Univer-
sidad Nacional de Colombia. La efectividad de este

HMA para incrementar la absorcion de P y el cre-
cimiento vegetal en suelos con bajo contenido de
P soluble ha sido comprobada por Jaramillo et al.
(2004), Osorio et al. (2008) y Gonzalez & Osorio
(2008). Al momento de la siembra, 20 g de in6culo
crudo de G. aggregatum por kg de suelo se mezcla-
ron uniformemente en cada unidad experimental.
El suelo no inoculado recibié 20 g de suelo estéril
por kg, ademas de filtrados de una suspension del
inéculo crudo (10%) luego de remover las estruc-
turas de los hongos con papel filtro Schleicher &
Schuell (tamafio de poro: 2 pm).
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Se utilizé un disefio experimental completamente
al azar. Los tratamientos tuvieron un arreglo fac-
torial 3x2 con cinco repeticiones y consistieron
en la combinacién de los tres niveles de P (0.002,
0.02 y 0.2 mg L") y los dos niveles de inocula-
cion micorrizal de G. aggregatum (inoculado y no
inoculado).

Se realizaron mediciones periddicas del contenido
de P en las hojas jovenes completamente maduras
(Habte & Osorio 2001). Para tal fin, una porcion
circular del tejido foliar se removi6 con un perfo-
rador (6 mm de didmetro). El contenido de P se
expreso en términos de pg por disco de hoja. El P
fue determinado por el método del azul de molib-
dato (Murphy & Riley 1962) luego de reducir los
discos de hoja a cenizas en mufla a 500° C por 3
horas. Este método de muestreo no destructivo fue
originalmente propuesto por Aziz & Habte (1987).

DM

_ Masa seca plantas inoculadas — Masa seca plantas no inoculadas

Al final del periodo de crecimiento de las plantas
se cosecho la parte aérea. Las muestras se lleva-
ron a estufa y se secaron a 60° C durante 72 horas.
Luego se determino la masa seca aérea (Msa). E1 P
total absorbido en la parte aérea fue determinado al
final de la cosecha como se describi6 anteriormen-
te. Para esto se utilizo la concentracion de P en el
disco de hoja al momento de la cosecha (Habte et
al. 1987). Para medir la colonizacién micorrizal las
raices finas de las plantas se sometieron a KoH para
aclaracion (Phillips & Hayman 1970), luego se ti-
fieron con fucsina acida (Kormanik et al. 1980) y
posteriormente se determiné la colonizacién mico-
rrizal siguiendo el método del intercepto de cuadri-
cula propuesto por Giovannetti & Mosse (1980).
Con los datos de masa seca total se determino la
pMm usando para ello la formula propuesta por Plen-
chette ef al. (1983):

x 100

Masa seca plantas inoculadas

Luego, la pm de las especies vegetales se clasifico
de acuerdo a lo propuesto por Manjunath & Habte
(1990) y Habte & Manjunath (1991).

Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis
de varianza (prueba F) para determinar si existian
diferencias significativas en funcion de los trata-
mientos. La prueba de la Diferencia Minima Sig-
nificativa (LsD) se uso para separar promedios con
respecto al control no inoculado en cada uno de los
niveles de P. Para los analisis estadisticos se em-
pled un nivel de significancia (P) < 0.05 y se utilizo
el paquete estadistico StatGraphics version 4.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La inoculacién micorrizal no tuvo efectos signifi-
cativos sobre el contenido de P foliar del laurel en
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los diferentes niveles de P en la solucion de suelo y
para todas las fechas de muestreo (Figura 2).

Por otro lado, la concentracion de P en la solucion
del suelo de 0.2 mg L' incrementd significativa-
mente el contenido de P foliar en todos los dias
de muestreo con respecto al nivel mas bajo de P
disponible.

Aunque la msa del laurel fue mayor con la inocu-
lacion micorrizal (M), estas diferencias no alcan-
zaron a ser significativas (P < 0.05). Ademas, se
encontr6 que en la medida en que el P en solucion
se incremento, la Msa fue significativamente menor
(Figura 3).
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Figura 2. Contenido de P en los discos de hoja de laurel en funcion de la concentracion de P en la solucion del suelo y la ino-
culacion micorrizal. No se presentaron diferencias significativsa (zsp, P < 0.05) entre los promedios comparados. M: sustrato

inoculado, NM: sustrato no inoculado.

El fosforo total absorbido (pta) del laurel fue lige-
ramente mayor con la inoculacion micorrizal (M),
pero estas diferencias no alcanzaron a ser significa-
tivas (P < 0.05) (Figura 3).

Para la colonizacion micorrizal del laurel no se de-
tectaron estructuras en ninguno de los tratamientos
inoculados y no inoculados, posiblemente a causa

de la gran cantidad de taninos encontrados en las
raices de esta especie, los cuales no permitieron
una lectura de la colonizacion satisfactoria.

La dependencia micorrizal para el laurel fue mode-
rada acorde con lo propuesto por Habte & Manju-
nath (1991) con valor 27.8 %, cuando se aplico la
formula de Plenchete et al. (1983).

Laurel
MSA (g)
8 LSD =3.8176
oNM
6 oM
4
2
0
0.002 0.2
Pen s/n mg/L

Laurel
PTA
LSD= 4558
8 |:|NM
6
4
2
0 . )
0.002 0.02
P s/n (mg/L)

Figura 3. Masa seca aérea (Msa) del laurel en funcion de la concentracion de P en la solucion
del suelo y la inoculacion micorrizal (izquierda). Fosforo total absorbido (pta) del laurel en
funcion de la concentracion de P en la solucion del suelo y la inoculacion micorrizal (dere-
cha). La barra vertical denota el valor de la minima diferencia significativa (Lsp, P < 0.05).

M: sustrato inoculado, NM: sustrato no inoculado.
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El laurel es una especie que se puede clasificar eco-
logicamente como no pionera (arbol de interior del
bosque); en tal sentido, los resultados son similares
a los de estudios realizados en bosques humedos
tropicales por Janos (1980a, 1980b) y Diez (2006),
en los cuales las especies pioneras poseen simbio-
sis micorrizal facultativa y las especies no pioneras
obligada.

Los niveles bajo e intermedio de P disponible
(0.002 y 0.02 mg L") sdlo tuvieron ligeras varia-
ciones sobre la Msa, lo que indica la gran adapta-
cion del laurel a suelos con bajo contenido de P.
Incluso, el sistema radical varid con respecto al
contenido de P: en el nivel alto las raices tuvieron
menor tamatfio.

Para futuros estudios de pMm en especies de bosque
htimedo montano bajo se deben reevaluar los ni-
veles de P en solucion sugeridos por Manjunath
& Habte (1990) y Habte & Manjunath (1991), en
especial el nivel alto (P en solucion de 0.2 mg L).
A este nivel, las plantulas presentaron sintomas de
necrosis foliar y en algunos casos radical, asocia-
das posiblemente a problemas fisiologicos de los
individuos (Figura 4); al parecer las concentracio-
nes bajas y altas de P limitan el crecimiento vegetal
y la actividad micorrizal (Osorio ef al. 2008). Para
el efecto se deben hacer estudios de calibracion y
correlacion de la planta a estudiar versus el P apli-
cado para definir unos niveles acordes con los re-
querimientos de la especie vegetal.

Figura 4. Plantulas de laurel con necrosis foliar.
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Por tultimo, los resultados poseen aplicacion prac-
tica, ya que los métodos aqui utilizados permiten
establecer la relacion de plantas (dependencia mi-
corrizal) con los HMA, lo que puede servir de he-
rramienta de decision a la hora de utilizar hongos
micorrizales con fines forestales. Para el caso del
laurel (Ocotea sp.) se sugiere utilizar HMA para me-
jorar y promover el crecimiento de esta especie en
plantaciones forestales.

CONCLUSIONES

La pwm del laurel fue moderada. Los valores de bm
decrecieron al incrementar la concentracion de P
disponible en el suelo asi: 40.3, 27.8, 22.2 % a los
niveles de 0.002, 0.02, y 0.2 mg L, respectiva-
mente. No se observaron estructuras ni propagulos
infectivos en las raices del laurel. El contenido de
P foliar aumento significativamente con la inocu-
lacion micorrizal a 0.2 mg L' en algunos dias de
muestreo.
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