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RESUMEN

La extraccion de arena en minas a cielo abierto en la peninsula de Macanao
(Isla de Margarita, Estado Nueva Esparta, Venezuela) es considerado un tipo de
perturbacion severa donde los procesos de regeneracién natural se ven
severamente afectados, debido a la remocion total de las capas superficiales del
suelo (eliminacion del banco semillas, fragmentos de raices y microorganismos del
suelo), aunado a periodos de sequia prolongados que pueden afectar
drasticamente el establecimiento de plantulas. En los bosques secos, existe una
alta proporcion de especies pertenecientes a la familia leguminosas entre las
cuales Platymiscium pinnatum habita en la zona de bosque seco de Macanao. El
creciente deterioro de la biodiversidad producto de este tipo de perturbacion, ha
generado en las ultimas décadas, investigaciones orientadas al estudio de las
especies vegetales desde el punto de vista de sus caracteristicas ecofisiolégicas y
sus asociaciones simbioticas, de manera de generar informacion basica sobre los
factores bidticos y abidticos que podrian estar afectando el establecimiento y
crecimiento de las especies vegetales en ambientes perturbados. En este sentido,
y como parte de este estudio, las micorrizas arbusculares (MA) podrian estar
jugando un papel importante en los procesos de recuperacidén natural o asistida;
no sélo porque el 90 % de las especies vegetales se encuentran asociadas a
éstas, sino por ser parte importante de los mecanismos naturales de reciclaje de
nutrientes en los suelos. Actualmente, el uso de inoculantes de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), ha tomado una relevancia especial en el
desarrollo de protocolos de inoculacion, como herramienta importante en los
estudios orientados a recuperacion de areas degradadas. El objetivo de este
trabajo fue validar la eficiencia de inoculo de HMA nativo, a través de la evaluacién
de la actividad de las enzimas involucradas con el metabolismo de fdsforo
(fosfatasa acida y alcalina) y relacionar esta actividad con la respuesta de
crecimiento y contenidos foliar de fosforo y nitrégeno en P. pinnatum. En el ensayo

fue realizado bajo condiciones de invernadero, la inoculacién favorecio el



crecimiento de esta especie, siendo la altura, y la acumulacion de biomasa,
significativamente mayores en plantas inoculadas con HMA proveniente del suelo
nativo del bosque, con respecto a las plantas cultivadas en el suelo de bosque sin
inocular (control). Los resultados obtenidos durante 4 y 8 meses del ensayo
demostraron que el uso de in6culos nativos de HMA del bosque seco incrementd
la actividad de las enzimas fosfatasa acida y alcalina, evidenciando la existencia
de una colonizacion funcional y el mejoramiento en la incorporacion de P a las
plantas, lo que podria constituir una estrategia favorable para incrementar el
crecimiento de Platymiscium pinnatum, y representar un factor determinante en su

posterior establecimiento en localidades perturbadas por la actividad minera.



INTRODUCCION

Los bosques secos tropicales representan el 50 % de las areas boscosas
de Centroamérica y un 22 % en Sur América, y se considera que en la actualidad
sblo un 2 % de la extension original de estos ecosistemas en el Neotrépico, con
grandes areas fragmentadas y bajo la presion constante de desarrollos
urbanisticos, explotacion maderable y actividad agropecuaria (Murphy & Lugo,

1986, Fajardo et al., 2005).

En Venezuela, los bosques secos ocupan cerca de 50.000 km? del
territorio.Constituyen comunidades de arboles que crecen en climas calidos con
una pronunciada estacionalidad de lluvia presentando de 2 a 6 meses de sequia
cada ano. Son categorizados como bosques deciduos, que incluyen comunidades
arboreas con cierto grado de caducifolia (Huber & Alarcén, 1988; Olivares &

Medina, 1992; Gonzalez, 2003).

En Venezuela las continuas perturbaciones antropicas de los bosques
secos Yy la vegetacion asociada ha producido que extensas areas, sean
consideradas en la categoria de riesgo de eliminacion mas alta (en peligro o en
peligro critico), segun los criterios establecidos en el Libro Rojo de los
Ecosistemas Terrestres de Venezuela (Oliveira - Miranda et al., 2010).En la
Peninsula de Macanao, ubicada al oeste de la Isla de Margarita, la explotacion de
minas de arena a cielo abierto se ha llevado a cabo durante cinco décadas(Sanz,

2004). Este tipo de perturbacién, implica el movimiento de la superficie del suelo;
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lo cual ha alterado radicalmente la matriz suelo-vegetacién, tanto en el sector

norte como en el sector sur de la peninsula (Gonzalez, 2007).

La vegetacién predominante en la isla, es de matorrales xerofitos, que
representan la principal comunidad de plantas (Gonzalez, 2007). Muchos
matorrales o arbustales espinosos, conformados por cactaceas, arbustos y arboles
bajos (usualmente <5 m de alto), la mayoria provistos de espinas (Huber &
Alarcén, 1988), predominan en las zonas bajas adyacentes a los bosques
deciduos, y son las formaciones vegetales con la mayor extensiéon afectada por la

mineria en Macanao (Gonzalez, 2007).

La amenaza sobre estos bosques, ha generado un impacto directo a un
gran numero de especies nativas de la zona de Macanao, entre las cuales
tenemos a Platymiscium pinnatum (Jacq.) Dugand, de la familia Leguminosae que
se encuentra en comunidades mas complejas como bosques y matorrales
maduros. Es importante sefalar, que en esta zona de estudio, las leguminosas
constituyen el grupo de plantas mas numeroso en términos de especies (21

especies) (Fajardo, 2005).

La presencia de la simbiosis tripartita (rizobios y micorriza) en especies
nativas utilizadas como promisorias en los procesos de recuperacién de areas
perturbadas, reviste una gran importancia, debido a que después de las
perturbaciones, los suelos pueden presentar deficiencias de nutrientes tan
importantes, como el fésforo y el nitrdgeno y esta simbiosis incrementaria la

entrada de N y P al sistema (Barea, 2013).



Estudios realizados en diferentes localidades sucesionales de la peninsula
después de la perturbacion, sehalan la disminucidn en algunas caracteristicas
quimicas de los suelos, en especial de Py N (Kalinhoff, 2012) aunado esto, a los
prolongados periodos de sequia, que afectan la disponibilidad de nutrientes,

especialmente de aquellos que son poco moviles en los suelos, como es el P.

En ecosistemas naturales, las perturbacion es pueden generar
desequilibrios transitorios que afectan la capacidad de regeneracién de éstos. Es
por ello, que los planes de recuperacion de areas degradadas se han postulado
como una alternativa viable para enfrentar este problema; donde la seleccion de
las especies vegetales a utilizar y las caracteristicas del area a recuperar deben
ser evaluadas. Dentro de los puntos importantes a estudiar después de una
perturbacion se encuentran los microorganismos del suelo, los cuales tiene un
papel primordial en el ciclaje de nutrientes, que permiten la incorporacion de
nutrientes como el P y N entre otros, especificamente nos referiremos a los

Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA).

Los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota forman micorrizas
arbusculares (MA) con una gran gama de plantas vasculares y no vasculares. Los
HMA tienen un micelio aseptado y delgado que al penetrar dentro de la raiz, se
extiende, entre y dentro, de las células corticales de la planta, donde puede dar
lugar a varias estructuras caracteristicas solamente de estos hongos, como lo son

los arbUsculos y las vesiculas (Alvarez & Pefia, 2009). Los arbUsculos son
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estructuras intrincadas y ramificadas que se forman a partir de ramificaciones
dicotomicas de las hifas y funcionan como sitios de transferencia de carbono, agua
y minerales entre el hongo y la planta hospedera (Harley & Smith, 1984; Johnson
et al., 1999). Las vesiculas son estructuras intracelulares redondas, elipticas o
irregulares, formadas por un hinchamiento de la hifa entre y dentro de las células
corticales, que almacenan fosfolipidos y no se presentan en todos los géneros de
HMA (Barker et al., 1998; Johnson, 1999). Las delgadas hifas (de 2-5 um de
diametro) que se extienden desde la raiz colonizada formando el micelio externo
del hongo, pueden penetrar poros del suelo que son inaccesibles para los pelos
radicales, los cuales poseen un diametro mucho mayor (de 10 a 20 pum),
incorporando agua y nutrientes a partir de zonas del suelo no disponibles para las
raices (Ruiz- Lozano & Azcon, 1995). Ademas, las MA protegen a las plantas de
patogenos radicales (Wehner et al., 2010), y aumentan su sobrevivencia bajo
condiciones abidticas estresantes, como el déficit hidrico (Augé, 2001; Caravaca

et al., 2003; Porcel & Ruiz-Lozano, 2004).

El incremento en la capacidad de incorporacién de nutrientes en el suelo,
tales como fosforo, nitrégeno, zinc y cobre, es el principal beneficio que obtienen
las plantas hospederas de HMA (Jakobsen et al., 1992; Smith & Read, 1997;
Govindarajulu et al., 2005), mientras el hongo obtiene compuestos de carbono

derivados de la fotosintesis (Brundrett, 1996).

La contribucion de las MA en el mejoramiento de la nutricion de elementos
como el P esta relacionada con los mecanismos de incorporacion de P desde el
suelo hasta la planta hospedera asociado a la presencia de enzimas que
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incrementen la absorciéon del mismo 6 su intervencién en los procesos metabdlicos
del P dentro de la planta. Durante los procesos de transporte del P a la planta
hospedera, se ha encontrado que gran parte del fosforo inorganico que entra a las
hifas durante el proceso de absorcion desde la solucion del suelo es acumulado
en vacuolas y transformado en polifosfatos por las polifosfato quinasas. El
polifosfato puede representar entre el 16% y el 40% del P total en la MA. Estos
granulos de polifosfato, una vez que llegan al arbusculo son degradados mediante
polifosfatasas, liberandose de nuevo Pi para ser transportado a la planta
(Gianinazzi — Pearson et al., 1986, 1991).Las evidencias muestran que existen
variaciones, en la actividad de enzimas polifosfatasas entre las hifas extraradicales
e intraradicales dependiendo del HMA utilizado (Esawa et al., 2001, Tarafdar &

Clarseen, 1988; Smith & Read, 1997).

Experimentos llevados a cabo tanto in vitro como in vivo han mostrado que
las MA por medio de las hifas externas que se desarrollan en el suelo a partir de la
raiz colonizada, pueden absorber fosfato soluble y transportarlo a través de
distancias relativamente largas a los tejidos de la raiz (Abbott &Robson, 1985). El
micelio externo, del hongo profusamente ramificado, incrementa el numero de
sitios de absorcion de P que permite a la raiz explorar un volumen de suelo mucho
mayor, ademas hay que considerar que el diametro de las raices o pelos radicales
es mayor de 10 um comparado con el de las hifas que es 2-4 um. Este menor
diametro incrementa el area superficial de las hifas y en segundo lugar permite la
entrada en los poros del suelo y la materia organica que los pelos radicales no lo

logran por tener un mayor diametro (Jakobsen & Rosendahl, 1990).
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La proporcidon de P en suelos naturales, si bien varia ampliamente, es por lo
general bajo. Se sefiala que los niveles de fosfatos disponibles totales en suelos,
escasamente sobrepasa el 0,6 % (Marschner, 1995). El P en el suelo puede
encontrarse tanto en forma inorganica (Pi/) como organica (Po). Aunque en la
solucion del suelo el fosforo inorganico (Pi) constituye so6lo una pequefia
proporcion del fosforo total (<1%), las plantas derivan la mayoria de sus
requerimientos de esta fuente. Gran parte del Pi liberado es adsorbido en las
superficies del suelo o precipitado formando fosfatos de hierro y aluminio en
suelos acidos y como fosfatos de calcio y magnesio en suelos calcareos,
constituyendo la fraccion del P no disponible (Bolan, 1991). La distribucion
relativa y la disponibilidad de estas formas dependen principalmente del pH del
suelo (Marschner, 1995). Cambios en el pH de la rizésfera poseen un papel
importante en modificar la disponibilidad de las diferentes formas de P, la
produccion de agentes quelantes tales como aniones organicos (citrato y oxalato)
pueden incrementar la disponibilidad de P a partir de fuentes no disponibles
(Tarafdar & Marschner, 1994). Por otro lado, las formas organicas de fosforo se
presentan como fosforo soluble en la solucion del suelo y como formas insolubles
adsorbidas en las particulas del suelo o como componentes de la materia
organica. Aunque mas de 30 compuestos organicos de P han sido aislados de los
suelos, el indsitol fosfato, fosfolipidos y acidos nucleicos son los compuestos
predominantes (Dalal, 1977). El fésforo organico representa del 30 al 80 % del

fésforo total, y se considera que no es disponible para las plantas a menos que
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sea mineralizado por enzimas que tienen su origen en los microorganismos o las

raices de las plantas (Bolan, 1991).

La mineralizacion del fosforo es un proceso enzimatico mediado por las
fosfatasas (Eivazi & Tabatabai, 1977), las cuales catalizan la hidrdlisis de enlace
éster C-O- P caracteristico de los compuestos organicos. Estas enzimas son
inducibles y se producen predominantemente bajo condiciones de baja
disponibilidad de P. Las fosfatasas han sido clasificadas en alcalinas y acidas de
acuerdo a su pH optimo en la reaccién de hidrdlisis que llevan a cabo por debajo
o por encima de pH 7. Las fosfatasas alcalinas (FA/) son secretadas
principalmente por bacterias, mientras que las fosfatasas acidas (FA) son
secretadas tanto por bacterias, como por hongos saprofitos y micorrizas.
lgualmente las fosfatasas son ubicuas en las plantas y se encuentran
localizadas principalmente en el citoplasma y vacuolas mientras que la
denominadas extracelulares se encuentran localizadas en las superficies
externas de las raices especialmente en su zona apical, estando asociadas a la
hidrolisis y movilizacién de Pi a partir de fosfatos organicos (Marschner, 1995;

Dracup et al., 1984; Duff et al., 1991).

Las fosfatasas alcalinas de las plantas por lo general muestran
especificidad de sustrato mientras que las acidas normalmente no exhiben una
especificidad absoluta de substrato. (Tarafdar & Marschner, 1994). Se han
sefalado dos categorias de FA que pueden ser separadas, sobre la base de la
especificidad relativa de substrato que esta presente en los procesos de

hidrdlisis, transporte y reciclaje de Pi. Dado que es conocido el hecho de que las
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superficies radicales de muchas plantas acidifican la rizésfera, las FA (mas que

las alcalinas) se encuentren en esta region (Eivazi & Tabatabai, 1977).

El papel de la actividad enzimatica en el control bioquimico del
metabolismo del fosfato en las MA es aun materia de especulacion; sin
embargo, las evidencias muestran la accién de varias enzimas en los procesos
de nutricion de P. Se ha encontrado actividad de la fosfatasa alcalina dentro de
las vacuolas de las hifas que acumulan fosfatos, y particularmente alrededor del
tonoplasto del hongo, mientras que la actividad de la fosfatasa acida se ha
encontrado en el citoplasma de las células radicales y en los extremos de las
hifas externas del hongo. Su funciéon dentro de las células de la raiz esta
asociada a la hidrdlisis de los polifosfatos a formas Pi para su transferencia a la
planta a través del arbusculo. Se sugiere que su funcion en el micelio externo
puede estar asociada a la incorporaciéon de P en la rizésfera (Gianinazzi

-Pearson et al., 1986,1991; Fries et al., 1998; Tarafdar & Marschener, 1994).

Las evidencias del papel de las enzimas fosfatasas en el metabolismo de
P en las plantas colonizadas, provienen de ensayos de separacién vy
caracterizacion mediante métodos de electroforesis e inmunocitoquimicos, los
cuales han permitido evidenciar que la actividad de las fosfatasas en plantas
micorrizadas es muy baja durante las primeras etapas del establecimiento de la
colonizacion, y se encuentra limitada a los apices de las hifas en desarrollo.
Posteriormente, a medida que el micelio prolifera dentro de los tejidos radicales,
se han observado incrementos en la actividad de las enzimas fosfatasas que

coinciden con el estimulo de crecimiento observado en algunas plantas
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(Gianinazzi — Pearson & Gianinazzi, 1979, Esawa et al.,1995, Kojima et al,
1998, Tisserant et al., 1993,1967, Fries et al., 1998,Caceres, 2002).

Se ha puesto un gran interés en evidenciar la presencia y posible
participacion de las fosfatasas en la utilizacion del P organico por parte de las MA.
Las evidencias presentadas hasta ahora del papel de las MA en la hidrélisis de P
organico han sido muy discutidas, sin embargo estudios recientes de Joner &
Johansen (2000) demostraron, en dos especies de HMA, que la actividad
fosfatasica en las hifas extraradicales representaba mas del 70 % de la actividad
total de actividad la enzimatica evaluada, ademas las fosfatasas producidas por
las hifas externas podian hidrolizar ésteres de fosfato y utilizarlos como fuentes de
P disponible. Por otro lado, Koide & Kabir (2000) presentaron evidencias muy
importantes en un trabajo realizado con cultivos de Ri —T- ADN transformados de
Daucus carota L, colonizadas con Glomus sp. Los autores sefialan que las hifas
del hongo son capaces de hidrolizar fuentes organicas de P y transferir cantidades
significantes de P a las raices cuando el fitato es la fuente principal de P, en
ausencia total de microorganismos. Estudios mas recientes, realizados por Aono
et al., (2004) han demostrado que las FAL se expresa en condiciones simbiéticas
y debe entonces tener un papel importante en el intercambio de nutriente con la
planta hospedera mas que en la incorporacién de éste en la rizésfera, lo que
confirma la hipotesis de la importancia de las FAL envueltas en la transferencia
de fosfato del hongo a la planta nivel de los arbusculos. Otro importante hallazgo,
esta relacionado con la adicion de P en plantas inoculadas y su efecto en el

metabolismo o expresion de las enzimas, se encontré6 que independiente del P
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agregado, no se ve afectada la actividad de las enzimas, en particular las FAL(Van
Aarle et al., 2002).

En zonas tropicales, donde los suelos después de las perturbaciones,
sufren cambios drasticos en sus parametros fisicoquimicos especialmente
encuentra elementos importantes como el fosforo, y adicionalmente sufren
prolongados periodos de sequia, la influencia de factores bidticos, como las
micorrizas podrian desempefar un papel fundamental en la incorporacién de P
(Guerrero, 1996). Por consiguiente el manejo de las micorrizas es una valiosa
estrategia en la restauracién de suelos degradados en las zonas tropicales ya que
permite aumentar la sobrevivencia y establecimiento de las plantas nativas

(Kalinhoff, 2012).
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ANTECEDENTES

El papel de los hongos micorrizicos y de otros microorganismos en la
restauracion de suelos perturbados ha sido objeto de interés para los cientificos
durante décadas, y se ha determinado que el éxito del establecimiento de
plantulas en localidades perturbadas a menudo depende de las diferentes
especies de HMA con la que se encuentren asociadas y de la capacidad de las
plantulas para incorporar rapidamente nutrientes durante su establecimiento
(Amaranthus & Perry, 1987;Perry & Molina,1987; Van den Driessche, 1991;

Kalinhoff, 2012)

Una vez son abandonadas las area de extraccion de arena, el dafo
producido en la vegetacion y los suelos, no permite en muchos casos restablecer
los mecanismos de recuperacion natural, ya que aspectos tales como la
propagacion vegetativa y el banco de semillas del suelo son severamente
afectados, disminuyendo la capacidad del sistema para regenerarse de forma
natural (Uhl, 1987). En consecuencia, es probable que la intervenciéon humana sea
necesaria para acelerar los procesos de regeneracion y reconstruccion de estas

comunidades vegetales (Fajardo et al., 2007, 2011).

La explotacion de suelo y el deterioro a los bosques secos de la region de
la peninsula de Macanao — Isla de Margarita ha ocasionado dafios a gran numero
de especies vegetales que se localizan en esta zona, es por ello que el estudio de
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los atributos fisioldgicos y ecoldgicos de las especies que conforman estos
bosques se hace prioritario. Los procesos de perturbacion podrian incidir sobre los
mecanismos naturales de regeneracion, y esto va a depender de la intensidad y
del tiempo que perdure la perturbacion, asi como de los diferentes factores
ambientales que afectan los procesos de regeneracion natural. En este sentido,
pocos son los trabajos realizados en bosques secos tropicales en Venezuela
(Fajardo et al., 2011) en los cuales se considere realizar una restauracion
ecologica asistida. Una parte importante de los programas orientados al
establecimiento de las especies vegetales promisorias en los procesos de
recuperacion de areas degradadas, seria hacerlo en conjuncion con sus
microorganismos asociados. En este sentido, en los ultimos afios una alternativa
importante ha sido la inoculacion con HMA nativos y especies vegetales
promisorias que cumplan con ciertos atributos que asegure el éxito de éstas en la

recuperacion del areas perturbadas (Kalinhoff, 2012; Caceres, 2012).

Entre las principales alternativas de inoculacién con HMA se encuentra el
uso de inéculos nativos, adaptados al clima local y a las condiciones del suelo. En
la actualidad se reconoce la importancia del uso de inoculo nativos mixtos (que
contengan tres o mas especies de HMA) en ensayos de restauracion de areas
degradadas, tanto por su mayor adaptacion a las condiciones imperantes en el
ecosistema, como por la mayor diversidad de respuestas potenciales que varias
especies de HMA pueden ejercer sobre una planta hospedera (Barea et al., 2011;

Allen et al., 2005; Kalinhoff, 2012).
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Los HMA pueden variar su efecto sobre las plantas hospederas en un
gradiente de mutualismo-parasitismo que estara basicamente determinado por el
balance costo-beneficio en el mantenimiento de la simbiosis, es por ello que
durante el establecimiento de ensayos orientados a evaluar el efecto de la
inoculacion sobre el crecimiento de las plantas es importante considerar factores
como la mayor compatibilidad funcional evaluada a través de una mayor
produccion de biomasa y una alta sobrevivencia en campo. Por lo tanto, en el
momento de establecer los ensayos de inoculacion, el éxito de un inoculo
determinado de HMA dependera no sélo de la combinacion planta-hongo, sino
también de las condiciones ambientales. Particularmente, el suelo impone una
fuerte presidn de seleccion sobre la respuesta de la planta a la simbiosis
(Helgason & Fitter, 2009), por lo que es necesario evaluar previamente la
efectividad de la inoculacién en el o los sustratos en los cuales la planta inoculada

sera introducida (Herrera-Peraza et al., 2010; Kalinhoff, 2012).

Numerosos son los trabajos donde se utilizan técnicas de inoculacion con
HMA tanto introducidos como autdctonos, los cuales estan enfocados a dilucidar el
posible papel de las MA en los mecanismos de evasion de la sequia. Entre estos
mecanismos se pueden sefalar de manera sucinta la protecciéon ante estrés
oxidativo, la regulacién de la conductancia estomatica, el incremento en la
conductancia hidraulica radical, el mejoramiento de la eficiencia de uso de agua y
un mayor ajuste osmoético (Wu & Xia, 2006;Augé et al., 2007; Goicoechea et al.,
2005; Kalinhoff, 2012).Estos mecanismos podrian resultar importantes si tomamos

en cuenta la preponderancia de la simbiosis en esta zona donde el déficit de
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nutrientes, especialmente de P, no es limitante en el establecimiento de las

especies vegetales (Kalinhoff, 2012).

Ante esta alternativa del uso de los HMA autéctonos como herramienta
sustancial en los procesos de restauracion de areas degradadas, es importante
evaluar la eficiencia de estos indéculos en cuanto a su capacidad de producir
crecimiento y mayor incorporacién de nutrientes importantes como el P y N, los
cuales tendran una incidencia en el estatus nutricional y la consiguiente mejora en

los procesos fotosintéticos de las plantas.

Las relaciones que existen entre el estado nutricional de las plantas y la
actividad de las fosfatasas han sido ampliamente estudiadas. Dracup et al., (1984)
evaluaron en Trifolium subterraneum un incremento en la actividad fosfatasica de
1,5 veces en plantas cultivadas bajo niveles deficientes de foésforo al compararlas
con plantas cultivadas con un adecuado suministro de fésforo. Similarmente se
encuentra en la literatura una amplia gama de estudios realizados en plantas de
cultivo en las cuales el incremento en la actividad de las FA esta relacionado con

las deficiencias de P en los suelos (Tarafdar & Jungk, 1987; Tadano et al., 1993).

En muchos casos se ha encontrado que la actividad de las fosfatasas
disminuye en condiciones en las cuales el estimulo de crecimiento producido por
el hongo se ve afectado por la fertilizaciéon con P (Tadano & SaKai, 1993; Tadano
et al., 1993); sin embargo, en algunos casos la fertilizacion con P no afecta la
expresion en la actividad de las enzimas responsables del metabolismo del P en

plantas micorrizadas (Aono et al., 2004).

21



La caracterizacion bioquimica y la utilizacion de métodos histoquimicos
para evaluar las enzimas fosfatasas han permitido presentar evidencias que
confirman plenamente la presencia de bandas especificas de actividad fosfatasica
en hifas intraradicales y extraradicales de HMA (Kojima et al., 1998; Esawa et al.,
2001).

Trabajos realizados por Caceres (2002) y Mora & Caceres (datos no
publicados) mostraron que plantulas de especies arbdéreas presentaban una
relacion positiva entre el incremento de la actividad de la fosfatasa acida y alcalina
y la respuesta de crecimiento de las especies. Otros trabajos, muestran resultados
similares en Carica papaya e Ipomea carnea sp fistulosa en cuanto al incremento
en la actividad de las enzimas fosfatasas en plantas inoculadas (Alarcén et al.,
2002; Amaya et al., 2009); sin embargo, es importante sefialar, que son pocas las
referencias que mencionen la relacion entre la actividad enzimatica y la
inoculaciéon con HMA.

El uso de indicadores bioldgicos representa hoy en dia una herramienta
primordial en estudios que consideren la evaluacibn de la respuesta de
crecimiento de plantas inoculadas ya que permite validar la eficiencia de los
hongos en los procesos de crecimiento e incorporacion de P de los inoculos

utilizados.
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HIPOTESIS

Platymiscium pinnatum es una especie arbdérea que se encuentra
ampliamente distribuida en bosques secos tropicales. Considerando que el
periodo de establecimiento de las plantulas en sistemas naturales es una de las
etapas mas criticas en la supervivencia de las especies, entonces la eficiencia en
la absorcion de nutrientes del suelo a través del uso de practicas de inoculacion
con HMA, podria favorecer el establecimiento y sobrevivencia de plantulas
sobretodo en ecosistemas que presentan periodos prolongados de sequia, donde
la disponibilidad de nutrientes (especificamente de P) podria ser limitante.

Partiendo de esta premisa se espera:

a) Que el uso de in6culo mixto nativo produzca una respuesta de crecimiento

mayor que en las plantas cultivadas en su suelo natural.

b) Que la actividad de las enzimas relacionadas con el metabolismo del P en
la simbiosis hongo-planta (fosfatasa acida y alcalina) se relacione con la

respuesta de crecimiento de la especie y los contenidos de P foliar.

Para comprobar ésta hipotesis se propone el siguiente objetivo general:
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OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo del

fésforo en raices de plantulas de la especie arbérea Platymiscium pinnatum,

inoculada con HMA nativos del bosque seco tropical de la Peninsula de Macanao

y relacionarlo con los parametros de crecimiento.

a)

b)

c)

d)

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Evaluar la colonizacion con HMA de plantulas de Platymiscium pinnatum
a lo largo de un periodo de crecimiento de 8 meses.

Evaluar los parametros de crecimiento (altura, nimero de hojas, biomasa
de los diferentes compartimientos (raiz-tallo-hoja) en dos cosechas.
Caracterizar el in6culo de hongos Micorrizicos arbusculares nativos
desde el punto de vista de numero de esporas y morfotipos.

Determinar la viabilidad de la colonizacion, el papel de los mecanismos
de transporte de P a través de métodos enzimaticos (fosfatasa acida y
alcalina), asi como la relacién entre la actividad enzimatica de las
fosfatasas y la respuesta de crecimiento de las plantulas.

Evaluar los contenidos de fosforo y nitrégeno foliar.
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AREA DE ESTUDIO

La peninsula de Macanao, ubicada en el estado Nueva Esparta, es un
nucleo montaioso que se corresponde con la parte occidental de la isla de
Margarita, su altura maxima esta en el cerro Macanao (742 metros). La peninsula
de Macanao se une a la parte oriental del estado por medio del istmo donde se

localiza el Parque Nacional de la Laguna La Restinga.

La precipitacion promedio anual varia de 326 a 522 mm con distribucion
estacional a lo largo del afo. Hay un maximo de precipitacion en agosto y otro
secundario hacia fines del ano. La época de sequia se extiende de enero a junio.
También existe una marcada variacion interanual en la precipitacion con afos
extremadamente secos (precipitacion media 214 mm) y afos con alta pluviosidad
(precipitacién media 1164 mm) (Sanz, 2001). La temperatura para las zonas bajas
es practicamente constante a lo largo del afio con un promedio anual de 27,4 °C,
segun registros de los ultimos 50 anos de la estacion meteorolégica San Francisco
de Macanao, con una media maxima de 28,3 °C en el mes de mayo y la media

minima de 26,1 °C registrada en el mes de enero (Sanz, 2004).

La arenera La Chica ubicada en la peninsula de Macanao tiene una
extension de 30 ha aproximadamente y esta ubicada en las inmediaciones de la
Quebrada La Chica. Después de la extraccion de arena y posterior abandono de
las localidades afectadas por la explotacion, el proceso de recuperacion de la
vegetacion es muy lento, debido a la eliminacion del banco de propagulos del

suelo y al clima arido y semiarido de Macanao (Gonzalez, 2007). El mosaico
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1y 2 20 anos de antigledad,
les ralos hasta comunidades
sta limitada principalmente por
sriodo de sequia, producido por

egion (Fajardo, 2007).

' de Macanao corresponde al

ecosistema de referencia de este trabajo, y se caracteriza por presentar
comunidades vegetales de arboles hasta los cinco o seis metros y el dosel de los
arboles mas grandes, superando a veces los treinta metros de alto. En estas
zonas de Macanao se encuentran especies como Lonchocarpus sp (Fabaceae),
Beureria cumanensis (Boraginaceae), Subpilocereus repandus, Acanthocereus

tetragonus, Stenocereus griceus (Cactaceae).

Figura 1. Bosques secos tropicales de la peninsula de Macanao.
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METODOLOGIA

Este proyecto fue llevado a cabo bajo condiciones de invernadero en las
instalaciones del Laboratorio de Nutricién Mineral de Plantas Silvestres ubicado en
el Instituto de Biologia Experimental (IBE), el cual se encuentra ubicado en
Caracas a 1200 m, con una temperatura promedio de 26 °C y una humedad

relativa promedio de 65%.

Material vegetal.

Platymiscium pinnatum (Jacq.) Dugand, (Fabaceae) se distribuye desde
Centroamérica hasta norte de Sudamérica (Hoyos, 1985). En Venezuela crece en
lomas o areas bien drenadas, con pendientes no superiores a 30 % y una
precipitacion muy baja. Se ha reportado su distribucidén para los estados Monagas,
Nueva Esparta, Sucre y Zulia. Presenta un crecimiento muy lento en los primero
anos. Sus flores fragrantes de color amarillentas de 1 a 1,5 cm de largo son
producidas en febrero y marzo mientras que sus frutos son producidos en
septiembre. Posee una madera dura y muy pesada, presenta una variedad de
color entre pardo-rojizo, con lineas rojas y negras atractivas (Hoyos 1985). Su
madera se considera una de las mas finas en término de comercializacion, se
utiliza en la fabricacion de muebles, pisos y artesania, por su facilidad para

trabajarla.

Entre sus caracteristicas se destacan: Arbol autdctono, hasta 20 metros de
alto. Hojas opuestas, compuestas, imparipinnadas, con 3 a 5 foliolos de mas de 6

cm de largo, por 2 a 10 cm de ancho. Flores amarillas, agrupadas en racimos de 7
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a 10 cm de largo, amariposadas. Suelen aparecer de marzo a junio; exhalan un
aroma muy oloroso y agradable. Fruto una leguminosa eliptica, redondeada en

ambos extremos, de unos 9 cm de largo por unos 3 cm de ancho (Hoyos, 1985).

Suelos e in6culos:

En macetas con suelo fresco del bosque seco, se cultivaron plantas de
Vigna Iuteola, leguminosa herbacea altamente micotrofica (Hernandez et al.,
2000), para obtener cultivos mixtos de HMA (“potes trampa”) (Bever, 1994). Luego
de seis meses de cultivo se elimind la parte aérea de las plantas se suspendio el
riego y se conservaron las raices y el suelo como parte del indculo. La mezcla de
suelo, raices colonizadas y esporas de HMA, obtenida en cada tipo de suelo fue

utilizada como in6culos de HMA.

Diseno experimental

Las condiciones de inoculacién fueron las siguientes:

Factor incculo SUELO DE BOSQUE (BOSQ)

Control sin micorrizas
(Control no estéril, suelo BOSQ-C
bosque nativo )

Inéculo de bosque (IB) BOSQ-IB

Tabla 1. Condiciones de inoculacion en suelos de bosques no estéril
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ipmente germinadas) fueron sembradas en bolsas de 3 L
), a los cuales se les anadieron 100 gr. del in6culo de

> al tratamiento indicado (Figura 2).

Figura 2. Plantulas de P. pinnatum sembradas en bolsas, cultivadas bajo condiciones de
invernadero (lado izquierdo).Utilizacion del inoculo de bosque (lado derecho).

Se realizaron dos cosechas de 10 réplicas por tratamientos a los 120 y 240

dias después de la siembra (DDS) (8 meses de crecimiento).

Determinaciones:

Altura: Se utilizé una cinta métrica para medir altura.
Biomasa: Se determind la biomasa seca de las plantas separandolas en tallos,
hojas y raices. Estas fracciones se colocaron en la estufa a 60 °C, hasta alcanzar

peso constante.
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Longitud radical: Se determin¢ a través del programa computarizado WinRHIZO
Pro v 2003b, disponible en el Laboratorio de Ecologia de Suelos del Centro de
Ecologia del IVIC.
Tasa relativa de crecimiento (TRC): La tasa de produccion de materia seca por
unidad de peso seco inicial de la planta se estim6 para el intervalo de tiempo
transcurrido entre las dos cosechas sucesivas a través de la expresion matematica
de Hunt (1982):

TRC =[InPS, —InPS4]/ T
PS1= Peso seco en la primera cosecha.
PS, = Peso seco en la segunda cosecha.

T = Tiempo transcurrido entre las dos cosechas, en dias.

Indice de respuesta Micorrizica (IRM): E| indice de respuesta micorrizica se
define como el grado en el cual una planta se beneficia de la inoculacion con el

HMA y se determina como:

IRM = PS(M) —PS (NM)/ PS(M) X 100

donde PS (M) es el peso seco de la planta micorrizadas y PS (NM) es el peso
seco de la planta no micorrizada (Plenchette et al., 1983). Un valor de de IRM>0,
indica que la planta se beneficia de la simbiosis, mientras que un valor de IRM<0
indica que la inoculacion reduce el crecimiento de la planta. De manera similar, si
una planta posee un IRM=100% indica que la planta es completamente

dependiente de los HMA
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Aislamiento y conteo de esporas de HVA:

Las esporas se aislaron a partir de 50 g de suelo en los potes de siembra y
en condiciones naturales (por triplicado), segun el método de tamizado humedo,
decantado y centrifugacibn en sacarosa (Sieverding, 1991).Se contaron
unicamente las esporas vivas (enteras y con contenido lipidico) con una lupa
estereoscopica (40X). Los resultados se expresaron en N° de esporas 100g™ de

suelo seco

Evaluacion de la colonizacion micorrizica arbuscular (CMA):

Con la finalidad de determinar la ocurrencia y el porcentaje de colonizacion
micorrizica segun el método de McGonigle et al., (1990), las raices fueron tefiidas
a través del método de Phillips & Hayman (1970). Se colocaron en H,O, durante
30 minutos para el aclarado de las raices (debido al grosor de las raices), se
lavaron y colocaron en KOH al 10 % y se calentaron en bafio de Maria durante 1
hora. Se lavé el KOH con agua corriente y se acidificaron con HCI al 10% por 15
minutos, se escurrio el acido (sin lavar), se adicion6 azul de tripan al 0,05 % en
lactoglicerina y se calent6 bafio de Maria durante 10 minutos. Se decanto el

colorante y las raices se conservaron en lactoglicerina.

El método de cuantificacion de McGonigle et al., (1990) permitié evaluar la

presencia o ausencia de estructuras fungicas (arbusculos, vesiculas, enrollados e
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hifas solas) independientemente de su abundancia. Una vez clarificadas y tefiidas
las raices, se seleccionaron segmentos y se alinearon en un portaobjeto, se
observaron 100 campos por muestra utilizando para ello el objetivo de 20X del
microscopio. Para calcular el porcentaje de colonizacién micorrizica (%9MA) se

utilizé la siguiente expresion:

% MA= N° de campos observados — NI  x100

N° de campos observados

NI = Total campos no colonizados por HMA.

Analisis de nutrientes:

- Determinacién de nitrogeno:

Se utilizoé el método de Kjeldahl modificado por Jackson (1976) para la
cuantificacion de nitrégeno total en muestras de hojas secas provenientes de
plantas de cada tratamiento. Este método consiste en la digestion de las
muestras con acido sulfurico concentrado, con el fin de transformar todo el
nitrégeno a especies amonio, el amonio es transformado en amoniaco, el cual
es recogido en una solucién con exceso de acido bdrico y finalmente es titulado
usando &acido clorhidrico y el indicador mixto rojo de metilo-verde de

bromocresol. Para esto se procedio de la siguiente forma:

Digestion: Se pesaron aproximadamente 0,2 g de muestra y se agregaron en
los tubos Kjeldahl, se agregaron 3 mL de acido sulfurico concentrado y dos
perlas de ebullicion. Se realizd el calentamiento en un bloque digestor con la
siguiente rampa de calentamiento: Paso 1 - 90 °C — 30 min; Paso 2 — 180 °C —
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30 min; Paso 3 — 270 °C — 30 min; Paso 4 — 360 °C — 90 min. Al terminar la

digestidon se dejo enfriar y se enras6 a 50 mL con agua destilada.

Destilacion: Se utilizd un equipo Kjeltecsystem 1002 distillingunit-TECATOR. Se
agregaron aproximadamente15 mL de NaOH al 40 % p/v a cada solucién para
liberar el amoniaco, el mismo fue recolectado en una fiola con 10 mL de acido
borico para formar el borato diacido por cada mol de amoniaco. A la soluciéon se
le agrego el indicador mixto, se procedio a la destilacion y se titulé por retroceso

con una solucion de HCI 0,01 M.

La concentracion de nitrogeno se determind con la siguiente ecuacion:

%N = (VHCL muestra — VHCL blanco) x 100 x CHCL x 14

Peso muestra (mg)

- Determinacion de fosforo:

Para la determinacion de P foliar las muestras fueron enviadas al
Laboratorio de Ecologia del Paisaje y Agroecologia, ubicado en el IZET de la
Facultad de Ciencias, UCV. Las muestras fueron pulverizadas y fueron digeridas a
360 °C por 2 horas en una mezcla binaria de H.SO; / H,O,. Posteriormente el
extracto se diluy6é con agua destilada hasta 50 mL. Se tomé una alicuota de 3 mL.

para la determinacion de P de acuerdo al método de Murphy & Riley (1962).
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Analisis enzimaticos:

Parametro de la actividad enzimatica de las fosfatasas acida y alcalina.

Procesamiento de las raices

Se cosecharon 10 plantulas por tratamiento de Platymiscium pinnatum; las
raices se separaron y mantuvieron en hielo. Estas raices se lavaron con
abundante agua corriente y se colocaron durante un minuto en un sonicador de
manera que desprendan las particulas de suelo adheridas a la superficie radical y
evitar la contaminacion que podria producirse con las enzimas del suelo
(Tabatabai, 1982). Después de lavarlas, se pesaron 100 mg de raices y se
maceraron en frio con 2mL de buffer Borato 0,1 M a pH de 8,8. El macerado
obtenido se transfirié a tubos de micro centrifuga para su posterior centrifugacion a
48.000* g durante 20 minutos (Gianinazzi — Pearson & Gianinazzi 1976). Luego se
tomo el sobrenadante, y se realizaron de 2 a 3 centrifugaciones durante 20 min a

48.000 *g hasta obtener un sobrenadante transparente.

Analisis cuantitativo de la actividad de las fosfatasas acida y alcalina:

El método que fue utilizado en la cuantificacion de la actividad de las
fosfatasas consistio en la determinacion colorimétrica del p-nitrofenol (pNP)
liberado durante la incubacion del extracto de raices con una solucion tamponada

(pH 4,0 y 8,5) de p-nitrofenilfosfato (pNPP). La estimacion del p-nitrofenol liberado
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se basd en el hecho que en soluciones alcalinas, el p- nitrofenol muestra un

intenso color amarillo (Tabatabai, 1982).

La actividad enzimatica se determiné por los siguientes pasos:

Se incubaron a 37°C en un bafio de agua circulante por 30 minutos, 50 pL
del extracto de raices con 10 yL de MgCl,20 mM, 200uL del buffer de reaccién
(buffer Acetato 0.1 M a pH 4,0 en el caso de la fosfatasa acida y buffer Tris-acido
citrico 0.05 M a pH 8,5 en el caso de la fosfatasa alcalina) y 80 uL del substrato
pNPP50 mM hasta un volumen final de 400 pyL completados con agua
desmineralizada. Todo el procedimiento se realizo en frio.

La hidrdlisis enzimatica se detuvo en un tiempo de 30 minutos al adicionar
NaOH 0.1N y el color amarillo fue leido en un espectrofotometro a 410 nm
(Gianinazzi-Pearson & Gianinazzi 1976; Thiagarajan & Ahmad, 1994).

Analisis estadisticos:

Los resultados fueron analizados a través de un Analisis de Varianza
(ANOVA) de una via, para lo cual se utilizé con el programa STATISTICA. Se

aplicé la prueba a posteriori de comparacién de medias LSD (a= 0,5).
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RESULTADOS

El analisis de la dinamica de crecimiento en altura y numero de hojas de
plantas de P. pinnatum a los 240 DDS, se muestran en la figuras 3 y 4
respectivamente. La altura, reflejé un crecimiento significativo a partir de los 90
dias. En la primera cosecha realizada a los 120 DDS, la altura de las plantas
inoculadas fue de 2,3 veces mayor que las plantas en los tratamientos NI,
tendencia ésta, que se mantuvo hasta el final del experimento (figura 3). En la
figura 4, se observa que a partir de los 60 DDS, el numero de hojas incrementd
significativamente en el tratamiento inoculado en comparacién a las plantas
cultivadas en suelo del bosque no inoculado (NI); y estas diferencias significativas
se mantuvieron hasta los 240 DDS. La pérdida de los cotiledones en esta especie

fue a los 30 DDS.

En la figura 5, se muestra la altura alcanzada por las plantas en los
tratamientos /'y N I encada cosecha realizada (120 DDS y 240 DDS). Se observo
que en ambas cosechas, las plantas inoculadas (/) presentaron valores de altura
significativamente mayores en comparacion con las plantas no inoculadas
(NI).Igualmente, el numero de hojas present6 la misma tendencia, encontrandose
en las plantas I el mayor numero de hojas, en comparacion al tratamiento NI

(figura 6).

El peso seco de hojas en el tratamiento I a los 120 DDS mostré diferencias
significativas con respecto al tratamiento NI. La diferencia en el peso seco de la

biomasa foliar fue 1,9 veces mayor en plantas inoculadas en comparacion al
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tratamiento NI. Igualmente, en la segunda cosecha (240 DDS), las plantas en el

tratamiento I presentaron la mayor acumulacion de biomasa foliar (figura 7- a).

La asignacion de biomasa al peso seco del tallo varié significativamente
entre tratamientos, siendo 2,2 y 2,1 veces mayor el valor en plantas inoculadas
con relacién a las NI en la primera y segunda cosecha respectivamente (figura 7-
b). Similar comportamiento, fue observado en la asignacion de biomasa a la
produccion de raices, encontrandose que estos valores fueron 2,04 y 1,3 veces
mayor en plantas inoculadas en comparacion con las plantas en el tratamiento NI,

en la primera y segunda cosecha respectivamente (figura7-c).

Los valores de biomasa total en el tratamiento inoculado presentaron
incrementos significativos en ambas cosechas en comparacién a las plantas en el
tratamiento NI (figura 8 — a), encontrandose que el incremento en biomasa total
fue de 1,9 y 1,5veces mayor en plantas inoculadas que plantas del tratamiento NI

alos 120y 240 DDS.

La relacion V/R mostré que la asignacién de biomasa a los compartimientos
hojas —tallos fue significativamente mayor en plantas inoculadas en comparacion
con las plantas NIy este comportamiento se reflejo en ambas cosechas. (Figura 8

—~b).
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Figura 3. Valores de altura durante el crecimiento de plantulas de P. pinnatum hasta los
240 DDS. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05). Valores medios
terror estandar.
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Figura 4.Valores de niumeros de hojas durante el crecimiento de plantulas de P. pinnatum
hasta los 240 DDS. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
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Figura 9.Planta de P. pinnatum aspectos del crecimiento de la especie en la primera
cosecha 120 DDS (A) y segunda cosecha 240 DDS (B) en ambos tratamientos: Control:
suelo no estéril del bosque; inoculado: con inoculo nativo del bosque

Longitud radical y longitud radical especifica

En la tabla 2 se muestran los valores de longitud radical (LR) y longitud

radical especifica (LRE) en plantas inoculadas y no inoculadas.

Los valores de LR fueron significativamente mayores en las plantas de los
tratamientos inoculados en ambas cosechas, mientras que la LRE no present6
diferencias significativas entre los tratamientos a los 120 DDS. A los 240 DDS las

plantas inoculadas presentaron valores de LRE significativamente mayores

Tabla 2. Valores de longitud radical y longitud radical especifica en plantas inoculadas.
Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror
estandar

Tratamientos Longitud radical Longitud radical especifica
(cm) (cm/ps raiz)
120DDS 240DDS 120DDS 240DDS
Inoculada 400,8+65b 466,5+47 b 84,1114 a90,1+7,0a
No inoculada 248,439 a 356,9+97 a 101,8+16 a63,7+1,7b
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indice de respuesta micorrizica (IRM) y porcentajes de colonizaciéon con

HMA.

La contribucion de la simbiosis con HMA a la nutricion fosforada de las
plantas se evalué midiendo el grado de respuesta a las MA (IRM) vy los
porcentajes de colonizacidn de las raices.

Se observo que existen variaciones en el valor de IRM, el cual disminuye
con la edad de la planta desde 51% a los 120DDS meses hasta 37% a los 240
DDS.

La intensidad de la colonizacion micorrizica (%M) fue significativamente
mayor en las plantas inoculadas a los 120 y 240 DDS en comparacion a las
plantas NI (figura 10 — a). Las estructuras micorrizica mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos, observandose que todas las estructuras

presentaron porcentajes mayores en las plantas inoculadas en ambas cosechas.

La colonizacidn micorrizica de las plantas inoculadas en ambas cosechas
alcanzo valores entre 69% y 81 % a los 120 DDS y 240 DDS respectivamente,
mientras que la colonizacion en las plantas en el suelo nativo fue de 44 % y 53%
(figura 10 - a). Los valores en porcentajes de arbusculos mostraron tendencias
similares, en cuanto a una mayor proporcion de arbusculos en las plantas
inoculada en ambas cosechas (49 % y 51 % a los 120 DDS y 240 DDS
respectivamente) en comparacién a las plantas del tratamiento no inoculado (15 %

y 24,6 % a los 120 DDS y 240 DDS respectivamente) (figura 10- b).

El porcentaje de colonizacién de las plantas inoculadas fue apreciable tanto

por las hifas como por vesiculas en comparacion con las no inoculadas. El
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tratamiento de plantas inoculadas presento valores >del 50 % en ambas cosechas

mientras que las plantas no inoculadas presentaron valores <40 % (figura 10 —cy

d).

% Arbusculos

% Hifas

100
b I Inoculada
No inoculada
=
==
120 DDS 240 DDS
80 b
I Inoculada
No inoculada
. C
60 -
&8
= 40 1
2
2 a
=
= a
20 1
0 T '

120 DDS 240 DDS

Tratamientos

60
b b @ Inoculada
No inoculada
50 B
40 1
30
20 1
10 1
0
120 DDS 240 DDS
100
b I Inoculada
EEE No inoculada
b
80 D
60
a a
40 1
20 4

120 DDS

Tratamientos

240 DDS




Figura 10. Colonizacién micorrizica en plantas de P. pinnatum a los120 y 240 DDS.
Inoculadas: suelo de bosque con inoculo nativo del bosque; no inoculadas: Suelo de
bosque no estéril control. a: % micorrizacion, b: %arbusculos c: %vesiculas d: hifas.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). Valores medios zerror
estandar




Figuras11. Aspectos de los vesiculas (A) [V], hifas (B)[H], y arbusculos (C) [arb]
producidas por los tratamientos inoculados en la raices de plantas de Platymiscium
pinnatum.

Numero de esporas en los suelos utilizados en los ensayos y listado de
morfotipos del bosque.

En la figura 12se muestran los datos obtenidos en el numero de esporas de
los diferentes suelos utilizados en los ensayos, que consistio en suelo del bosque
inoculado, y el suelo del bosque no inoculado después de la cosecha de P
pinnatum a los 240 DDS y se comparan con suelo rizosferico de la especie en
condiciones naturales y suelo en el bosque natural (promedio de 12 rizosferas de
diferentes especies muestreadas en el bosque) (Kalinhoff, 2012). Cabe sefalar
que la evaluacion del in6culo utilizado en este ensayo no pudo realizarse por

razones ajenas a nuestra voluntad.

Los resultados muestran que después de 240 DDS, el suelo del bosque
inoculado incrementa significativamente el numero de esporas al compararlo con
los otros suelos, lo cual indicaria que la especie P. pinnatum produce una alta
esporulacion y que el indéculo utilizado incrementa su potencial infectivo.
Igualmente, el bosque sin inocular presentd un incremento de 7 veces mayor al
suelo natural, resultado que refleja que bajo condiciones de invernadero, el
crecimiento de la especie produce una alta esporulacion. El analisis de numero de

esporas de la rizésfera de la especie en el bosque, mostré que Platymiscium
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pinnatum presentd el mayor numero de esporas (104,3t+ 7,3); sin embargo, el
valor promedio de la rizésfera de 12 especies diferente del bosque nativos fue de

69,315,9 esporas /100g de suelo.

numero de esporas /100 g de suelo

1600

1400 -

1200 A
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800 -

600 -

400 -

200 ~

Rizosfera de 12
especies

Suelo de bosque Suelo de bosque

inoculado no inoculado Rizosfera de

P.pinnatum

Figura 12. Numeros de espora presente a la rizésfera de plantas de Platymiscium
pinnatum a los 240 DDS. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).
Valores medios terror estandar
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Contenidos de fosforo y nitrégeno foliar :

En la figura (13 — A)se muestran los contenidos de P foliar en plantas
cultivadas en suelo sin inocular (NI) y plantas inoculadas (l). Se observé un
incremento significativo en los contenidos de P foliar en plantas inoculadas en
comparacion con las plantas cultivadas en suelo del bosque sin inocular, y este
comportamiento fue significativamente mayor en ambas cosechas. Por otro lado,
los contenido de N foliar no mostraron variaciones significativas entre tratamientos

(Figura 13 - B).
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Figura 13. Contenido de fosforo y nitrégeno foliar en plantas de Platymiscium pinnatum a
los 120 DDS y 240 DDS. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05.
Valores medios terror estandar.

Tasa de crecimiento relativo (TCR):

En la Figura 14 se observa que la TCR no varié significativamente entre el

tratamiento inoculado y no inoculado.
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0,015 ~
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0,005 4

0,000
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Tratamientos
Figura14. Tasa de crecimiento relativo en plantas de P. pinnatum en suelo de bosque.
Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror
estandar.

Actividad enzimatica
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En la figura 15se observan los valores de actividad enzimatica de las

plantas en los tratamientos inoculados y no inoculados a los 120 y 240DDS.

A los 120 DDS la actividad de la enzima fosfatasa acida (FA) y alcalina
(FAIl) incrementaron significativamente en comparacién a las plantas del
tratamiento sin inocular. Similar comportamiento se observé a240 DDS donde los
valores de actividad de la enzima fosfatasa alcalina fueron 2,09 veces mayores en
plantas inoculadas en comparacion con las plantas del tratamiento no inoculado.

Igualmente, se encontré que la actividad de la fosfatasa acida fue 2,5 veces mayor
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Figura15.Actividad enzimatica de la fosfatasa acida y alcalina en plantas de P. pinnatum
a los 120 DDS y 240 DDS. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05.
Valores medios terror estandar

DISCUSION

Entre las diferentes especies arboéreas, que se han utilizado para la
recuperacion de areas degradadas, las leguminosas son una de las familias mas
importantes, no solo por ser capaces de formar simbiosis con microorganismos
fijadores de nitrégeno atmosférico (rizobios) sino también porque la presencia de
ambos simbiontes (rizobio-MA) es estrictamente necesaria y se complementan
funcionalmente (Herrera et al., 1993). Existen una serie de similitudes en el
establecimiento de la colonizacion de los simbiontes, tanto a nivel de la interaccion
que se produce entre la raiz-suelo (sefales:flavonoides), a nivel molecular
(activacion de genes especificos para la nodulacion que estimulan factores que
inducen la colonizacion micorrizica) y a nivel fisiolégico, debido a que los
procesos de eficiencia y funcionamiento de la nodulacién estan asociados al
mejoramiento de la nutricion fosforada por parte del hongo. El hongo cubriria los
requerimientos de P en los procesos de fijacion de N, atmosférico con el
consecuente incremento de los atributos fisioldgicos de las plantas. (Xie et al.,
1995, Marques et al, 2001, Ruiz-Lozano et al., 2001; Porcel et al., 2003;

Goicoechea et al., 2005; Varennes & Gross, 2007; Kalinhoff, 2012).
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Estudios relacionados con la simbiosis tripartita, han permitido dilucidar la
importancia que tiene la inoculacidon con HMA en los cambios morfolégicos y
fisiolégicos producidos en la planta hospedera que estimulan el crecimiento y
poseen una respuesta exitosa ante las presiones ambientales (Al-Karabi, 1998;

Davies et al., 1996; Herrera et al., 1993; Alguacil et al 2004; Requena et al., 1996).

Los resultados de esta experiencia mostraron que aun cuando las plantas
de P. pinnatum fueron cultivadas en suelos no esterilizados del bosque, la
concentracion de propagulos y probablemente la diversidad de HMA, a través de
la preparaciéon del indculo, tuvo un efecto significativo en el crecimiento de la
especie. Es de notar que los valores de altura y numero de hojas (Figura 3 y 4) no
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos durante los primeros
60 DDS. Este resultado podria estar asociado a la permanencia de los cotiledones
en las plantulas, los cuales actuan no sélo como fuentes de nutrientes en las
etapas tempranas del desarrollo, sino también como tejidos fotosintéticos (Siqueira
et al., 1998; Marshall & Kozolowski, 1976). En algunos casos, la presencia de los
cotiledones previene la colonizacién con MA, por lo tanto el sistema radical
funciona integramente como 6rgano de captacion de nutrientes (Zangaro et al.,
2000). Después de la senescencia de los cotiledones, las especies se hacen mas
dependientes a las MA, en etapas de crecimiento mas avanzadas (Siquiera et al.,
1998). Resultados similares presentados por De Andrade (1991) mostraron que en
plantulas de Acosmiun nitens (especie arbérea) la colonizacion con MA se iniciaba

a los dos meses de crecimiento, una vez las plantulas perdian los cotiledones.
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El efecto positivo de la inoculacion con HMA sobre la planta hospedera se
pudo observar en la evaluacién de los parametros de crecimiento, donde se
observd un incremento significativo en la acumulacion de biomasa seca total, del
65% y 50 % a los 120 y 240 DDS respectivamente, en comparacion con las
plantas no inoculadas. La mayor asignacion de biomasa en los compartimientos
hoja, tallo y raiz, en el tratamiento inoculado, podria ser considerado un criterio
importante para predecir la efectividad del inoculacion de un determinado in6culo,
siendo éste un parametro mucho mas confiable que el numero de esporas o el

porcentaje de colonizacion (Cuenca et al., 2003).

Uno de los principales mecanismos mediante los cuales las plantas se
adecuan a la disponibilidad de recursos, es asignando biomasa hacia el érgano
mas eficiente en incorporar el recurso limitante. Asi cuando la planta se encuentra
limitada por carbono debido a los altos requerimientos de la simbiosis micorrizica,
la planta compensa el requerimiento de carbono produciendo mas vastago y
menos biomasa radical, favoreciendo un mejor un balance de nutrientes y carbono
para el crecimiento (Chapin, 1987).En este sentido, la asignacion de biomasa a la
produccion de hojas y tallo (relacion vastago/raiz) en plantas inoculadas fue
significativamente mayor en relaciéon a las plantas cultivadas en suelo nativo sin
inocular. Resultados similares han sido encontrados en especies arboreas de la
misma zona, donde la inoculacion con HMA nativos, favorecio la asignacion de
biomasa al compartimiento del tallo y hojas (Kalinhoff, 2012; Caceres et al., 2014;

Caceres — Mago, sin publicar).
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Numerosos son los trabajos que demuestran el efecto de la inoculacion con
HMA en especies arbdreas, que crecen en bosques nublados y/o deciduos,
observandose incrementos en todos los parametros de crecimiento y atributos
fisiolégicos de las plantas (Siqueira et al., 1998, Caceres & Cuenca, 2007; Mora,
2010; Zangaro et al., 2002). Sin embargo, en condiciones donde los nutrientes no
son limitantes, (ver Anexo 1: Tabla de caracteristicas quimicas), el establecimiento
de las especies y su respuesta a la inoculacién, podria estar asociado a otros
factores, como por ejemplo el déficit hidrico, que no s6lo afecta la fisiologia de las
plantas, sino también la disponibilidad de nutrientes esenciales, como el P
(Herrera et al., 2010, Kalinhoff, 2012). Aun cuando estas experiencias fueron
realizadas en condiciones controladas, es evidente que las plantas en el
tratamiento inoculado presentaron una respuesta positiva de crecimiento. Se
sugiere que este tipo de respuesta podria estar asociada a una mejora en la
incorporacion del P del suelo, tal como se ha sehalado en otras experiencias,
donde la inoculacion y fertilizacion con P produce un incremento en los
parametros de crecimiento y contenidos foliares de P (Caceres & Cuenca, 2007;

Zangaro et al., 2005).

En muchos casos, podria el crecimiento de las especies relacionarse con el
mejoramiento en la incorporacion de P por parte de las raices micorrizadas, lo cual
puede ser evidenciado por un mayor contenido de fésforo foliar en las plantas en
los tratamientos inoculados. En este sentido, aunque en ambos tratamientos se
presenté colonizacion micorrizica, las diferencias en los contenidos de P foliar en

plantas inoculadas fue significativamente mayor en ambas cosechas, lo que podria
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atribuirse a una mayor eficiencia en la incorporacion de P por parte de las
especies de HMA que dominan el inéculo. Estos resultados apoyan hallazgos
anteriores que indican la importante contribucion de las micorrizas arbusculares en
el crecimiento vegetal y el aumento de la absorcion de P al menos durante
algunas etapas de desarrollo de la planta (Huante et al., 1995; Zandavalli et al.,
2004; Caceres & Cuenca, 2007).

Es importante sefialar que aunque no se pudo realizar la caracterizacion del
inoculo, el listado de morfotipos del bosque fue realizado en la rizésfera de las diez
especies arboreas con mayor indice de valor de importancia (Fajardo, 2007).en el
caso de P pinnatum; se observo la presencia 7 morfotipos; con dominio del género
Glomus sp y Sclerocistis sp (Kalinhoff, datos sin publicar). En este caso se podria
inferir que existe cierto grado de compatibilidad funcional entre los HMA vy la
especie en cuestidon, debido al mejoramiento de los atributos morfolégicos vy
fisiolégicos. Se ha sefalado que la posible compatibilidad funcional se puede
complementar con muchas o pocas especies de HMA, que incrementaran el

crecimiento de las especies (Ravnskov & Jakobsen, 1995)

Los contenidos de N foliar no mostraron diferencias entre las plantas
inoculadas y no inoculadas a lo largo del experimento. Estos resultados podrian
indicar, que el proceso de fijacidon biolégica de N, tiene un papel importante en la
incorporacion de N a las plantas, independiente de los tratamientos de inoculacion.
Cabe senalar que las raices en ambos tratamientos presentaban una alta cantidad
de nddulos (observacion personal), que podria incidir en el mejoramiento de la

fijacion de N.. Por el contrario, en otros trabajos, en suelos naturales, se muestra
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que especies arbéreas de la familia de las leguminosas, inoculadas con HMA,
poseen una mayor fijacion biolégica de N, atmosférico, que se puede traducir en
un mayor contenido foliar del mismo, como ha sido sefialado en Piscidia
carthagenesis, Anthyllis cystisoides, Retama sphaero carpa (Requena et al., 1996;

Aguacil et al., 2004; Kalinhoff, 2002).

Es importante observar que en P pinnatum, la colonizacion con MA
incrementd tanto la longitud radical de las raices como la longitud radical
especifica. Se han sefalado varios mecanismos que pueden producir cambios
morfolégicos en el sistema radical debido a la asociacién con MA (Berta et al.,
1990; Price et al., 1989). En unos casos se sefiala que los cambios en la LR y
LRE se deben a un aumento en la nutricién fosforada, bien sea la asociacién con
MA o por la fertilizacion con fosforo, y en otros casos se sefiala que las MA
producen cambios en el balance hormonal y por lo tanto en el grado de
ramificacion de las raices (Yano et al., 1996).Por el contario, otros estudios
sefalan la inhibicion del crecimiento de raices en plantas inoculadas, que
dependera basicamente de los hongos utilizados, los cuales afectaran la
arquitectura de la raiz. Por lo tanto, este parametro radical dependeria de la

combinacion planta -hongo (Bressano et al., 2010; Tian et al., 2013)

El analisis de los parametros de colonizacién (%M; %A; % H) mostré que
durante los primeros 120 dias de crecimiento, P. pinnatum en el tratamiento
inoculado, presenté diferencias significativas con respecto a las plantas cultivadas

en suelo nativo sin inocular, y esta diferencia se mantuvo hasta el final del
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experimento. Los mayores valores de colonizacion en el tratamiento inoculado
pueden relacionarse, en parte, a una mayor concentracion del inéculo en los
suelos, los cuales al final de la experiencia duplicaron el valor original (suelo
nativo). Es importante destacar que los valores de %A en plantas inoculadas de P.
pinnatum fueron significativamente mayores en ambas cosechas. Tomando en
cuenta que la presencia de los arbusculos en las plantas micorrizadas esta
asociada a la transferencia de P entre el hongo y la planta hospedera, el desarrollo
de mayor cantidad de arbusculos estaria asociado a un mayor beneficio nutricional
de la planta, paralelo a una alta demanda de carbohidratos por parte del hongo
(Gianinazzi — Pearson et al., 1991). Resultados presentados por Hernandez et al;
(2000) sefalan que la relacion entre el contenido de P en el vastago y % A, es un
indice que proporciona una medida de la eficiencia del hongo en la incorporacion
de P en la planta. En este estudio el indice (P contenido / %A), calculado mostré
valores de 049 y 0,36 en las plantas inoculadas y no inoculadas
respectivamente.En otras especies del bosque nublado Clusia minor y Clusia
multiflora inoculadas, se encontraron valores de 0,19 y 0,36 respectivamente. Se
tenderia a pensar que valores cercanos a 1, estarian relacionados con una alta

eficiencia de transferencia de P del hongo a la planta.

Estos resultados sugieren que los HMA que colonizan las raices de las
plantas en los diferentes tratamientos varian en su capacidad infectiva. En este
contexto, es importante considerar que no solamente la capacidad infectiva del
HMA es un factor que determina las respuestas de crecimiento de las especies

sino también la efectividad de los mismos, la cual va a depender de las
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combinaciones planta-hongo que se encuentren en condiciones naturales y de
algunos factores intrinsecos de las plantas, como la susceptibilidad a la
colonizacion y tasa de crecimiento de la raiz (McGee et al., 1999). La presencia de
diferentes HMA en condiciones naturales, varia en su capacidad de colonizar las
raices (infectividad) o incrementar las respuestas de crecimiento de las plantas
(efectividad). Aunque la rapida colonizacion de MA se espera que provea una
ventaja competitiva a las plantulas, el grado de colonizacion no se correlaciona
necesariamente con el crecimiento (Hayman 1985, Asbjornsen & Montagnini,
1994). En este trabajo se observd que existe una relacion entre el crecimiento y la
colonizacion de la especie. Estos resultados son consistentes, con lo encontrado
por Moyersoen et al., (1998), Siquiera et al. (1998) y Caceres (2002), los cuales
trabajando con especies arboreas de suelos con menor P disponible y pH acidos;
encontraron relaciones positivas entre el porcentaje de colonizacién y el
crecimiento de las especies arbdreas y a su vez encontraron una relacion positiva

entre el porcentaje de colonizacién y la incorporacion de P a las plantas.

Existe una variacion considerable entre las especies de plantas en cuanto
a la sensibilidad de ser colonizadas que dependera de las variables ambientales,
especialmente, cuando la concentracién de P en el suelo es alta (Tawaraya,
2003). Pareciera entonces, que existe un amplio rango de capacidad de respuesta
a la colonizacién por HMA de especies lefosas, que se asocian en parte con la
demanda nutricional de las especies; las caracteristicas, ecofisiologicas y el
estado sucesional o grupo funcional (Habtey, 1987; Khalil et al., 1994; Zangaro et

al., 2000; Siqueira & Saggin-Junior, 2001).
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Las TCR no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos,
aun cuando la asignacion de biomasa a la produccion de vastago fue mayor en las
inoculadas, que indica que tanto la inoculacién como el crecimiento de la especie
en condiciones naturales, no tienen efecto sobre los incrementos diarios entre
cosechas. Se observd que el incremento en valores de biomasa de las plantas
inoculadas fue mas constante en el tiempo, mientras que las no inoculadas
presentaron variaciones importantes entre las dos cosechas, sin embargo, no
alcanzaron acumulacién de biomasa similar a las inoculadas.

Por otro lado, es comun encontrar trabajos donde se presenta una
relacion entre la dependencia de las MA y los diferentes tipos de estrategias de
crecimiento, los cuales se realizan comunmente en plantulas de especies arboreas
cultivadas en suelos sin deficiencia de fésforo (Huante et al, 1993; Rincén &
Huante, 1994) o con periodos experimentales de crecimiento muy cortos (50-70
dias). Por ello, al comparar las TCR de P. pinnatum en un lapso 120-240 dias, y
teniendo en cuenta que la TCR de las especies disminuyen con el tiempo, los
valores encontrados de TCR son similares a las reportados en la literatura para
especies sucesionales tardias (0.0019- 0.0057 dia-'). Bajo estas condiciones de
trabajo experimental a veces resulta, imposible comparar las TCR de las especies
entre si, cuando los periodos de crecimiento utilizados son tan pequefios y sobre

todo cuando se trabaja con especies arbéreas.

El indice de respuesta micorrizica (IRM) determina el grado en el cual una
planta se beneficia de la presencia de las MA y es frecuentemente utilizado para

comparar la eficiencia simbidtica de distintos indculos (Plenchette et al., 1983). En
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este caso la respuesta fue evaluada en términos de produccion de biomasa de
plantas creciendo en suelo nativo versus plantas creciendo en suelo nativo e
inoculadas. Se parte de la premisa, que el uso de indculos de micorrizas es una
herramienta importante en ensayos de restauracion y que se debe utilizar no sélo
los propagulos nativos del suelo, sino también el suelo donde la planta crece (sin
esterilizar) de manera de obtener resultados muchos mas cénsonos con el

ambiente que se esta estudiando.

Los resultados de esta experiencia demostraron que el valor de IRM
disminuyo con la edad de la planta desde el 50 % a los 120 DDS a 34 % a los 240
DDS. Tomando en cuenta que los valores de IRM varian con la disponibilidad de P
en los suelos (Habte & Manjunath, 1987) se podria inferir que las plantulas de P.
pinnatum en un periodo de 8 meses de crecimiento presentan un menor grado de
respuesta a las MA y esta variacidon podria estar asociada a los mayores
contenidos de P disponible encontrados en los suelos Al comparar estos
resultados de IRM con otras especies propias del bosque seco inoculadas con el
mismo indculo utilizado en esta experiencia; se demostré que tanto Bulnesia
arborea (Zygophillaceae),Piptadenia flava (leguminosa) y Piscidia carthagenensis
presentaban IRM de 31% 23 % y 27% respectivamente (Kalinhoff 2012; Caceres
—Mago 2014, datos sin publicar). Pareciera entonces que las especies en zonas
aridas, donde el unico factor que esta afectando la disponibilidad de P son los
prolongados periodos de sequia, el IRM tiende a valores < al 50 % (considerado
como un IRM moderado), mientras que las especies que crecen en suelos acidos,

tanto la dependencia como en la respuesta comprende valores = 50% (Mora 2010,
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Caceres, 2002). Cabe acotar que en muchos casos esta respuesta esta asociada
a la compatibilidad funcional que las especies presenten con determinado inéculo.
En este trabajo, aun cuando no se logré caracterizar el inéculo utilizado, la lista
obtenida de los principales morfotipos en la rizosfera de la planta en estudio,
permite inferir de manera bien general que la produccién del in6culo podria haber
favorecido el crecimiento de alguna especio o género cuya caracteristica
funcional haya sido rapida colonizacion y eficiencia; como seria el caso de Glomus
el cual fue el morfotipo mas abundante de los siete que present6 la especie (anexo
2). Faltarian estudios mas detallados para corroborar de manera mas precisa este
resultado.

La actividad de la fosfatasa acida (FA) y alcalina (FAIl) en plantas
inoculadas y no inoculadas, incrementd con la edad de la planta. En el caso de la
FA las plantas inoculadas mostraron valores 2,1 y 2,5 veces mayor que en las
plantas no inoculadas a los 120 y 240 DDS respectivamente. En cuanto a la
actividad de la FAI se reporta un comportamiento similar, alcanzando valores de
1,2 y 2,09 veces mayor la actividad registrada en la raices de plantas inoculadas
con respecto a las no inoculadas a los 120 y 240 DDS respectivamente. Otros
estudios realizados en especies arboreas de la zona muestran resultados
similares, en cuanto que las plantas inoculadas presentan mayor actividad de
ambas enzimas que las plantas no inoculadas. Tal es el caso de Bulnesia arborea
y Piptadenia flava las cuales mostraron valores de actividad de FA comprendidos
entre 0,0031-0,0047umolesPNPmg'hora'respectivamente a los 240 DDS;
mientras que los valores de actividad de FAI estuvieron comprendidos entre

0,00739-0,0021umolesPNPmg'hora™ respectivamente (Caceres-Mago y Caceres;
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sin publicar). En este sentido, es importante destacar que la mayoria de los
trabajos donde se evalua la actividad enzimatica son realizados en plantas de
cultivo inoculadas en condiciones de invernadero y controles estériles, en nuestro
caso las plantulas de especies las arbéreas son cultivadas en suelos nativos e
inoculadas colonizadas por los HMA nativos de los suelos donde estas especies
crecen. Por lo general, los incrementos en la actividad de la fosfatasa acida y
alcalina en las plantas inoculadas se encuentran asociados con el inicio de las
respuestas por parte de las plantas a la micorrizaciéon. Este comportamiento ha
sido evidenciado en su gran mayoria en plantas cultivadas como Allium cepa,
Allium porrum L, Trifolium subterraneum y Glycine max, en las cuales se
encuentra una relacion positiva entre los incrementos de la actividad de las
fosfatasas acidas y alcalinas y los incrementos en los valores de biomasa total
acumulada (Tarafdar & Jungk, 1987; Gianinazzi-Pearson et al., 1986, 1991;
Tadano et al., 1993; Esawa et al., 1994, Kojima et al., 1998).Se sugiere que este
tipo de respuesta podria estar asociada a la eficiencia del HMA que coloniza las
raices de las especies, como ha sido sefalado en Tagetes patula (Esawa et al.,

1995).

Trabajos realizados por Caceres (2002) y Mora & Caceres (datos no
publicados) mostraron que plantulas de especies arbdéreas presentaban una
relacion positiva entre el incremento de la actividad de la fosfatasa acida y alcalina
y la respuesta de crecimiento de las especies. Otros trabajos, muestran resultados
similares en Carica papaya e Ipomea carnea sp fistulosa en cuanto al incremento

en la actividad de las enzimas fosfatasas en plantas inoculadas (Alarcén et al.,
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2002; Amaya et al., 2009), sin embargo es importante sefialar, que son pocas las
referencias que mencionan la relacion entre la actividad enzimatica y la
inoculacion con HMA. Estos resultados sugieren la importancia que tiene utilizar la
actividad de estas enzimas para evaluar el desempefio o afectividad de los

indculos utilizados.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que
P. pinnatum presentan incrementos en la actividad de las enzimas fosfatasa acida
y alcalina relacionados con el incremento en la respuesta a la colonizacién con
MA, lo que evidencia la existencia de una colonizacién funcional producto del
mejoramiento en la incorporacion de P a las plantas. Igualmente en condiciones
naturales el establecimiento y desarrollo de la especie dependera de la asociacion

con MA en las condiciones de fertilidad del suelo donde éstas habitan.

65



1)

3)

4)

CONCLUSIONES

El uso de inéculo mixtos nativos en ensayos de inoculacién con P.
pinnatum cultivadas en suelos no esterilizados del bosque, demostraron
que el aumento de la concentracion de los propagulos de MA, a través de
la preparacién del indculo, tuvo un efecto significativo en el crecimiento de

la especie.

El efecto positivo de la inoculacion con HMA sobre la planta hospedera se
pudo observar en la evaluacidon de los parametros de crecimiento, donde
hubo un incremento en la acumulaciéon de biomasa seca total en plantas
inoculadas del 65% y 50 % a los 120 y 240 DDS, respectivamente, en

comparacion con las plantas no inoculadas.

La colonizacién micorrizica fue significativamente mayor en plantas

inoculadas y se reflejé en un mayor crecimiento de la planta.

Ambos tratamientos presentaron colonizacién micorrizica, sin embargo, las
diferencias en los contenidos de P foliar en plantas inoculadas fue
significativamente mayor en ambas cosechas, lo cual podria atribuirse a
una mayor eficiencia en la incorporacién de P por parte de las especies de

HMA que dominan el indculo.

Los contenidos de N foliar no mostraron diferencias entre las plantas
inoculadas y no inoculadas a lo largo del experimento. Lo que podria

indicar, que el proceso de fijacion biolégica de N,, tiene un papel
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6)

7

8)

9)

importante en la incorporacién de N a las plantas, independiente de los

tratamientos de inoculacion.

El indice de respuesta micorrizica, disminuyé con la edad de la planta
desde el 50 % a los 120 DDS a 34 % a los 240 DDS, lo que se considera

un IRM moderado; aun cuando se realizé en suelos no estériles

Los incrementos en la actividad de la fosfatasa acida y alcalina en las
plantas micorrizadas (inoculadas y no inoculadas) de P. pinnatum
estuvieron asociados con la respuesta de crecimiento de la especie.

.La actividad de la fosfatasa acida y alcalina en plantas inoculadas
aumentaron  significativamente en comparacion a las plantas no
inoculadas, y esto estuvo asociado con los incrementos en los contenidos
foliares de P y el crecimiento de la planta

El uso de biomarcadores enzimaticos (fosfatasa acida y alcalina)
relacionados con el metabolismo del P en plantas micorrizadas, constituye
una herramienta importante para evaluar el desempeno o efectividad de los

indculos.

10) El uso de combinaciones adecuadas de indculos de HMA efectivo durante

la etapa de vivero es fundamental para mejorar el crecimiento y atributos
fisioloégicos de las plantas de P. pinnatum para su posterior trasplante al

campo.
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ANEXOS

Anexo 1: Caracteristicas quimicas del suelo del Bosque Macanao, Isla de

Margarita.
Suelo pH P disponible ppm % N
Bosque 7,87+0,08 7,37+£1,02 0,0745%0,0372

85



Anexo 2: Listado de especies y morfotipos por especie de la zona de Bosque en la
Peninsula de Macanao, isla de Margarita.

Numero sp. Especie arborea Familia Nombre comuin
1 Bourreriacumanensis(Loefl.) O.E. Schulz  Boraginaceae  Guatacare
2 lonchocarpusviolaceus (Jacg.) DC Papilionaceae Jobito
3 Bulnesiaarborea (Jacg.) Engler Zygophyllaceae Palo sano o Vera
4 Piscidiacarthagenensis (Jacq.) Fabaceae Cuchibano
5 Morisonia americana L. Capparaceae Mucurutd
6 Piptadenia flava (DC.) Benth. Mimosaceae Cuijicillo
7 Lonchocarpus sp Fabaceae Aco
8 Caesalpiniamollis (H.B.K.) Caesalpinaceae Durote o Virote
9 Capparislinearis (Jacq.) Capparaceae Olivo
10 Platymisciumpinnatum (Jacq.) Dugand Fabaceae Roble blanco
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Presencia de morfotipos por especie arborea (identificadas en la hoja anterior)

Morfotipo de HMA

Especie arbérea

sp.1 sp.2 sp.3 sp.4 sp.5 sp.6 | sp.7 | sp.8 | sp.9 | sp.10
Diversispora spurca X X X
Entrophospora infrequens X
Funneliformis geosporum X X X X
Gigasporaceae 1 X X
Gigasporaceae 2 X
Glomus agregatum X X
Glomus cf. tortuosum X X
Glomus deserticola X X X X X
Glomus sp. 1 (Marron) X X
Glomus sp. 2 (pared gruesa) X X X X
Glomus sp. 3 (Roja) X
Glomus sp. 4 (hifa gruesa) X X X X
Glomus sp.5 X X X
Glomus sp. 6 X X
Rhizophagus intraradices X X
Rojiza opaca (con pelos) X
Sclerocystis sp. 2 (rojo) X X X X
Sclerosystis sinuosa X X X X
Sclerosystis sp. 3 (naranja) X X X X
Ne total de morfotipos x especie arbérea= 3 5 8 8 4 6 3 6 7
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