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Resumen de la tesis doctoral titulada:

Influencia de las micorrizas arbusculares sobre el crecimiento y respuesta a la
sequia de Piscidia carthagenensis Jacq.: Implicaciones en la recuperacion de un

bosque seco de la peninsula de Macanao, Isla de Margarita.

Arbuscular mycorrhizal influences on Piscidia carthagenensis Jacq.
growth and drought response: Implications for recovery of dry forest from the

Macanao peninsula, Margarita Island.

Se ha propuesto que el uso de inoculos nativos mixtos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA), podria constituir una estrategia favorable para
aumentar el crecimiento sobrevivencia y la resistencia a la sequia de plantas
nativas para la restauracion de ecosistemas degradados y que es importante
tomar en cuenta los suelos de los cuales provienen dichos HMA, ya que el suelo
impone una fuerte presion de seleccion sobre la respuesta de la planta a la
simbiosis. En este contexto se evalué el crecimiento, relaciones hidricas,
intercambio de gases y sobrevivencia de Piscidia carthagenensis ante diferentes
combinaciones suelo-inéculo de hongos micorrizicos arbusculares (HMA), en
condiciones de invernadero y de campo, y sus implicaciones en la restauracion
de un bosque seco de la peninsula de Macanao, Isla de Margarita.

En un primer ensayo de vivero de 112 dias de duracion, se utilizaron
suelos provenientes de un matorral xeréfito (Mat), de un arbustal de 20 afios
(Va) y de un pastizal de dos afios (Da), para establecer plantulas sin micorrizas
(control esteéril, C), inoculadas con el in6culo fordneo Acaulospora lacunosa (L) y
con los in6culos nativos concentrados del Matorral (M), de un arbustal de veinte
afos (V) y de un pastizal de dos afios (D). En los suelos sucesionales (Va y Da),
se observé una mayor biomasa total, tasa relativa de crecimiento (TRC) y tasa
de asimilacion neta (TAN) en plantas inoculadas que en plantas control. El uso
de los indéculos nativos M, V y D produjo los mayores incrementos en altura,
diametro y TRC que el inoculo foraneo, y los indculos V y D colonizaron con
mayor rapidez las raices que los in6culos M y L. En el suelo Mat el incremento
en biomasa total, TRC y TAN de las plantas inoculadas respecto a las plantas
control fue de menor magnitud que los suelos sucesionales y la colonizacion
micorrizica fue significativamente mas lenta, con porcentajes de arbusculos mas
bajos con todos los inéculos.



En un segundo ensayo de vivero de 140 dias de duracion utilizando
solamente suelo estéril del pastizal de dos afios como sustrato de siembra, los
mismos inoculos de HMA, y dos condiciones de humedad del suelo (riego y
sequia), se observd que la colonizacién micorrizica con los inéculos nativos tuvo
una importante influencia en las relaciones hidricas de P. carthagenensis bajo
condiciones de sequia, ya que hubo ajuste osmoético y un aumento en el
potencial de turgencia foliar respecto a la condiciébn de riego. Se observo
ademas una mayor conductancia hidraulica radical en plantas inoculadas que en
las plantas control. El inéculo del matorral xerdfito reunié algunos atributos que
podrian significar una mayor compatibilidad funcional con P. carthagenensis,
como un mayor porcentaje de arbusculos, mayor relacion vastago/raiz en ambas
condiciones de humedad del suelo, y mayores valores de potencial hidrico y de
fotosintesis bajo condiciones de sequia.

En un tercer ensayo de campo, realizado con los mismos indculos de
HMA pero cultivando las plantas en los suelos Mat, Va y Da sin esterilizar, se
establecieron plantas de cinco meses de edad con las diferentes combinaciones
suelo-indculo en una localidad recién perturbada por la mineria. Y se determino
el crecimiento, intercambio gaseoso, relaciones hidricas y sobrevivencia en tres
periodos consecutivos, lluvia (a los 9 meses de siembra en campo), sequia (a
los 11 meses) y recuperacion de la sequia (a los 17 meses). Las diferencias en
altura y didmetro del tallo fueron minimas durante los periodos de lluvia y
sequia, no asi durante la recuperacion, cuando las plantas inoculadas con M
exhibieron los mayores valores de altura. Durante la sequia se observo una
disminucion de tasa de fotosintesis instantdnea en todos los tratamientos,
respecto a los valores reportados en lluvia. Durante la recuperacion de la sequia
las plantas inoculadas exhibieron mayores valores de fotosintesis, transpiracion,
conductancia estomatica y eficiencia de uso de agua que las plantas no
inoculadas. El porcentaje de sobrevivencia fue significativamente mayor en
plantas previamente cultivadas en el suelo Da e inoculadas con HMA nativos
(88-90%), seguido por las cultivadas con el in6culo foraneo (78%) y por las no
inoculadas (43%). Estos resultados apoyan las tendencias observadas por otros
autores sobre el uso preferencial de inéculos nativos mixtos de HMA en lugar de
in6culos fordneos para el mejor desempefio de las plantas hospederas a largo
plazo en ambientes semiaridos. Se concluye que el uso de HMA nativos es
beneficioso y recomendado para mejorar los atributos morfolégicos, fisiolégicos
y la sobrevivencia de P. carthagenensis en suelos perturbados por la mineria y
qgue los efectos positivos de la inoculacién se mantienen en el tiempo, incluso
después de un periodo prolongado de sequia en campo en arboles adultos.

Palabras clave: Hongos micorrizicos arbusculares, indculo nativo, simbiosis,
déficit hidrico.

Key words: Arbuscular mycorrhizal fungi, native inoculum, symbiosis, water
deficit.
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1. Introduccién General

Los bosques secos representan mas del 40% de los bosques tropicales
del mundo, y en comparacion con los bosques humedos estan sujetos a
perturbaciones antrépicas mas intensas y extensas (Murphy & Lugo, 1986).
Aunque estos ecosistemas son los mas apreciados para los asentamientos
humanos y la explotacion de sus recursos, existe muy poca informacion acerca
de su regeneracion (Sanchez-Azofeifa et al. 2005). Los patrones de
precipitacion altamente estacional de los bosques secos tropicales generan
condiciones abidticas mas extremas y variables que en los bosques humedos,
generando un gran estrés durante el proceso de sucesiéon (Ceccon et al. 2006).
En la actualidad, los bosques secos tropicales se encuentran entre los mas
amenazados y en mayor riesgo de pérdida de biodiversidad por desertificacion

(Rao & Tak 2002).

En Venezuela los bosques secos son categorizados como bosques
deciduos, que incluyen comunidades arboreas con cierto grado de caducifolia,
afectados por un periodo relativamente prolongado de sequia (de 3 a 6 meses)
en el cual al menos un 75% de los individuos arbéreos pierde su follaje (Huber &
Alarcén, 1988; Gonzalez, 2003). Se distribuyen principalmente al norte del pais
ocupando un 3,2% de su superficie, y gran parte de su extension ha sido
trasformada por la agricultura, la ganaderia y los urbanismos (Fajardo et al.
2005), posicionandolos en la categoria de riesgo de eliminacién mas alto (en
peligro o en peligro critico), de acuerdo a 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 que se lleva a cabo desde 1976 hasta la
actualidad (Sanz, 2004), ha alterado radicalmente la matriz suelo-vegetacion,
tanto en el sector norte como en el sector sur de la peninsula (Gonzalez, 2007).
La extraccion de los fondos arenosos de las margenes de las quebradas
intermitentes elimina los bosques y matorrales asociados, los cuales
representan las comunidades vegetales de mayor complejidad y riqgueza de

especies de las areas bajas de Macanao (Gonzalez, 2007).

Uno de los factores principales que determina el tipo de vegetacion y la
composicién de especies en ecosistemas secos es la baja precipitacién. En este
contexto, la pérdida de los mecanismos de retenciéon de agua de los suelos
produce fuertes limitaciones hidricas, que conjuntamente con la acumulacion de
sales y mayor riesgo de erosion limitan la regeneracion de la vegetacion,
especialmente después de una perturbacion antropica de gran impacto, como la
mineria (Maass, 1995, Rao & Tak 2002, Cummings et al. 2005). De igual forma,
la rehabilitacién de la calidad de los suelos afectados por la mineria depende del
establecimiento de una cobertura vegetal que mejore las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de los mismos (Bradshaw, 1987). Asi, la falta de
informacion sobre la biologia y ecologia de plantas nativas de las localidades
afectadas y de sus adaptaciones al estrés hidrico por sequia limitan su uso en

programas de reforestacion (Gebrekirstos et al. 2006).

El papel de las interacciones entre microorganismos del suelo y las raices

de las plantas ha adquirido un interés creciente en las ultimas décadas debido a



su importancia para el crecimiento, sobrevivencia y éxito reproductivo de las
plantas (Reynolds et al. 2003; Bever, 2003). Sin embargo, la reduccion o
ausencia de simbiontes fungicos clave en suelos perturbados, tales como los
hongos micorrizicos arbusculares (HMA), limita el potencial para el re-
establecimiento de la vegetacion nativa, especialmente en regiones aridas y

semiaridas (Querejeta et al. 2006).

Los HMA (Phylum Glomeromycota, Schupler et al. 2001), se encuentran
ampliamente distribuidos en todos los habitats y climas terrestres formando la
asociacién micorrizica mas antigua (Pirozynsky, 1981). El descubrimiento de
fésiles de pequeiias plantas del devonico tardio, revel6 la existencia de hifas y
esporas semejantes a las que desarrollan estos hongos en la actualidad
(Kenrick & Crane, 1997; Remy et al. 1994). Estas observaciones pioneras fueron
posteriormente corroboradas sobre la base de evidencias morfologicas y
moleculares, segun las cuales las micorrizas arbusculares (MA) co-
evolucionaron con las plantas desde que estas hacian su transicion a un medio
terrestre inhdspito para los sistemas radicales primitivos, hace aproximadamente
400 millones de afos, formando parte de los sistemas radicales de las plantas

vasculares actuales (Honrubia, 2009; Brundrett, 2002; Simon et al. 1993).

El desarrollo del ciclo de vida de las MA, desde la germinacién de una
espora hasta la formacion de una red de micelio en el suelo (micelio externo),
involucra una serie de eventos que comienzan con la germinacion de la espora 'y
la formacion de un micelio pre-simbiotico, inducidos por la hormona

estrigogalactona exudada por las raices de las plantas (Besserer et al. 2006).



Simultaneamente el hongo produce moléculas de sefalizacion que activan los
genes de las plantas relacionados con la simbiosis, denominadas
colectivamente factores micorrizicos (factores Myc), y forma un tipo especial de
apresorio (hifopodio) en la superficie de la raiz, donde previamente ha
comenzado la formacion de un aparato de pre-penetracion hifal (PPA) que
prepara el ambiente intracelular de la raiz y predetermina la ruta de crecimiento
fungico (Parniske, 2008). Posteriormente una hifa se extiende desde el hifopodio
y es guiada por el PPA a través de la corteza para ramificarse lateralmente a lo
largo de la raiz, via apoplasmatica y formar estructuras ramificadas
caracteristicas llamadas arbusculos, que son considerados como el sitio

principal de intercambio de nutrientes entre ambos simbiontes (Harrison, 2005).

Luego de la formacion de arbusculos, en algunos grupos de HMA se
forman estructuras globulares especializadas denominadas vesiculas, las cuales
almacenan lipidos y nutrientes (principalmente fosforo, Olsson et al. 2011), y
también tienen el potencial de propagar el hongo a partir de fragmentos de raiz
colonizada (Biermann & Linderman, 1983). El ciclo de vida del hongo culmina
con el crecimiento del micelio externo desde la raiz colonizada hacia el suelo, y
la produccion de nuevas esporas (Giovannetti et al. 2010). Debido a su
dependencia de las plantas para completar su ciclo de vida y producir la préxima
generacion de esporas, los HMA son considerados bidtrofos obligados

(Parniske, 2008).

Las plantas en simbiosis con las MA incrementan su capacidad para

incorporar nutrientes poco moviles del suelo, tales como fésforo, nitrégeno, zinc



y cobre (Jakobsen et al. 1992, Smith & Read, 1997, Govindarajulu et al. 2005),
mientras el hongo obtiene compuestos derivados del carbono producidos por la
planta (Brundrett, 1996). Las delgadas hifas (2-5 um de diametro) se extienden
desde la raiz colonizada de la planta formando el micelio externo del hongo.
Estas hifas pueden acceder a espacios intersticiales del suelo que son
inaccesibles para los pelos radicales, los cuales poseen un diametro mucho
mayor (de 10 a 20 um), incorporando agua y nutrientes que de otra manera no
estarian disponibles para las raices de las plantas (Ruiz-Lozano & Azcon,
1995). Ademéas se ha propuesto que las MA protegen a las plantas de
patégenos radicales (Wehner et al. 2010) y aumentan su sobrevivencia bajo
condiciones abidticas estresantes, como el déficit hidrico por sequia (Augé

2001; Caravaca et al. 2003a; Porcel & Ruiz-Lozano, 2004).

Mediante la accion coordinada de mecanismos bioquimicos y fisiolégicos
las MA intervienen tanto en la evasién como en la tolerancia a la sequia de sus
plantas hospederas (Augé et al. 2007). Desde el punto de vista bioquimico, se
ha evidenciado el incremento en la proteccion contra el estrés oxidativo
(Goicoechea et al. 2005), variaciones en la expresion de las aquaporinas (Porcel
et al. 2006) y la regulacién estomatica a través de sefiales hormonales (Duan et
al. 1996; Goicoechea et al. 1997). Mientras que desde el enfoque fisiolégico se
han reportado incrementos en la conductancia hidraulica radical (Kyllo et al.
2003), mejoramiento de la eficiencia de uso de agua (Querejeta et al. 2003) y un
mayor ajuste osmoético (Wu & Xia, 2006), en plantas sometidas a estrés hidrico

por sequia.



Aunque algunos autores sugieren que el efecto positivo de las MA sobre
las relaciones hidricas de las plantas es una consecuencia del mejoramiento
nutricional (Safir et al. 1972; Al-Karaki et al. 2004; Smith et al. 2010), se ha
demostrado que algunos de los efectos bioquimicos vy fisiolégicos de las MA
pueden ser independientes de las diferencias en biomasa y concentracion de

nutrientes en los tejidos (Augé, 2001, Augé et al. 2007).

Las plantas colonizadas con MA pueden mostrar variaciones en las
relaciones hidricas respecto a plantas no colonizadas cuando el tamafio y el
estado nutricional de las plantas de ambos tratamientos se mantienen iguales
(Levy & Krikun, 1980; Augé et al. 1987a; Bethlenfalvay et al. 1988). Utilizando
este criterio experimental, se ha observado que las plantas colonizadas
frecuentemente resisten mejor la sequia que las plantas no colonizadas (Augé &
Moore, 2005), y que este efecto muchas veces depende de las combinaciones
planta-hongo utilizadas (Augé, 2001; Augé et al. 2007; Subramanian et al.
2006). En particular los HMA nativos de ambientes semiaridos incorporan agua
y nutrientes mas eficientemente en suelos secos, confiriéndole a la planta una
mayor resistencia a la sequia (Ruiz-Lozano & Azcén, 1995; Marulanda et al.
2003; Porcel & Ruiz-Lozano, 2004). Diferentes especies de MA modulan
diferencialmente la tasa fotosintética, la conductancia estomatica y la eficiencia
de uso de agua (EUA) de sus plantas hospederas bajo déficit hidrico (Auge,

2001).

La colonizacion MA puede aumentar, disminuir o mantener constante la

EUA dependiendo de la composicion de HMA del indculo utilizado y de la



estrategia de uso de agua de la planta (Querejeta et al. 2006). Estas diferencias
en la respuesta de las distintas especies de plantas ante la composicion de
especies micorrizicas presentes en un inéculo, resaltan la marcada diversidad
funcional de la simbiosis micorrizica, lo cual debe ser tomado en cuenta en

pruebas experimentales de invernadero y de campo (Smith et al. 2010).

Una alta diversidad funcional referida como una alta variabilidad en el
efecto simbidtico de diferentes combinaciones de HMA sobre una determinada
planta hospedera (Smith et al. 2004; Avio et al. 2006), viene determinada por las
diferencias en la tasa de colonizacién micorrizica (Graham & Abbott, 2000), por
la relacion entre la ganancia potencial de carbono y el costo de la asociacion
simbidtica (Johnson et al. 1997) y por las diferencias en el desarrollo y la
eficiencia de incorporacion de nutrientes del micelio externo de los distintos
géneros de HMA (Dodd et al. 2000). Esta diversidad funcional deriva en una
mayor o menor compatibilidad funcional o eficiencia simbiotica, que se define
como la cantidad de carbono ganado por la planta a través de la respuesta de
crecimiento, menos el carbono invertido para el mantenimiento del hongo

micorrizico (Tinker et al. 1994).

Aungue la eficiencia simbidtica es un complejo de respuestas tanto de la
planta como del hongo, esta suele ser expresada en términos de crecimiento
(tasa relativa de crecimiento, relacion vastago/raiz) y/o incrementos en el
contenido de nutrientes de la planta, principalmente fosforo (Ruiz-Lozano &
Azcoén, 2000). El indice de respuesta micorrizica (IRM) que determina el grado

en el cual una planta se beneficia de la presencia de las MA comparado a



cuando esta asociacion esta ausente, es frecuentemente utilizado para
comparar la eficiencia simbidtica de distintos indculos (Plenchette et al. 1983).
Este indice fue creado originalmente para medir la dependencia relativa de las
plantas a las MA, pero segun Janos (2007) la dependencia micorrizica es la
magnitud de la incapacidad de una planta de crecer y sobrevivir sin micorrizas
aun incrementando la fertilidad del suelo, y debe determinarse midiendo los
efectos en un rango de fertilidad del suelo (especialmente de fosforo disponible)
sobre el crecimiento de la planta sin micorrizas. Esta distincion hace que la
respuesta y la dependencia micorrizica sean atributos separables de la

simbiosis MA (Janos, 2007).

Las estructuras de propagacion de HMA (esporas, micelio, raices,
fragmentos de raiz, u otro material organico colonizado por el hongo) presentes
en una unidad de vegetacion o localidad, constituyen el in6culo nativo de esa
localidad (Brundrett & Abott, 1995), y su manejo, reproduccion y uso en
tecnologias apropiadas de inoculacion micorrizica de plantas nativas, son
estrategias utilizadas exitosamente en la restauracion y rehabilitacion de areas
perturbadas de diferentes regiones aridas y semiaridas del mundo, y en muchos
casos son un pre-requisito para asegurar el éxito del trasplante y la
sobrevivencia de las plantulas en campo (Herrera et al. 1993; Palenzuela et al.

2002; Caravaca et al. 2003b; Allen et al. 2005; Barea et al. 2011).

Diversos factores ambientales tales como; la humedad, temperatura,
presencia de especies hospederas, proporciones de arena, fluctuaciones de pH

(Muthukumar & Udayan, 2000), cambios en la concentracion de fosforo y de



materia organica en el suelo (Allsopp & Stock, 1994); pueden afectar la
distribucion del inoculo nativo de HMA e influenciar el nimero de asociaciones
MA formadas, alterando de esta manera la capacidad infectiva de los suelos
(Tommerup, 1992), ademas de imponer una fuerte presion selectiva sobre las
poblaciones de HMA (Helgason & Fitter, 2009). Asi la eleccion de aislados
fangicos adaptados al suelo donde estos seran introducidos, es un aspecto
clave para el éxito de programas de inoculacion micorrizica (Herrera-Peraza et

al. 2010).

Aungue resulta esencial entender como los HMA interactian con arboles
nativos capaces de desarrollarse en zonas profundamente alteradas por
actividades antrépicas, cuyas caracteristicas garanticen su sobrevivencia bajo
condiciones ambientales adversas tales como la sequia, altas temperaturas,
compactacion, salinidad y déficit o exceso de nutrientes en los suelos (Meli,
2003), en Venezuela no existen reportes regionales que involucren el efecto de
comunidades nativas o autéctonas de HMA, sobre el crecimiento y la respuesta
a la sequia de plantas nativas con uso potencial en estrategias de rehabilitacion
y restauracion de areas afectadas por la explotacion minera. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto de la inoculacibn con hongos micorrizicos
arbusculares sobre el crecimiento, la resistencia a la sequia y sobrevivencia de
la leguminosa arbérea Piscidia carthagenensis, utilizando HMA provenientes de

un mosaico sucesional de matorral xerofito y de un HMA foraneo.
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2. Hipotesis
En este trabajo se plantean las siguientes hipotesis:

2.1.El uso de inoculos nativos mixtos de hongos micorrizicos arbusculares
(HMA) produce los mayores incrementos en el crecimiento, la sobrevivencia y
la respuesta a la sequia de arboles nativos promisorios para la restauracion
de bosques secos, en comparacion con inoculos foraneos. Si este fuese el
caso, se espera encontrar que atributos morfolégicos y fisiologicos de la
leguminosa arbérea Piscidia carthagenensis, como altura, diametro del tallo,
biomasa, tasa relativa de crecimiento, intercambio gaseoso y relaciones
hidricas, se vean favorecidos en mayor magnitud al inocularla con HMA
provenientes del mosaico sucesional de matorral xeréfito en el cual crece
naturalmente éste arbol, que al inocularla con el in6culo forAneo Acaulospora
lacunosa, y que los beneficios de dichos in6culos se mantengan bajo

condiciones de sequia.

2.2.Dado que los cambios en la textura, pH, materia organica y nutrientes del
suelo imponen una fuerte presion selectiva sobre las poblaciones de HMA y
sobre la respuesta de las plantas a la simbiosis micorrizica, y que la eleccion
de aislados fungicos adaptados al suelo donde estos seran introducidos es un
aspecto clave para el éxito de programas de inoculacion micorrizica, se
espera gue la eficiencia simbiética de los diferentes in6culos nativos de HMA
(provenientes del matorral xerdfito, de un arbustal de veinte afios y de pastizal
de dos afos) sea mayor al cultivar e inocular las plantas en el tipo de suelo

del cual proviene cada inéculo.
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2.3. Considerando que la reintroduccion de un indculo nativo diverso
en localidades perturbadas es uno de los principales objetivos en proyectos
de restauracion con propoésitos de conservacion, y que un inéculo de HMA
con una alta rigueza de especies favorece una mayor diversidad de
respuestas potenciales sobre una planta hospedera determinada, se espera
que debido a su mayor rigueza de especies, el inoculo proveniente del
matorral xerofito sea mas eficiente a largo plazo que los indculos
provenientes de las localidades sucesionales en mejorar los atributos
morfologicos, fisiolégicos y la sobrevivencia de arboles de P.
carthagenenesis, durante tres periodos naturales consecutivos de lluvia,
sequia y recuperacion de la sequia en una localidad fuertemente perturbada

por la mineria en la Peninsula de Macanao
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la inoculacién con hongos micorrizicos arbusculares
provenientes de una localidad no perturbada (matorral xerofito), de localidades
sucesionales de distintos tiempos de abandono después de la extraccion de
arena, y de un inoculo micorrizico fordneo (Acaulospora lacunosa) sobre el
crecimiento, la resistencia a la sequia y sobrevivencia de la leguminosa arboérea

Piscidia carthagenensis en condiciones de invernadero y de campo.
3.2. Objetivos Especificos

Elaborar y caracterizar los in6culos de hongos micorrizicos arbusculares
nativos, utilizando suelo proveniente de tres localidades de un mosaico
sucesional (Matorral no perturbado, localidad de 20 afios y localidad de dos

afos después de la explotacion arenera).

Evaluar el efecto de los suelos e indculos provenientes del mosaico
sucesional de matorral xerofito, y de A. lacunosa, sobre el crecimiento y la
dindmica de la colonizacion micorrizica de plantas de P. carthagenensis bajo

condiciones de invernadero.

Evaluar el efecto del déficit hidrico sobre las relaciones hidricas y el
intercambio gaseoso de plantas de P. carthagenensis inoculadas con los
in6culos micorrizicos nativos y con el indculo foraneo, en un suelo perturbado,

bajo condiciones de invernadero.
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Evaluar el crecimiento, sobrevivencia, relaciones hidricas e intercambio
gaseoso de plantas de P. carthagenensis previamente cultivadas con diferentes
combinaciones suelo-indculo provenientes del mosaico sucesional de matorral
xerofito y posteriormente plantadas en un area perturbada por la explotacion

arenera.
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4. Descripcion del area de estudio.

La Peninsula de Macanao es un nucleo montafioso rodeado de planos
costeros que tiene una extension de 331 Km?, se encuentra al sur de la isla de
Margarita (10°56’- 11°06’ N; 64°10’- 64°25’ O) y se une a ella a través del istmo
de La Restinga. El nicleo montafioso central de Macanao, tiene una orientacion
este-oeste respecto a la isla, alcanza la maxima altura en el Cerro Macanao
(750 m) y alberga una gran extension de bosques asociados a cursos de agua
intermitentes, los cuales son el habitat de muchas especies animales, algunas
de las cuales se encuentran en la categoria de riesgo de extincién “en peligro”,
como es el caso de la cotorra cabeciamarilla (Amazona barbadensis), o “en
peligro critico como en el caso del venado margariteiio (Odocoileus
margaritae), principalmente por la destruccion de estos bosques por la actividad

minera (Rodriguez & Rojas-Suarez, 2008).

La precipitacion promedio anual varia de 326 a 522 mm con distribucion
estacional a lo largo del afio. Hay un maximo de precipitacion en agosto y otro
secundario hacia fines del afio. La época de sequia se extiende de enero a
junio. También existe una marcada variacion interanual en la precipitaciéon, con
afios extremadamente secos (precipitacion media 214 mm) y afios con alta
pluviosidad (precipitacion 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 afios de la estacion

meteoroldgica San Francisco de Macanao (11° 01’ 30” N, 64° 17’ 26” O, altitud



15

88 m), 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 (11°01'197-11°04°09” N; 64°16°36”-64°15'08” O). Después de
la extraccidn 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 sucesional formado fue descrito por
Fajardo, 2007, y comprende localidades entre < 1 y = 20 afios de antigiiedad,
gue pueden variar desde herbazales y pastizales ralos hasta comunidades
lefiosas, cuya complejidad floristica y estructural esta limitada principalmente por
la distancia de la fuente de semillas y por el largo periodo de sequia, producido

por la alta variacion interanual de la precipitacion en la region.

Los suelos y e indculos de HMA utilizados en este estudio provienen de
un Matorral xerdfito poco perturbado que corresponde al ecosistema presente
antes de la extraccion de arena (ecosistema de referencia), y de dos localidades
sucesionales del mosaico formado después de dicha perturbacion: sucesion
tardia (parcela sucesional de 20 afios) y sucesioén temprana (parcela sucesional
de dos afos, Figura 1). Las especies con mayor indice de valor de importancia
(14<IVI<45) en cada localidad de estudio se indican a continuacion (Fajardo,

2007):
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Matorral Xerofito: Comunidad vegetal madura, dominada por las especies

Croton conduplicatus (Euphorbiaceae), Lonchocarpus punctatus, Lonchocarpus
sp. (Fabaceae), Beureria cumanensis (Boraginaceae), Subpilocereus repandus,
Acanthocereus tetragonus, Stenocereus griceus (Cactaceae) y Bromelia humilis
(Bromeliaceae). Los matorrales o arbustales espinosos, conformados por
cactaceas, arbustos y arboles bajos (usualmente < 5 m de alto), la mayoria
provistos de espinas (Huber & Alarcon, 1988), predominan en las zonas bajas
adyacentes a los bosques deciduos, y son las formaciones vegetales con la
mayor extension afectada por la mineria en Macanao. Por esta razén fue

considerado en este trabajo como ecosistema de referencia.

Parcela sucesional de 20 afios: Comunidad sucesional tardia, con una

fisionomia correspondiente a arbustal, dominada por las especies Melochia
tomentosa (IVI=80) (Sterculiaceae), Abutilon umbellatum, Cienfuegosia
heterophyla, Bastardia viscosa y Gossypium hirsutum (Malvaceae), Canavalia
brasiliensis (Fabaceae), Cassia emarginata y Caesalpinia coriaria

(Caesalpinaceae), Opuntia wentiana y Melocactus curvispinus (Cactaceae).

Parcela sucesional de dos afios: Comunidad sucesional temprana con

una fisionomia correspondiente a pastizal, dominada por plantas herbaceas
como Rhynchelytrum repens (Poaceae) y Cenchrus ciliaris (Poaceae) en menor
abundancia se encuentran Canavalia brasiliensis (Fabaceae) y Heliotropium

angiospermum (Boraginaceae).
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Figura 1. Localidades del mosaico sucesional Matorral-arbustal-pastizal. a) Matorral
xerofito, b) Arbustal de veinte afos. c) Pastizal de dos afios.
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5. Material Vegetal

Piscidia es un género de leguminosas ampliamente distribuido en el
Neotropico, principalmente en bosques secos (Rudd, 1969). Como su nombre lo
indica, es uno de los géneros de plantas conocidos como veneno para peces 0
“barbasco” utilizados ancestralmente para la pesca. Todas las especies de
Piscidia son lefilosas e inermes, pueden ser plantas bajas o desarrollarse hasta
los 20 m de altura, su corteza es aspera y grisacea, sus hojas son alternas e

inparipinnadas, y sus frutos alados e indehiscentes (Rudd, 1969).

Algunas especies del género Piscidia son consideradas plantas
multipropésito en América Central y América del sur. En la Peninsula de
Yucatan, México P. piscipula es apreciada en la apicultura por su largo periodo
de floracion (4 meses), es forrajera, sus hojas se usan como sedante y para
trastornos respiratorios, su madera es de buena calidad y es reproducida en
viveros para su posterior uso en programas de reforestacion con fines de
restauracion ecolégica y urbana (Flora representativa de Yucatan, 2007).
Ademas es considerada una de las especies promisorias para Su uso en
barbechos mejorados debido a su mayor capacidad de sobrevivencia, mayor
capacidad de producir lefia y por favorecer el crecimiento del maiz (Ayala-
Sanchez et al. 2007). En el Ecuador (provincia de Loja), P. carthagenensis se
encuentra entre las especies mas apreciadas por su madera para la

construccion (Aguirre & Lars, 2005).

Piscidia carthagenensis Jacq. es una especie de amplia distribucion que

se encuentra desde el Sur de Florida, pasando por el desierto de Sonora en
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México, Centro América, el Caribe (Cuba, Puerto Rico, Islas Virgenes), hasta
Sur América (Venezuela, Colombia, Peru y Ecuador) (http://www.tropicos.org,
2010). En Venezuela, se ha reportado en los Estados Anzoategui, Aragua,
Bolivar, Cojedes, Delta Amacuro, Distrito Capital, Falcon, Guérico, Miranda,

Monagas, Nueva Esparta y Portuguesa (Hokche et al. 2008).

Desde tiempos de Linneo, esta especie ha sido incorrectamente
determinada en Venezuela como Piscidia piscipula (Rudd, 1969). Tal es el caso
de la referencia de la “Flora de la Isla de Margarita” (Hoyos, 1985), cuyas
muestras provenientes de la Peninsula de Macanao y depositadas en el
Herbario Nacional de Venezuela (VEN), fueron recientemente revisadas y
determinadas como P. carthagenensis. Las evidencias taxondémicas utilizadas
para determinar dichas muestras fueron: La presencia de flores de 13-18 mm de
largo, generalmente mas de 15 mm de largo, frutos con estipite de 6-20 mm de
largo y foliolos glabros o subglabros en el haz (S. Nozawa, curador VEN,

comunicacién personal).

En la Peninsula de Macanao, la mayor abundancia relativa de P.
carthagenensis se encuentra restringida a comunidades vegetales de galeria
afectadas por la explotacion de arena (Gonzélez, 2007), y su distribucién abarca
desde bosques deciduos y matorrales espinosos, hasta localidades intermedias
y tardias de la sucesion (6, 10 y 20 afios de abandono después de la extraccion

de arena), en las cuales su IVI < 5 es relativamente bajo (Fajardo, 2007).

Las semillas utilizadas en este estudio fueron recolectadas directamente

de ejemplares adultos de P. carthagenensis, ubicados en la arenera La Chica.
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En todos los ensayos realizados, las semillas fueron embebidas en agua
corriente durante tres dias y puestas a germinar en arena estéril durante 15-20

dias antes de utilizarlas en cada experimento.

6. Métodos Generales

6.1. Determinaciones morfométricas y de biomasa

6.1.1. Altura y diametro: Se registro la altura y el diametro basal
utilizando una cinta métrica y un vernier, respectivamente en plantas
de invernadero. En el experimento de campo se utiliz6 una vara
calibrada para medir la altura y una cinta métrica para medir los

diametros en arboles.

6.1.2. Area foliar (AF): Se determiné gravimétricamente con réplicas de

papel milimetrado de todas las hojas de cada réplica.

6.1.3. Area foliar especifica (AFE): Se calcul6 mediante la relacion entre
el area foliar de discos de hoja de area conocida y su peso seco,

segun la siguiente ecuacion:
AFE = area foliar disco / peso seco disco (cm? g})

6.1.4. Tasa relativa de crecimiento (TRC): La tasa de produccion de
materia seca por unidad de peso seco inicial de la planta, se estimo
para cada intervalo de tiempo t,-t; transcurrido entre dos cosechas

sucesivas a través de la expresion matematica de Hunt (1982):

TRC=(In PS; - In PSy) / (t2 - t1)
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Donde PS; es el peso seco acumulado por la planta en el primer
muestreo, PS; es el peso seco acumulado en el segundo muestreo y t el

tiempo en dias.

6.1.5. Tasa de asimilacion neta (TAN) y tasa de produccion de area
foliar (TAF): La tasa de produccion de materia seca por unidad de
area foliar (TAN), se estim6 despejandola de la ecuacion de TRC

(Evans, 1972):
TRC=TAN x TAF

donde TAF es el area foliar que la planta desarrolla por unidad de

biomasa total de la planta, y se determina como:
TAF= RBF X AFE

donde RBF es la relacion: biomasa foliar / biomasa total de la planta, y

AFE es el area foliar especifica (1V.1.3).

6.1.6. Biomasa: Se determind la biomasa seca de las plantas,
separandolas en tallos, hojas, y raices y en algunos casos la
fraccion de raices se separ6 en raiz principal (pivotante) y raices
finas. Estas fracciones se llevaron a peso constante en una estufa a
60 °C, y se calculé la relacién vastago raiz (V/R) en funcion del peso
seco. Los nodulos de bacterias fijadoras de nitrégeno fueron
separados de la raiz de todos los tratamientos y llevados a peso
constante en estufa a 60 °C. La biomasa de nodulos fue expresada

en funcién del peso seco total de la planta (g/g).
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6.2. Cuantificacion de la colonizaciobn por hongos

micorrizicos arbusculares en raices

La colonizacion micorrizica se determind mediante el clareado con KOH
al 10%, acidificacion con HCI al 10% vy tincidon con azul de tripan (Phillips &
Hayman, 1970). Las raices tefiidas se evaluaron al microscopio Optico para
cuantificar la presencia o ausencia de estructuras fungicas por el método de Mc.
Gonigle et al. (1990). Para ello se realizaron observaciones sisteméticas de
cada muestra al microscopio 6ptico (200X) hasta completar 100 campos de

observacion por muestra.

La presencia o ausencia de cada estructura micorrizica (arbusculos,
vesiculas o hifas) fue evaluada en cada campo de manera independiente. Los

resultados se expresaron en porcentaje, a través de las siguientes férmulas:
%MA= [(N° de campos infectados - NNF) / (N° de campos observados)] * 100

donde %MA es el porcentaje de colonizacion por micorrizas arbusculares y NNF
es el nimero de campos no infectados. El porcentaje de colonizacion por

arbusculos (%A) se calcul6 como:
%A= (N° de campos con arbusculos) / (N° de campos observados)*100

Para determinar el porcentaje de colonizacién por vesiculas enrollados e

hifas solas, se utilizé la misma relacion de colonizacion que para los arbusculos.
6.3. Indice de Respuesta Micorrizica (IRM)

El indice de respuesta micorrizica se define como el grado en el cual una

planta se beneficia de la inoculacibn con HMA comparado a cuando esta
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asociacion estd ausente (en un tratamiento control en suelo estéril), y se

determina como:
IRM=[PS (M) - PS (NM) /PS (M)]*100

donde PS (M) es el peso seco de la planta micorrizada 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<O0 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.
6.4. Relaciones Hidricas

6.4.1. Contenido de agua en el tallo (CAT): Se determiné Unicamente en

plantas irrigadas de acuerdo a la siguiente formula:

CAT= PF tallo - PS tallo / PF tallo

donde PF y PS son el peso fresco y el peso seco respectivamente
(Borchert, 1994).
6.4.2. Potencial hidrico (¥): Se determindé con una camara de presion

PMS 200 (PMS Instruments Inc., Corvallis, OR).

6.4.3. Potencial osmotico (%) y potencial de turgencia (%): El ¥s se
midié en fragmentos de hoja congelados y descongelados, con un
psicrometro de punto de rocio HR-33T (Wescor Inc. USA), en la
misma hoja a la que se les midi6é previamente el potencial hidrico. El

potencial de turgencia (¥;) se calcul6 como:
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Contenido relativo de agua foliar (CRA) y contenido de agua
foliar (CAF): Para determinar el CRA tomaron discos de hojas de
area conocida a los que se les determiné el peso fresco (PF) y el
peso turgente (PT) después de ponerlos en agua durante 3-4 horas
a 4 °C. Luego se colocaron todos los discos en la estufa a 60 °C
durante 48 horas para obtener el peso seco (PS). El CRA se calculd

a través de la relacion:

CRA= (PF-PS) / (PT-PS)

El contenido de agua foliar (CAF) se determind como:

6.4.5.

6.4.6.

6.4.7.

CAF= (PF-PS) / PF

100

Potencial osmaotico a maxima turgencia (Ws—): se determind de

acuerdo a la expresion:

p 109= w, x CRA /100

Ajuste osmotico (4¥%): Se calculé como la diferencia del W% en

riego y en sequia de acuerdo a la siguiente férmula:
AYP= g 1%%ego - ¥ P%equia

Conductancia Hidraulica Radical (K;): Cada planta fue colocada
en agua corriente durante 20 minutos para eliminar el exceso de
suelo. Luego la planta se coloc6 en una bolsa plastica con las raices

sumergidas en agua corriente dentro de la camara de presion de
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Scholander y se cort6 el tallo, dejando expuesta una porcion de 6
cm por fuera de la tapa de la camara, donde se fij6 un tubo de
plastico para colectar el liquido exudado. El flujo se estabilizd
durante 10 minutos a 0,5 MPa, antes de comenzar a recolectar el
exudado del tallo en tubos eppendorf previamente pesados. El
volumen del exudado fue determinado gravimétricamente cada 5
minutos a dos valores de presion (0.5 y 0.8 MPa) y expresado como
flujo en mg s (Huxman et al. 1999). La K, fue estimada como la
pendiente de la relacion lineal generada entre el flujo y las presiones
aplicadas (Fiscus, 1983), y estandarizada por el peso seco de la raiz

fina (Kire) y por el area foliar (Kag).

6.5. Intercambio Gaseoso

Las tasas instantaneas de fotosintesis (A), transpiracion (E), conductancia

estomatica (gs) y concentracion intercelular de CO, (Cj), fueron medidas en la

segunda hoja completamente expandida, utilizando un analizador infrarrojo de

gases portatii marca Analytical Development Co. (ADC) modelo LCA-4,

conectado a su respectiva camara de asimilacion con censores de humedad,

temperatura y densidad de flujo fotonico (DFF). Con los valores obtenidos de las

medidas instantaneas de A y E, se calcul6 la eficiencia de uso de agua (EUA=

6.6. Anadlisis bioquimicos en hojas

6.6.1. Contenido de clorofilas: Las clorofilas se determinaron por

extraccion de los pigmentos en muestras congeladas de hoja con un



26

area de 2,85 cm® Después de descongelar la muestra, los
pigmentos se extrajeron en un mL de acetona al 80 % y 0,1 mg de
carbonato de calcio (CaCO3) a 4 °C. El volumen del sobrenadante
se llevo a 3 mL y el contenido de clorofilas totales fue determinado
en alicuotas de 1 mL por absorbancia a 663 nm y 645 nm (Bruisma,
1963).

6.6.2. Contenido de proteinas solubles totales (PST): Se determind
siguiendo el protocolo propuesto por Bradford (1976) a partir de
extractos obtenidos por maceracion en frio (0-4 °C) de discos de
hojas en un buffer de extraccion (100 mM Bicina-NAOH pH 8; 20
mM  MgCl,; 50 mM  mercaptoetanol; 40mM fluoruro de
fenilmetilsulfonil y PVP), El extracto se centrifug6 en tubos eppedorf
a 10000 rpm durante 3 min. El contenido de PST se determind
mezclando 100 pL del sobrenadante con 400 pyL de agua y 500 pL
del reactivo Bradford, y la absorbancia fue medida a 595 nm luego
de 5 min (Bradford, 1976). Se realiz6 una curva de calibraciéon
usando albumina sérica bovina (BSA) a diferentes concentraciones
(0 - 40 pg). Las concentraciones de PST se expresaron en g m™.

6.7. Elaboracion de inéculos mixtos de hongos micorrizicos

arbusculares (HMA)

En macetas con suelo fresco de cada localidad, se cultivaron plantas de
Vigna luteola, leguminosa herbacea altamente micotrofica (Hernandez et al.

2000), para obtener cultivos mixtos de HMA (“potes trampa”) (Bever, 1994).
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Luego de seis meses de cultivo se elimind la parte aérea de las plantas y se
conservaron las raices como parte del in6culo. La mezcla de suelo, raices
infectadas y esporas de HMA, obtenida en cada tipo de suelo fue utilizada como

in6culos de HMA en todos los experimentos.
6.8. Aislamiento y conteo de esporas de HMA

Las esporas se aislaron a partir de 5 g de cada in6culo por triplicado,
segun el método de tamizado humedo, decantado y centrifugacién 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 100 g™ de suelo seco.
6.9. Rigqueza de HMA

Se realizé una lista de las especies de HMA, mediante un estudio de la
morfologia de las esporas presentes en cada indculo, en el laboratorio de suelos
del Centro de Ecologia del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas, a
cargo de la Dra. Gisela Cuenca. Los caracteres diagnosticos utilizados para
separar los diferentes tipos morfolégicos de esporas (morfotipos) fueron
principalmente el tamafio, el tipo y nUmero de paredes, el color en agua y en el
medio de montaje (polivinil-alcohol), presencia o ausencia de reaccién al Melzer
(yodo-yoduro de potasio-hidrato cloral), por tincibn marron-rojiza ante la
presencia de dextrinas, y otros criterios como el tipo de ornamentacion, hifas o
cicatrices en caso de estar presentes. Para la determinacion de los morfotipos

se utilizaron las listas y descripciones originales de especies de Glomeromycota
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de Schenck & Pérez (1990) y otras descripciones en continua actualizacion

disponibles en linea:
http://lwww.Irz-muenchen.de/~shuessler/amphylo/amphylo_species.html

http:// www.agro.ar.szczecin.pl/~jblaszkowski/

6.10. Numero mas probable de propagulos infectivos (NMP)

De acuerdo al método de Porter (1979) modificado por Sieverding
(1991), se realizaron diluciones seriadas de suelo no estéril de cada localidad,
con el mismo suelo previamente esterilizado, y se sembraron plantulas de la
especie micotrofica Vigna luteola (Hernandez et al., 2000). A las seis semanas
se cosecharon la totalidad de las plantas y se tomé en cuenta como colonizacién
micorrizica positiva la presencia de al menos un punto de entrada en la corteza
radical. El célculo del potencial micorrizico o numero mas probable de
propagulos (NMP) se realiz6 segun las férmulas sefaladas por Sieverding

(1991).
6.11. Andlisis de suelos

La materia organica se determiné por el método de Walkley & Black (Jackson,
1976) y el nitrégeno total por el método micro-Kjeldahl. El fésforo disponible fue
determinado por el método de extraccion en FNH, y HCI (Bray & Kurtz, 1945) y
el fosforo total se realizd por el método de Olsen (1954), con ambos extractos
medidos de acuerdo al método de molibdato-acido ascorbico (Murphy & Riley,
1962). La textura se determin6 por el método de Bouyoucos (1936), y el pH en

agua por el método potenciométrico (Jackson, 1976).
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7. CAPITULO |

Respuesta diferencial de crecimiento y dinamica de
colonizacién micorrizica en Piscidia carthagenensis
Jacqg. ante diferentes combinaciones suelo-in6culo
provenientes de un mosaico sucesional de matorral

xerofito.
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7.1. Introduccion

La seleccion de in6culos de HMA adaptados al clima local y a las
condiciones del suelo es considerado un aspecto fundamental del éxito de
programas de restauracion (Dodd & Thomson, 1994). Debido a que los HMA
pueden variar su efecto sobre las plantas hospederas en un gradiente de
mutualismo-parasitismo dependiendo del balance costo-beneficio del
mantenimiento de la simbiosis, es critico investigar los beneficios potenciales de
la reintroduccion de HMA para la mejora de la restauracion o rehabilitacién de la

vegetacion en areas degradadas (Zhang et al. 2011).

Las leguminosas son componentes importantes de la vegetacion lefiosa
de ecosistemas aridos y semiaridos, con una gran versatilidad en la formacion
de simbiosis (Sprent & James, 2007), y con una alta dependencia a las
micorrizas para prosperar bajo condiciones ambientales estresantes (Herrera et
al. 1993). Los propagulos de HMA pueden ser escasos en ambientes
perturbados, y la inoculacién de plantulas de leguminosas silvestres con HMA
seleccionados antes de su establecimiento en areas degradadas mejora
significativamente el crecimiento de la planta y la calidad del suelo (Rillig &

Mummey, 2006).

El éxito de un inoculo determinado de HMA depende no soélo de la
combinacion planta-hongo, sino también de las condiciones ambientales, entre
las cuales el suelo impone una fuerte presion de seleccion sobre la respuesta de

la planta a la simbiosis (Helgason & Fitter, 2009), por lo que es necesario
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evaluar previamente la efectividad de la inoculacion en el o los sustratos en los

cuales la planta inoculada sera introducida (Herrera-Peraza et al. 2010).

Los HMA tienen una baja especificidad de hospedero, lo que implica que
un HMA en particular puede asociarse con un gran numero de especies
hospederas, pero a pesar de ello, estos hongos son conocidos por mostrar una
amplia variabilidad en su capacidad de incorporar fosforo y otros nutrientes, y de
estimular el crecimiento de sus plantas hospederas (Klironomos 2003; Helgason
et al. 2002; van der Heijden, 2004). En la actualidad es reconocida la
importancia del uso de indculos 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).

En este sentido, en este capitulo se propone que el manejo de las
comunidades locales de hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
conjuntamente con los suelos de los cuales estos hongos provienen, constituye
una estrategia favorable para la seleccion de combinaciones mas adecuadas
suelo-inéculo que permitan aumentar el crecimiento en invernadero de plantas
de P. carthagenensis con fines de restauraciéon de ecosistemas degradados. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los suelos e indculos

provenientes de un mosaico sucesional de matorral xerofito, y del in6culo
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foraneo A. lacunosa, sobre el crecimiento y la dinamica de la colonizacién

micorrizica de P. carthagenensis bajo condiciones de invernadero.
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7.2. Materiales y Métodos
7.2.1. Descripcion de Suelos del Mosaico Sucesional

A partir de muestras de suelo superficial (hasta 20 cm de profundidad) de
los suelos provenientes del matorral y de las parcelas sucesionales de veinte y
de dos afos, se determiné el fosforo total, nitrogeno total, el pH en agua, el
porcentaje de materia organica y las proporciones de arena, limo y arcilla

(apartado 6.11).
7.2.2. Descripcion de in6éculos HMA del mosaico sucesional

Se recolectd suelo superficial (hasta 20 centimetros de profundidad) de
las dos localidades del mosaico sucesional (de dos y veinte afios) y del matorral
no perturbado, en época de sequia (Septiembre de 2008). Se elaboraron 10
potes trampa de cada localidad (con dos kg de suelo fresco y Vigna luteola

como planta hospedera) para obtener in6culos mixtos de HMA (apartado 6.7).

Una vez transcurridos los seis meses de cultivo, se eliminaron los
vastagos de la planta hospedera y se homogeneizaron los contenidos de los 10
potes de suelo de cada localidad. Para realizar el conteo de esporas y evaluar la
rigueza de HMA (apartados 6.8, 6.9 respectivamente), se tomaron tres muestras
de 50 g de cada de in6culo. A partir de otra muestra de cada inbéculo se
determiné el numero mas probable de propagulos infectivos (NMP, apartado
6.10). El resto del inoculo fue secado al aire y conservado en bolsas plasticas
cerradas a temperatura ambiente (24° C) hasta el mes de marzo de 2009,

cuando se iniciaron los experimentos de inoculacion en vivero y en campo.
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7.2.3. Origen y seleccion del In6culo Foraneo Acaulospora lacunosa

El in6culo foraneo de Acaulospora lacunosa utilizado en este estudio
forma parte de un cepario de inoculantes de HMA utilizado con fines
comerciales y cientificos producido el Laboratorio de Ecologia de Suelos del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). El nimero de esporas
de este inoculo fue de 6136 esporas 100 g-1 de suelo seco y no se encontraron

morfotipos de esta especie en los indculos nativos utilizados.

La seleccion de A. lacunosa como indculo foraneo para ser utilizado en
los ensayos de invernadero y de campo, se baso en los resultados de un ensayo
previo en el que se evaluo el efecto de este HMA y de un inéculo de Glomus
manihotis sobre el crecimiento y la conductancia hidraulica radical de P.
carthagenensis. Ambos in6culos produjeron un incremento significativo y de
igual magnitud en la altura, didmetro del tallo y biomasa total respecto a las
plantas no inoculadas (control), pero las plantas inoculadas con A. lacunosa
exhibieron una conductancia hidraulica radical y un porcentaje de colonizacion
micorrizica significativamente mayores que las inoculadas con G. manihotis

(datos no mostrados).

7.2.4. Ensayo de crecimiento y dinamica de la colonizacion

micorrizica

Este ensayo fue realizado bajo condiciones de invernadero en el

Arboretum del Instituto de Biologia Experimental de la UCV, ubicado en Caracas
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a 1200 m, con una temperatura promedio de 26 °C y una humedad relativa

promedio de 65 %.

El experimento estuvo conformado por un total de 15 tratamientos,
establecidos por una combinacién completamente aleatorizada de tres tipos de

suelos y cinco condiciones de inoculacion.

Los suelos, provenientes del mosaico sucesional fueron esterilizados con
una dosis de 8 kGy de rayos gamma, e identificados con las siguientes
abreviaturas: Matorral xerdéfito (Mat), parcela sucesional de veinte afios de

abandono (Va) y parcela sucesional de dos afios de abandono (Da).

Las condiciones de inoculacién fueron las siguientes: Control estéril sin
micorrizas (C), plantas inoculadas con el inéculo concentrado de hongos
micorrizicos arbusculares provenientes del Matorral Xerdfito (M), con el in6culo
de la localidad sucesional de veinte afios (V), con el in6culo de la localidad
sucesional de dos afios (D), y plantas inoculadas con Acaulospora lacunosa (L).
Los tratamientos derivados del disefio experimental se muestran en la Tabla 1.
Las plantulas fueron sembradas en bolsas con 600 g del suelo estéril de la
localidad correspondiente. Para la inoculacién micorrizica se agregaron 50 g de
in6culo a cada planta. Las plantas control no fueron inoculadas con hongos
micorrizicos arbusculares. Fueron incluidas 15 réplicas de cada tratamiento para

un total de 225 plantas.
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Tabla 1. Tratamientos derivados del disefio experimental completamente aleatorizado,
formado por una combinacién factorial de tres tipos de suelo (estériles) y cinco
condiciones de inoculacién. El primer factor tiene tres niveles (suelos de tres etapas
sucesionales contrastantes) y el segundo factor tiene 5 niveles (condiciones de
inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares).

Factor Suelo (Esteéril)
Factor In6culo Parcela sucesional Parcela sucesional
Matorral (Mat) veinte afios (Va) dos afios (Da)
Control no inoculado (NI) Mat-NI Va-NI Da-NI
Matorral (M) Mat-M Va-M Da-M
Parcela 20 afios (V) Mat-V Va-V Da-Vv
Parcela 2 afios (D) Mat-D Va-D Da-D
Acaulospora lacunosa (L) Mat-L Va-L Da-L

A todas las plantas se les agregb 50 ml de una solucion de
microorganismos proveniente del suelo de siembra correspondiente para
garantizar la presencia de otros microorganismos distintos a las micorrizas
arbusculares. Para elaborar la solucion de microorganismos, se suspendio 1 Kg
del suelo fresco sin esterilizar en un L de agua destilada y se filtr6 a través de un
papel Whatman N° 1. El filtrado se diluy6é con agua hasta una concentracion final

de 5 %.

Se realizaron tres cosechas de 5 réplicas por tratamiento, a los 30, 60 y
112 dias después de la siembra. En cada cosecha se determind la colonizacion

micorrizica en raices (6.2). En la primera y tercera cosecha se determinaron la
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biomasa de hojas, tallo y raiz (6.1.6), el area foliar total por planta (6.1.2) y el
area foliar especifica (AFE, apartado 6.1.3), para posteriormente calcular la tasa
relativa de crecimiento (TRC, apartado 6.1.4), la tasa de asimilacion neta (TAN,
apartado 6.1.5) y la tasa de produccion de éarea foliar (TAF, apartado 6.1.5). En
la dltima cosecha se determind ademas la relacion vastago/raiz y la biomasa de
nodulos (apartado 6.1.6), la altura y el diametro basal del tallo (6.1.1) y el indice

de respuesta micorrizica (IRM, apartado 6.3).

Los resultados fueron analizados a través de un Andlisis de Varianza
(ANOVA) de dos vias con el programa SPSS version 10.0. Se utilizo el test de
homogeneidad de varianzas de Barlett. En el caso de que las varianzas no
fueran homogéneas se realizaron transformaciones logaritmicas y de arcoseno.
Se aplico la prueba a posteriori de comparacion de medias de diferencias

minimas significativas (LSD) (a= 0,05).
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7.3. Resultados
7.3.1. Analisis de suelos del mosaico sucesional

El analisis quimico y fisico de los suelos del Matorral, parcela sucesional
de veinte afos y de la parcela sucesional de dos afios se muestra en la Tabla 2.
La concentracion de fosforo total, fosforo disponible y los porcentajes de
nitrdgeno y materia organica fueron significativamente mas altos en el matorral
que en la parcela sucesional de veinte afios y estas localidades a su vez
presentaron valores significativamente mayores a los observados en la parcela
sucesional de dos afios (Tabla 2). El pH vario entre 6,64 y 7,51 en las tres
localidades, con el mayor valor en la parcela de dos afios y el porcentaje de limo
disminuy6é en un 13% en las parcelas sucesionales en comparacién con el

matorral (Tabla 2).
7.3.2. Descripcion de inéculos de HMA del mosaico sucesional

El nimero de esporas y el nimero mas probable de propagulos infectivos
(NMP) de cada inéculo se muestran en la Tabla 3. El in6culo de la parcela
sucesional de dos afios exhibio los valores mas altos de numero de esporas y
NMP, seguido en orden decreciente por los in6culos de parcela sucesional de
20 afios y del matorral (Tabla 3). La riqueza de especies de HMA de cada
in6culo se muestra en la Tabla 4. Se aislaron en total 23 morfotipos de HMA
entre los tres inoculos producidos (Tabla 4). EI mayor nimero de morfotipos fue
observado en el in6culo proveniente del matorral (19 morfotipos) seguido por el
in6culo de la localidad de veinte afios con 9 morfotipos, y por el inGculo de la

localidad de dos afios con 6 morfotipos (Tabla 4).



39

Tabla 2. Caracteristicas de los suelos del matorral, parcela sucesional de veinte afios
(arbustal) y de la parcela sucesional de dos afios (pastizal). Fésforo (P), Nitrégeno (N),
Materia organica (MO). Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias (p<0.05) utilizando el test de LSD.

Matorral Parcela veinte afios Parcela dos afnos
P Total (mg Kg'l) 446,7+54 a 300,1+20,3b 1699+28¢c
P disponible (ng Kg™") 467+72a 278+48b 76+14c
N (%) 0,40+0,04 a 0,16 +0,01b 0,06 + 0,00 c
pH(agua) 6,64+051b 6,93+0,13b 751+0,04a
MO (%) 1,58+0,25a 1,69+0,07b 1,06 + 0,08 c
Arena/Limo/Arcilla (%) 60/31/9 77/18/5 78/18/4
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Tabla 3. Densidad de esporas y numero mas probable de propégulos infectivos de los
in6culos utilizados en los experimentos. Para el nimero de esporas se muestran los

promedios + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
medias (p<0.05) utilizando el test de LSD.

In6culo N° de esporas 100 g'l Propagulos infectivos 100 g'1
Matorral 961 +116¢C 121.5 (57-259)*
Parcela de veinte afios 13075+ 110b 506.3 (395-622)*
Parcela de dos afios 1959.8 + 363 a 673.7 (546-749)*

*El limite de confianza para el NMP de propagulos infectivos es de 95%.
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Tabla 4. Listado de morfotipos de Glomeromycorta presentes en los indculos
producidos con los suelos provenientes de matorral, de la parcela sucesional de 20
afios y de la parcela sucesional de dos afios. La abundancia estd referida al nUmero
total de esporas observados en tres aislados de 50 g* de suelo: >50 (alta), 20-50
(media), 5-20 (baja), <5 (rara).

Familia Matorral ParcNeIa 20 Par(iela 2
afos afnos
1 Claroideoglomeraceae Claroideoglomus cf. etunicatum Media Alta Alta
2 Entrophosporaceae Entrophospora infrequens Baja Media Alta
3  Glomeraceae Funneliformis geosporum Ausente Media Media
4  Diversisporaceae Diversispora spurca Baja Ausente Rara
5  Acaulosporaceae Acaulospora cf. leavis Ausente Media Ausente
6  Glomeraceae Funneliformis mosseae Ausente Baja Ausente
7  Glomeraceae Glomus cf. tortuosum Baja Media Ausente
8 Glomeraceae Glomus aggregatum Baja Baja Ausente
9  Glomeraceae Sclerocystis sinuosa Media Ausente Ausente
10 Glomeraceae Sclerocystis sp. 1 Rara Ausente Ausente
11 Glomeraceae Sclerocystis sp. 2 Baja Ausente Ausente
12 Amarilla pared delgada Baja Ausente Baja
13 Amarilla pared gruesa Ausente Ausente Rara
14 Glomus sp. 1 Baja Media Ausente
15 Glomus sp. 2 Baja Baja Ausente
16 Glomus sp. 3 Rara Ausente Ausente
17 Glomus sp. 4 Media Ausente Ausente
18 Manoijito rojo minimo Rara Ausente Ausente
19 Manojito amarillo Baja Ausente Ausente
20 Manojo espinoso Rara Ausente Ausente
21 Amarilla maltiples paredes Rara Ausente Ausente
22 Gigasporaceae Amarilla con bulbo Alta Ausente Ausente
23 Gigasporaceae Amarilla-naranja con bulbo Media Ausente Ausente
Nimero de morfotipos 19 9 6
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En las Figuras 2, 3y 4 se observan las diferencias morfolégicas entre los

distintos tipos de esporas de HMA (morfotipos) sefialados en la Tabla 4.

Los morfotipos Claroideoglomus cf. etunicatum, y Entrophospora
infrequens fueron observados en los tres in6culos con distinta abundancia
(Tabla 4, Figura 2). Claroideoglomus cf. etunicatum fue el mas abundante en
los indculos provenientes de las localidades sucesionales de dos y de veinte
afios (>50 esporas 100 g* suelo seco), mientras que Entrophospora infrequens
(Entrophosporaceae) fue mas abundante en el indculo de la parcela de dos afios

(Tabla 4).

En el inoculo del matorral se observé una alta abundancia de un
morfotipo de la familia Gigasporaceae (Amarilla con bulbo, Tabla 4, Figura 2),
una abundancia media de Claroideoglomus cf. etunicatum, Sclerocystis sinuosa,
Glomus sp. 4 y de otro morfotipo de Gigasporaceae (amarilla-naranja con bulbo,
Tabla 4, Figura 2), ademas de un alto numero de morfotipos de abundancia baja
(<5 esporas100 g™ suelo seco) o muy baja (5-20 esporas 100 g suelo seco),
en comparacion con los inéculos de las parcelas sucesionales de veinte afios y

de dos afios (Tabla 4).
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Claroideoglomus cf. etunicatum  Entrophosporainfrequens

v..-,\‘A L

Funneliformis geosporum Diversispora spurca
PN rSoReE, S

Figura 2. Algunos morfotipos de HMA presentes en los inéculos del mosaico sucesional
de matorral xerdéfito no perturbado-localidad sucesional de veinte afios-localidad
sucesional de dos afios. Para el morfotipo Gigasporaceae 2, se muestra un detalle del

bulbo suspensor (400X).
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Glomus cf. tortuosum Glomus aggregatum

Sclerocistys sinuosa Sclerocistys sp. 1

200X -

Sclerocistys sp. 2 Amarilla pared delgada
: N T a

Figura 3. Algunos morfotipos de HMA presentes en los inéculos del mosaico sucesional
de matorral xerofito no perturbado-localidad sucesional de veinte afos-localidad
sucesional de dos afios. Para Sclerocistys sinuosa se muestra un detalle del peridio
compuesto por hifas de pared gruesa dispuestas en forma compacta cubriendo el

esporocarpo (400X).
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Amarilla pared gruesa Glomussp. 1

Glomussp. 2

200X

Manojito espinoso

Figura 4. Algunos morfotipos de HMA presentes en los inéculos del mosaico sucesional
de matorral xerofito no perturbado-localidad sucesional de veinte afos-localidad
sucesional de dos afos.



46

7.3.3. Ensayo de crecimiento y dinamica de colonizacion micorrizica.
7.3.3.1. Crecimiento:

Al finalizar el periodo de 112 dias de crecimiento se observd un efecto
altamente significativo (p<0.001) de la interaccion entre los factores suelo x
indculo sobre los parametros morfométricos de P. carthagenensis, excepto para
el AFE (Tabla 5). Las plantas cultivadas en el suelo de la parcela sucesional de
veinte afios (Va), e inoculadas con los in6culos micorrizicos de las parcelas
sucesionales de veinte y de dos afios (tratamientos Va-V y Va-D
respectivamente) mostraron los mayores valores de altura y area foliar, en

comparacion con los demas tratamientos.

La inoculacion produjo incrementos significativos en el diametro del tallo,
respecto a los controles no inoculados (Tabla 5). Para las plantas cultivadas en
los suelos de veinte afios y dos afos, los indculos nativos (M, V y D)
determinaron los mayores incrementos en el diametro del tallo, no asi para las
plantas cultivadas en el suelo de matorral, donde el inéculo foraneo (L) produjo

el mayor efecto (Tabla 5).

El &rea foliar especifica (AFE) fue el inico parametro que no fue afectado
significativamente por la inoculacion micorrizica (ver p-valores de la Tabla 5),
pero si se observé un efecto altamente significativo de los suelos de siembra
sobre este parametro. Las plantas cultivadas en el suelo de la parcela
sucesional de veinte afos exhibieron los mayores valores de area foliar
especifica, mientras que las cultivadas en el suelo de dos afios presentaron los

menores valores (Tabla 5).
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Tabla 5. Pardmetros morfométricos de P. carthagenensis a las 14 semanas de
crecimiento en tres suelos: Matorral (Mat), parcela sucesional de 20 afios (Va) y parcela
sucesional de dos afios (Da), combinados con cinco condiciones de inoculacion:
Plantas no micorrizadas en suelo estéril (control), con in6culo del matorral (M), con
in6culo de la parcela de 20 afos (V), con indculo de la parcela de dos afios (D) o con el
in6culo de A. lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los
15 tratamientos (p<0.05) utilizando el test de LSD. Se muestran resultados del ANOVA

Tratamiento  Altura (cm)  Diametro (mm) Area foliar (cm) AFE (cm°g™)
Mat-control 10.1+0.5¢c 43+0.2d 73+£04Db 208 £ 16 ab
Mat-M 9.7+£0.2c 56+£02c 99+19b 198 + 18 abc
Mat-V 10.1+£0.4 bc 52+02c 89+18b 180+12c
Mat-D 9.8%+0.6c 58+0.4Db 97+11b 179+ 04 ¢
Mat-L 95+04c 78x04a 73+08b 185+12c
Va-control 7.6+0.3d 28+0.2e 23+x02c 224+ 17 a
Va-M 106+04b 35+0.2d 72+14b 201+14b
Va-V 124+04a 39+£0.1d 154+ 03a 219+65a
Va-D 13.0+x05a 42+0.3d 152+ 06a 213+ 11ab
Va-L 11.33+x04b 39+0.2d 163x16a 239x22a
Da-control 6.9+0.3d 41+0.3d 37x09c 147 +04d
Da-M 95+0.6¢C 6.0£04Db 114+09b 158+ 05d
Da-V 10x04c 65+02 Db 78+ 17b 153+10d
Da-D 109+0.1b 6.3+05b 120+ 140b 159+08d
Da-L 8.6+0.2d 53+0.2c 65 + 14 bc 160 £ 04 d
ANOVA
Suelo (S) *%k% **k% *k%k *k%
In6culo (1) ok il ook NS
S XI **%% **%% *k% NS

con los p-valores.

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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El in6éculo micorrizico foraneo A. lacunosa tuvo un efecto significativo
sobre algunos de los parametros morfométricos evaluados, pero su efecto en la
mayoria de los casos fue inferior en comparacion al producido por los inéculos

micorrizicos nativos.
7.3.3.2. Biomasay relacién vastago-raiz:

El suelo de siembra, las condiciones de inoculacién micorrizica, y la interaccion
entre ambos factores tuvieron efectos altamente significativos sobre la biomasa

total (Figura 5).

En la Figura 5-a se observa que en todos los suelos de siembra, la
biomasa total de la planta fue significativamente mayor en las plantas inoculadas
gue en las plantas control, excepto en el caso de las plantas cultivadas con A.
lacunosa en suelo del matorral (tratamiento Mat-L), cuya biomasa total fue
similar al control. En las plantas cultivadas en el suelo del matorral, todos los
in6culos nativos tuvieron un efecto similar sobre la biomasa total, mientras que
en los suelos provenientes de las parcelas sucesionales, el in6culo de la parcela

de dos afios (inéculo D) tuvo un mayor efecto significativo (Figura 5-a).

Se observé una disminucion de todos los pardmetros de biomasa en el
tratamiento Va-M, en comparacion al resto de los tratamientos inoculados,
mientras que en el suelo de dos afios no se observaron estas diferencias (Figura
5). Las plantas no micorrizadas (control) sembradas en el suelo del matorral,
presentaron valores de biomasa total mas altos que las plantas control
sembradas en los suelos de las parcelas sucesionales de veinte y de dos afios

(Figura 5-a).
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En la Figura 5-b se observé una tendencia similar en cuanto a un mayor
desarrollo de la biomasa del vastago en los tratamientos inoculados respecto a
las plantas control, y de nuevo las plantas inoculadas con D, en los suelos de las
parcelas sucesionales fueron los tratamientos mas eficientes. El indculo foraneo
de A. lacunosa no tuvo un efecto significativo sobre la biomasa del vastago de
las plantas cultivadas en el suelo de matorral, no asi para las plantas cultivadas

en los suelos de veinte y de dos afios (Figura 5-b).

No se observaron diferencias significativas entre la biomasa de raices de
las plantas inoculadas y de las plantas control en los suelos Mat y Va, excepto
en el tratamiento Mat-M donde se observdé una biomasa significativamente
mayor (Figura 5-C). Unicamente el suelo de dos afios (Da) la biomasa de raices
de las plantas inoculadas fue significativamente mayor a la de las plantas control

(Figura 5-C).

No se observaron diferencias significativas en la relacion V/R de plantas
inoculadas y plantas control cultivadas en suelo del matorral, pero si hubo un
efecto significativo de la inoculacion en las plantas cultivadas en los suelos
sucesionales (Va y Da), observandose los mayores valores respecto al control

en el suelo Va (Figura 5-d).
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Figura 5. Biomasa (peso seco) de P. carthagenensis a las 14 semanas de
crecimiento en los suelos del Matorral (Mat), parcela sucesional de 20 afios (Va) y
parcela sucesional de dos afios (Da), combinados con cinco condiciones de
inoculacion: Plantas no micorrizadas en suelo estéril (control), y con in6culo del
matorral (M), de la parcela de 20 afios (V), de la parcela de dos afios (D) o con el
inodculo de A. lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
los 15 tratamientos (p<0.05) utilizando el test de LSD.
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7.3.3.3. Tasa relativa de crecimiento (TRC), tasa de asimilacion neta (TAN)

y tasa de produccion foliar (TAF):

En los suelos sucesionales (Va y Da) la TRC de las plantas inoculadas
fue significativamente mayor que la de las plantas control, mientras que en el
suelo del matorral no se observo un efecto significativo de la inoculacion sobre
la TRC (Figura 6). En el suelo de dos afos, las plantas cultivadas con los
in6culos nativos (tratamientos Da-M, Da-V y Da-D) mostraron una TRC
significativamente mayor que con el in6culo foraneo (Da-L, Figura 6). Las
plantas inoculadas con el in6culo nativo de dos afios (D) mostraron las mayores

TRC en suelos sucesionales (Figura 6).

La TAN fue significativamente mayor en las plantas inoculadas que en las
plantas control en todos los suelos de siembra, con los mayores valores en los
tratamientos Da-V, Da-D y Da-L. Todas las plantas excepto las plantas del
tratamiento Mat-C mostraron valores muy similares de TAF (entre 0,05 y 0,07

cm? mg*?, Figura 6).
7.3.3.4. Dindmica de colonizacién micorrizica:

La dinamica de colonizacion micorrizica a los 30, 60 y 112 dias
después de la siembra se muestra en la Figura 7. Las curvas de colonizacion
presentaron valores de r*> 0,92 al realizar ajustes a curvas sigmoidales. Todas
las plantas inoculadas presentaron colonizacidon micorrizica a los 30 dias de
crecimiento en todos los suelos de siembra (Figura 7). Las plantas no
inoculadas (controles en suelo estéril) no presentaron colonizacién micorrizica

(datos no mostrados).
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Figura 6. Tasa relativa de crecimiento (TRC), tasa de asimilacion neta (TAN) y tasa
de produccion de éarea foliar (TAF) en los suelos del Matorral (Mat), parcela
sucesional de 20 afios (Va) y parcela sucesional de dos afios (Da), combinados
con cinco condiciones de inoculacion.
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Figura 7. Dinamica de colonizacion por micorrizas arbusculares a los 30, 60 y 112 dias
de siembra en los suelos provenientes del Matorral (Suelo Mat), de la parcela
sucesional de 20 afios (Suelo Va) y de la parcela sucesional de dos afios (Suelo Da).
Condiciones de inoculacién: Plantas no micorrizadas en suelo estéril (C), con indculo
del matorral (M), con in6culo de la parcela de 20 afios (V), con in6culo de la parcela de
dos afios (D) o con el in6culo de A. lacunosa. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre indculos en cada uno de los tres periodos evaluados (p<0.05)
utilizando el test de LSD.
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La colonizacion de las plantas cultivadas en el suelo del matorral alcanzé
valores entre 7 y 12% a los 30 dias de crecimiento y no se observaron
diferencias significativas entre in6culos (Figura 7-a). A los 60 dias de
crecimiento, los porcentajes de colonizacion de los in6culos V y D fueron
significativamente mayores (35 y 38% respectivamente), en comparaciéon con
los porcentajes de los indculos M y L (Figura 7-a). A los 112 dias de crecimiento
los in6culos M y D produjeron porcentajes de colonizacion significativamente
mayores (55-57%), seguidos por el inoculo V (45%) y por el inoculo L (26%)

(Figura 7-a).

En las plantas cultivadas en el suelo Va, la colonizacion micorrizica a los
30 dias fue significativamente mas alta para los inéculos nativos de las
localidades sucesionales, en comparacion con el inéculo del matorral (Figura 7-
b). A los 60 dias de crecimiento se observaron porcentajes de colonizacion
significativamente mayores con los in6culos nativos que con el in6culo L (Figura
7-b). A los 112 dias se mantuvo la misma tendencia y la colonizacion aumento
hasta alcanzar valores entre 90.5 y 98.7% para los inéculos nativos y de 86%

para el inéculo L (Figuras 7-b).

En las plantas cultivadas en el suelo Da se observé una tendencia similar
a la observada en el suelo Va (Figura 7-C). Desde los 30 hasta los 60 dias
después de la siembra se observd un porcentaje de colonizacidbn mayor con los
indculos V y D que con los inéculos M y L (Figura 7-c). A los 112 dias después

de la siembra, el in6culo M alcanzé un valor similar al observado para los
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in6culos sucesionales, mientras que el in6culo L mantuvo un porcentaje de

colonizacion significativamente mas bajo que los demas inéculos (Figura 7-c).

La colonizacién por arbusculos se muestra en la Figura 8. Las plantas
cultivadas en el suelo del matorral mostraron porcentajes de arbusculos
menores (entre 0.9 y 22.3 %) que las plantas cultivadas en los suelos
sucesionales (entre 40 y 70%). En estos Uultimos suelos se observaron
incrementos graduales y significativos en el porcentaje de arbusculos, hasta
alcanzar entre 61 y 72 % con los in6culos nativos, y entre 43 y 47% con el
in6culo foraneo A. lacunosa (Figura 8). Se observaron porcentajes de
arbusculos significativamente mayores en las plantas cultivadas con inéculos
nativos (M, V y D), que en las cultivadas con el inéculo foraneo (L), a partir de

los 60 dias de crecimiento en los suelos sucesionales (Figura 8).

La curva de colonizacién por vesiculas se muestra en la Figura 9. En las
plantas cultivadas en el suelo del matorral no se observaron diferencias
significativas entre inéculos a los 30 y 60 dias, mientras que a los 112 dias se
observé una colonizacién por vesiculas significativamente mayor en las plantas
inoculadas con los in6culos nativos que con A. lacunosa (Figuras 9-a). En el
suelo Va se observo una tendencia similar a la observada en el suelo Mat a los
30 y 60 dias, pero con el in6culo M con un porcentaje de vesiculas

significativamente mayor al de los demas inoculos a los 112 dias (Figura 9-b).
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Figura 8. Dinamica de colonizacién por arbusculos a los 30, 60 y 112 dias de siembra
en los suelos provenientes del Matorral (Suelo Mat), de la parcela sucesional de 20
afnos (Suelo Va) y de la parcela sucesional de dos afos (Suelo Da). Condiciones de
inoculacion: Plantas no micorrizadas en suelo estéril (C), con inoculo del matorral (M),
con inoculo de la parcela de 20 afios (V), con inéculo de la parcela de dos afios (D) o
con el inéculo de A. lacunosa. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
indculos en cada uno de los tres periodos evaluados (p<0.05) utilizando el test de LSD.
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Figura 9. Dinamica de colonizacién por vesiculas a los 30, 60 y 112 dias de siembra en
los suelos provenientes del Matorral (Suelo Mat), de la parcela sucesional de 20 afios
(Suelo Va) y de la parcela sucesional de dos afios (Suelo Da). Condiciones de
inoculacion: Plantas no micorrizadas en suelo estéril (C), con in6culo del matorral (M),
con in6culo de la parcela de 20 afios (V), con inéculo de la parcela de dos afios (D) o
con el in6culo de A. lacunosa. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
indculos en cada uno de los tres periodos evaluados (p<0.05) utilizando el test de LSD.
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En las plantas cultivadas en el suelo Da no se observaron diferencias
significativas entre inoculos a los 30 dias, mientras que a los 60 y a los 112 dias
la colonizacion por vesiculas fue significativamente mayor en las plantas

inoculadas con los indculos nativos que con A. lacunosa (Figura 9-c).
7.3.3.5. Colonizacion micorrizico arbuscular (CMA):

La CMA al finalizar el experimento (112 dias) fue significativamente mayor en
las plantas cultivadas en los suelos de veinte y de dos afios, que en el suelo del
matorral (Tabla 6). En todos los suelos los indculos nativos exhibieron valores

de CMA mayores que el inéculo foraneo (Tabla 6).
7.3.3.6. indice de respuesta micorrizica (IRM):

El IRM fue mayor en plantas cultivadas en los suelos de dos y veinte afios
(39-69.5%), y menor en plantas cultivadas en el suelo del matorral (7-27%)
(Tabla 6). Los tratamientos Va-V, Va-D y Va-L exhibieron valores de IRM
significativamente mas altos que el resto de los tratamientos. También se
observo un efecto altamente significativo (p<0.001) del suelo de siembra sobre

el IRM (Tabla 6).
7.3.3.7. Biomasa de nédulos:

El peso seco de ndédulos de bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico
se muestra en la Tabla 6. La inoculacion micorrizica tuvo un efecto altamente
significativo sobre la biomasa de nodulos (p<0.001). Las plantas de los
tratamientos Da-M, Da-V y Da-D, presentaron una biomasa de ndédulos

significativamente mayor respecto a los demas tratamientos



Tabla 6. Colonizacion por micorrizas arbusculares (CMA), indice de respuesta
micorrizica (IRM) y peso seco de nddulos de bacterias fijadoras de nitrégeno
(Nédulos), a las 14 semanas de crecimiento en tres suelos: Matorral (Mat), parcela
sucesional de 20 afios (Va) y parcela sucesional de dos afios (Da), combinados
con cinco condiciones de inoculacion: Plantas no micorrizadas en suelo estéril
(control), con in6culo del matorral (M), con in6culo de la parcela de 20 afios (V),
con inoculo de la parcela de dos afios (D) o con el in6culo de A. lacunosa (L).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 15 tratamientos
(p<0.05) utilizando el test de LSD. Se muestran resultados del ANOVA de dos vias
con los p-valores.

Tratamiento CMA (%) IRM (%) Nodulos (mg)

Mat-control 0 — 2+04e
Mat-M 48+3c 26.9+53d 77+7hb
Mat-V 40+ 7c 21+75d 63 +£9bc
Mat-D 49+5¢c 23+9.8d 45+8c
Mat-L 20+8d 7.1+6e 41+6¢C
Va-control 0 — 4+15e
Va-M 97+2a 39.8+7cd 29+9d
Va-V 100+ 3 a 66.4+11a 51+11c
Va-D 100x1la 69.5+27a 53+12c

Va-L 86+4b 66.3+1.1a 51+6¢C
Da-control 0 — 1+0.1e
Da-M 100t2a 455+34 ¢ 80+17a
Da-V 98+ 3a 39.6+5.2¢c 94+17a
Da-D 98+2a 60.2+4.3b 8l+10a

Da-L 93+2hb 40.7+43c 31+3d

ANOVA
Suelo (S) — - *
In6culo (1) ** o el
S x| ** * NS

*p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001
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7.4. Discusion
7.4.1. Analisis de Suelos del mosaico sucesional

De acuerdo a los limites establecidos por el Soil Survey Staff (2003), el
contenido de nitrégeno total en el suelo del matorral corresponde a un suelo
extremadamente rico, mientras que el observado en las parcelas de veinte y dos

afios corresponden a suelos ricos y pobres respectivamente.

Todos los suelos presentan una concentracion de fésforo disponible de
moderada a alta, y un pH que varia de neutro (Matorral y localidad de veinte
afios) a medianamente alcalino (localidad de dos afios). El porcentaje de
materia organica (MO) en el matorral corresponde a un contenido medio, y
disminuye aproximadamente en un 50% con la conversion a pastizal (sucesion
de dos afios) hasta un valor bajo de MO considerado como bajo (Soil Survey
Staff, 2003). La textura del suelo de las tres localidades es franco-arenosa,

segun el tridngulo textural del sistema de clasificacion de la USDA.
7.4.2. Descripcion de In6éculos de HMA del mosaico sucesional

La presencia de esporas de HMA en el in6culo proveniente de la parcela
sucesional de dos afios a pesar de que la extraccion de arena elimina el suelo
del matorral original, podria deberse a la permanencia de algunos propagulos
viables de HMA que colonizaron las plantas que se establecieron en las
localidades recién perturbadas, como Rhynchelytrum repens, Cenchrus ciliaris y
Canavalia brasiliensis. Estas plantas de rapido crecimiento presentaron

porcentajes de colonizacion micorizica superiores al 25% (datos no mostrados),
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y las dos primeras han sido sefialadas en la literatura como especies
micotroficas; Rhynchelytrum repens ha sido reportada en zonas costeras de
Singapur con un alto porcentaje de colonizacion por hifas y esporas de Glomus
macrocarpum (Louis, 1990) y Cenchrus ciliaris mostr6 un mayor crecimiento y
acumulacion de biomasa ante la inoculacion con Gigaspora rosea, Rhizophagus
intraradices y Claroideoglomus etunicatum respecto a plantas no inoculadas en

suelo estéril (Khan et al. 2007).

La eliminacion de la cobertura vegetal para la extraccion de arena, asi
como los cambios producidos en las condiciones quimicas y fisicas de los
suelos que sustentaban los bosques y matorrales intervenidos para tal fin,
pueden alterar significativamente la dindmica de las comunidades de HMA a
través de cambios en las poblaciones de HMA. En este sentido, el bajo nUmero
de morfotipos observado en los inoculos producidos a partir de suelos
provenientes de las localidades sucesionales de veinte y de dos afios (nueve y
seis morfotipos respectivamente), respecto al observado en el inéculo del
matorral no perturbado (19 morfotipos), reflejan la disminucion de la riqueza de
HMA producida posiblemente por el impacto de la actividad minera, sin embargo
la prevalencia de algunos morfotipos sugiere que esas especies nativas de HMA
son posiblemente més tolerantes a las nuevas condiciones edaficas y se ven
favorecidas por la presencia de las nuevas plantas hospederas como se sefald

anteriormente.

El alto nimero de esporas de los in6culos provenientes de las localidades

perturbadas en contraste con una menor esporulacion en el ecosistema de
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referencia (matorral) se ha observado tanto en potes trampa como en suelos
provenientes directamente del campo, y es atribuida a las diferentes estrategias
de vida de los HMA (Lopes-Leal et al. 2009). La estrategia r de algunas especies
que asignan mas carbono a la esporulacion, en contraste con las estrategas k
gue producen pocas esporas y asignan mas recursos al crecimiento vegetativo
(Picone, 2000; Zangaro et al. 2000; Lopes-Leal et al. 2009). En este sentido se
ha sefalado que los HMA pueden ser catalogados como “colonizadores” o
“persistentes” dependiendo de su historia de vida. Los HMA colonizadores
producen numerosas esporas de rapida germinacion que producen muchos
puntos de infeccion en la raiz hospedera, y en consecuencia altos porcentajes
de colonizacion, mientras que los HMA persistentes producen menos esporas,
son tolerantes a una baja disponiblidad de recursos, y son resistentens a

colonizar determinados hospederos (Hart et al. 2001).

Asi, el alto valor observado tanto en el nimero de esporas como en el
namero mas probable de propagulos infectivos de los in6culos provenientes de
las localidades sucesionales en comparacion con el indculo del matorral sin
perturbar, podria deberse a que los morfotipos que predominan en dichos
in6culos como Claroideoglomus cf. etunicatum, poseen una estrategias de
colonizacion rapida tanto a través de sus hifas como de sus esporas,
incluyéndolas en el grupo de los HMA “colonizadores”, en comparacion con el
in6culo de matorral dominado por HMA del grupo de las Gigaspora los cuales
presentan una estrategia lenta de colonizacion debido a que s6lo germinan a

partir de sus esporas (las hifas de este grupo no tienen capacidad infectiva), lo
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cual los incluye en el grupo de los HMA “persistentes”(Klironomos & Hart, 2002;

Hart et al. 2001).

Es probable que los 23 morfotipos reportados en este estudio no
representen la riqueza total de especies presentes en las localidades
sucesionales y en el matorral xerdéfito, debido a que los potes trampa pueden
actuar como un filtro que favorece la esporulacién de especies de HMA capaces
de colonizar y producir esporas en periodos cortos de tiempo con plantas
hospederas de rapido crecimiento bajo las condiciones O6ptimas de un
invernadero (Mathimaran et al. 2005; Lopes-Leal et al. 2009), sin embargo en el
presente estudio no se encontraron nuevos morfotipos en los aislados de
esporas realizados a partir de muestras de suelo provenientes directamente del
campo (datos no mostrados), por lo que es posible que este listado sea una
buena aproximacion a la riqgueza de HMA de estas localidades durante la
temporada de sequia. En este sentido, un muestreo durante la temporada de

lluvia seria necesario para complementar esta informacion.
7.4.3. Ensayo de crecimiento y dinamica de colonizacién micorrizica

Los inbéculos de HMA nativos provenientes de las localidades
sucesionales y el indculo foraneo Acaulospora lacunosa, estimularon de forma
diferencial el crecimiento de Piscidia carthagenensis bajo condiciones de vivero,
dependiendo del suelo de siembra utilizado. Los inéculos micorrizicos nativos
provenientes de las localidades de dos y veinte afios de sucesion, produjeron
los mayores efectos positivos en la altura, diametro del tallo y biomasa,

unicamente cuando las plantas fueron cultivadas en los suelos sucesionales.



64

Este efecto dependiente del suelo de siembra, podria estar relacionado con la
menor concentracion de nutrientes respecto al suelo del ecosistema de
referencia (Matorral), y a la alta respuesta de las leguminosas arboreas a la
inoculacién micorrizica, especialmente bajo condiciones estresantes (Herrera et

al. 1993).

El efecto positivo de la inoculacion se reflej6 también en las mayores
tasas relativas de crecimiento (TRC) observadas en plantas micorrizadas en
comparacion con las plantas control en todos los suelos evaluados, indicando
gue la colonizacion micorrizica podria minimizar el tiempo en el que la planta
permanece en un tamafio vulnerable, aumentando asi su probabilidad de
sobrevivir al siguiente periodo de sequia (Rincén et al. 2000). El mantenimiento
de una alta TRC en un ambiente determinado, permite a la planta colonizar mas
rapidamente un area, asimilar mas recursos y reducir el tiempo entre el
crecimiento vegetativo y la reproduccion, representando una ventaja selectiva

(Chapin, 1987; Poorter, 1989).

El analisis de los dos componentes de la tasa relativa de crecimiento
(TRC), la tasa de asimilacién neta (TAN) y la tasa de produccién de area foliar
(TAF), mostré que la TAN fue el componente que mas contribuy6 al incremento
de la TRC en plantas inoculadas, indicando que la asociacion micorrizica
influencia la tasa crecimiento de la planta a través de una mayor ganancia de
biomasa por unidad de area foliar, lo cual podria estar asociado a una mayor
eficiencia fotosintética (Hunt et al. 1993). Ademas los mayores valores de area

foliar total en plantas inoculadas sugiere que la simbiosis micorrizica contribuye
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significativamente tanto al incremento del area foliar como a su eficiencia

funcional.

Uno de los principales mecanismos mediante los cuales las plantas se
ajustan a la disponibilidad de recursos es asignando biomasa hacia el 6rgano
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, y ademas tiene un excedente de nitrégeno proporcionado en este
caso por la fijacién biologica, 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). Asi el
incremento en el area foliar observado en las plantas inoculadas cultivadas en
los suelos sucesionales, podria contribuir a incrementar la ganancia de carbono
de la plantas compensando el alto costo de la simbiosis micorrizica (Smith &
Read, 2008). El incremento en la relacion vastago/raiz por la inoculacion
micorrizica ha sido reportado en numerosas plantas del grupo de las
leguminosas y se atribuye a su capacidad de formar simbiosis con HMA y

bacterias fijadoras de nitrogeno (Puppi et al. 1994).

Caracteristicas de crecimiento similares a las de P. carthagenensis fueron
reportadas en tres especies de Caesalpinia (Leguminosae) de la selva
caducifolia de Chamela, Jalisco, México, en las cuales se observd una
contribucion mas importante del area foliar y la TAN a la TRC, que aquellas

relacionadas con la morfologia foliar (Rincén et al. 2000).
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Por otro lado, la mayor TAF en el tratamiento Mat-C, podria indicar que la
TRC de las plantas sin micorrizas cultivadas bajo las condiciones nutricionales
Optimas de su habitat natural es influenciada principalmente por una mayor
produccion de area foliar por unidad de biomasa total de la planta, y no por una
mayor eficiencia fotosintética. La mayor AFE observada en este tratamiento
indica a su vez que el incremento en la TAF es debido principalmente a la

produccion de hojas mas delgadas.

Al utilizar el suelo del matorral como sustrato de siembra las plantas
inoculadas con los in6culos nativos produjeron valores similares y de pequeia
magnitud en la biomasa total de las plantas, los cuales no representaron un
beneficio significativo en términos de crecimiento para P. carthagenesis. Dado
gue la magnitud del incremento en el crecimiento producido por las MA esta
relacionada con el fésforo disponible en el suelo (Schroeder & Janos, 2004;
Schweiger et al. 2007), posiblemente la alta concentracion de fésforo disponible
en el suelo del matorral (46,7 mg K%) afecté negativamente la eficiencia

simbidtica de las MA.

La dinamica de colonizacion micorrizica observada en los suelos
sucesionales presentd una tendencia de crecimiento logistico con una fase de
infeccion rapida en los primeros 30 dias de crecimiento, seguida por una fase de
infeccibn mas lenta hasta alcanzar valores cercanos al 100% a los 112 dias.
Esta tendencia es caracteristica en el curso de la infeccion micorrizica (Mosse et
al. 1981; Mc.Gonigle, 2001). En el suelo del matorral el porcentaje inicial de

infeccion fue mucho mas bajo que en los suelos sucesionales (10-20% menor),
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y aungque aumenté significativamente en las siguientes fases, las curvas de los
inoculos nativos solo alcanzaron valores maximos de colonizacion de 45 a 57%,
a diferencia de los valores alcanzados por estos indculos en los suelos
sucesionales. Esta tendencia podria atribuirse a una regulacién negativa de la
colonizacion micorrizica por la planta hospedera, debido posiblemente a una alta

concentracion de fosforo en sus tejidos (Koide & Schreiner, 1992).

Se ha reportado que la colonizacién micorrizica se inhibe al afiadir fosfato
foliar, sugiriendo que es el fésforo de la planta el que inhibe la colonizacién, y no
el fésforo en el suelo (Sanders, 1975). EI mecanismo responsable de esta
inhibicién es la reduccién de la asignacion de carbono al hongo (Olsson et al.
2002). Aunque esta tendencia ha sido también observada en cultivos in vitro de
MA sometidos a altas concentraciones de fésforo por periodos de tiempo
prolongado (>100 dias Olsson et al. 1997), se ha observado que en las primeras
etapas de colonizacion (25-50 dias) hay un flujo positivo de carbono desde las
raices al hongo micorrizico, comprobando que el hongo se puede beneficiar
inicialmente de su hospedero en medios enriquecidos con fésforo (Olsson et al.
2006), lo cual podria ser una explicaciéon de la presencia de plateau o valor
maximo de colonizacion por arbusculos a los 60 dias, a partir del cual no
incrementd mas dicho porcentaje en los indculos V y D en el suelo del matorral,

a diferencia de lo observado en los suelos sucesionales.

Por otro lado, tanto el in6culo del matorral (M) como el inoculo foraneo
(L), no alcanzaron un pateau de colonizacion por arbusculos a los 112 dias en el

suelo del matorral, y ademas en el caso particular del inéculo M no se observo
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un valor maximo de colonizacion micorrizica a los 112 dias como se observo
con los demas indculos, sino una tendencia a seguir aumentando. Esto podria
indicar que al menos una de las especies de HMA presentes en este inoculo,
involucrada en el proceso de colonizacion sea mas lenta en su colonizacion y
mas tolerante a mayores concentraciones de fésforo en la planta hospedera
(Sanders, 1975; Mengue et al. 1978). La mayor riqueza de especies
pertenecientes al género de las Gigaspora presente en el in6éculo del matorral,
sefalada en la seccion 7.4.2 del presente capitulo, apoya esta tendencia, ya que
en este grupo de HMA la colonizacion depende exclusivamente de las esporas y
las hifas no parecen tener capacidad infectiva (Klironomos & Hart, 2002).
Ademas se ha reportado una estrategia de crecimiento lenta en cultivos in vitro,
de este género de micorrizas, con una mayor produccién de biomasa fungica y
de esporas después de que la raiz ha cesado su crecimiento, a diferencia de los
HMA del género Glomus cuyo crecimiento vegetativo y reproductivo coincide

con el crecimiento radical (de Souza, 2005).

El menor porcentaje de arbusculos observado para todos los inéculos en
el suelo del matorral (de 7 a 22%), en comparaciéon con el observado en los
suelos sucesionales (de 43 a 72%), coincide con el bajo incremento en biomasa
y con la ausencia de diferencias en altura y area foliar de las plantas inoculadas
respecto a las plantas control observada en este suelo, lo cual podria indicar
gque a pesar de gque los hongos colonizadores se beneficiaron de su hospedero,
no hubo un beneficio significativo para la planta en términos de crecimiento

durante el periodo de tiempo evaluado. Aun asi, es posible que la inoculacion
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micorrizica en este suelo sea eficiente en mejorar otros atributos de la planta
que no fueron evaluados en este capitulo, como por ejemplo la conductancia
estomatica, la conductancia hidraulica radical, la eficiencia de uso de agua u
otros atributos fisiologicos, que pueden mejorar con la inoculacién

independientemente de los cambios en biomasa (Augé, 2001).

Otra posible explicacion de la disminucion de la colonizacion micorrizica
en el suelo del matorral podria ser la disminucién en la germinacién de algunas
cepas de presentes en los indculos estudiados, como es el caso de una de las
especies de HMA de mayor abundancia en los in6culos sucesionales
Claroideoglomus etunicatum, para la cual se observé que la germinacion de
esporas disminuye a medida que incrementa la concentracion de fosforo en el
suelo (52 % de germinacion a 0 pg™ de fésforo en el suelo, 46% a 25 pug™y 21%
a 259 pg™) en un periodo de siete dias (Miranda & Harris, 1994). Este ejemplo
confirma la sensibilidad de algunas cepas fungicas ante concentraciones altas
de fésforo en estados pre-simbidticos. Asi, posiblemente en el suelo del matorral
por ser mas enriquecido en fésforo, algunos de los morfotipos de HMA
presentes en los indculos sean mas sensibles al fésforo, y en consecuencia

menos capaces de colonizar las raices.

El efecto negativo del fosforo fue reportado en cinco especies endémicas
de Mimosa L. del valle semiarido de Tehuacan, México, cultivadas en suelo
nativo y fertilizadas con NaH,PO, (Camargo-Ricalde et al. 2010). Estos

resultados fueron atribuidos al efecto negativo del incremento en la
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concentracion de fosforo en el suelo sobre la germinacion de las esporas y

sobre el crecimiento de las hifas de HMA (Jansa et al. 2005).

El in6culo nativos mas eficientes en aumentar el crecimiento de P.
carthagenensis respecto a las plantas control en suelos sucesionales, fue el
in6culo de dos afos, el cuales presentd altos porcentajes de colonizacio total y
de colonizacién por arbusculos. Esta tendencia posiblemente esté relacionada
con las especies de HMA predominantes en este indculo, Glomus cf. etunicatum
y Entrophospora infrequens cuya historia de vida sea posiblemente del tipo
“colonizadores”, productores de un gran numero de esporas de rapida
germinacion y de grandes unidades de infeccion micorrizica en la raiz (Hart et

al.2001),

Aungue el indculo foraneo A. lacunosa tuvo efectos positivos sobre los
parametros de crecimiento y de biomasa de P. carthagenensis, estos efectos
fueron en general inferiores a los obtenidos con los in6culos nativos. Estos
resultados coinciden con lo reportado para otros ensayos de inoculacion de
arboles y arbustos nativos realizados en regiones aridas, orientados a la
rehabilitacion de areas degradadas (Caravaca et al. 2003b; Labidi et al. 2006;
Ouahmane et al. 2007). Dichos estudios indican que el uso de una mezcla de
HMA nativos puede incrementar la oportunidad de incluir un aislado fungico
altamente efectivo que garantice el establecimiento exitoso de arboles y
arbustos nativos en suelos degradados, ademas de crear un ambiente mas
favorable para el desarrollo de los procesos de la microflora del suelo (Caravaca

et al. 2003b; Ouahmane et al. 2007). De manera similar, existen modelos
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ampliamente aceptados que apoyan la hipétesis de que una comunidad de HMA
posee el potencial para ejercer multiples funciones (Fitter, 2005; van der Heijden
et al. 1998) y posiblemente la coexistencia de mas de un aislado fangico en las
raices de las plantas cultivadas con los in6culos mixtos sea mas beneficiosa

bajo condiciones abidticas estresantes.

El alto IRM observado en las plantas cultivadas con inoculos sucesionales
en los suelos sucesionales, podria ser el resultado de una mayor compatibilidad
funcional de esta planta con las especies de HMA mas abundantes en dichos
in6culos. Estudios recientes han demostrado que existe una alta diversidad
funcional en la simbiosis micorrizica, ya que diferentes combinaciones de
plantas hospederas y HMA, tienen impactos diferentes sobre la morfologia,
eficiencia y patrones de expresidon genética de la simbiosis (Feddermann et al.
2010). Por otro lado, el menor IRM observado en las plantas cultivadas con el
in6culo del matorral en los suelos sucesionales, podria deberse a una estrategia
mas lenta de colonizacion de los HMA provenientes de dicha localidad, tal como

se sefalo anteriormente.

Asi, aunque se esperaba que el in6culo del matorral produjera el mayor
IRM debido a una mayor riqueza de especies de HMA, es posible que sea
necesario un periodo de crecimiento mayor para observar este efecto, o que
éste sea mas significativo en una etapa posterior del ciclo de vida de la planta.
En este sentido Allen et al. (2005) observaron una diferenciacion temporal en la
respuesta a la inoculacion dependiendo del origen de los HMA nativos

utilizados, donde un in6culo de localidad perturbada tuvo un efecto positivo
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durante en el crecimiento de arboles nativos en campo durante el primer afo,
mientras que un inéculo mas diverso proveniente del bosque seco no perturbado

produjo un efecto significativo solo a partir del segundo afio de crecimiento.

El bajo peso seco de nddulos en las plantas control podria indicar que el
filtrado de suelo nativo agregado a este tratamiento no fue una fuente efectiva
de bacterias fijadoras de nitrogeno, o que la ausencia de HMA afecto
negativamente la formacion de nodulos, la cual requiere tres veces mas fosforo
y energia que la requerida para el crecimiento del tejido radical, produciendo
una mayor dependencia de la asociacion micorrizica en la simbiosis tripartita

(Almeida et al. 2000, Olivera et al. 2004; Varennes & Goss, 2007).

La mayor biomasa de nodulos observada en las plantas micorrizadas en
todos los suelos evaluados, especialmente en las cultivadas con los in6culos
nativos en el suelo de la localidad de dos afios, podria indicar que el menor
contenido de nitrégeno y fésforo de este suelo estimul6 el efecto sinérgico de la
simbiosis tripartita. El efecto beneficioso de las MA sobre la incorporacion de
fésforo en las plantas incrementa en condiciones de baja fertilidad, aumentando
la actividad de la enzima nitrogenasa del simbionte rizobial lograndose una
mayor fijacién de nitrégeno, un mayor crecimiento radical y un mayor desarrollo

micorrizico (Johansson et al. 2004).

Los bajos valores de biomasa total observados en los tratamientos Va-C y
Da-C respecto al tratamiento Mat-C, indican que los cambios en las condiciones
fisicoquimicas del suelo producidos por la perturbacion afectan negativamente el

crecimiento de la planta, pero el incremento en la mayoria de los parametros
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morfométricos en las plantas cultivadas en los suelos sucesionales en presencia
de HMA, indica que este efecto negativo se ve contrarrestado por la inoculacion
micorrizica, y que la presencia de esta simbiosis podria ser un factor
determinante en el establecimiento y crecimiento de las plantulas de P.

carthagenensis en localidades perturbadas por la actividad minera.

La inoculacion de plantulas de P. carthagenensis con HMA provenientes
de las comunidades vegetales sucesionales, utilizando como sustrato de
siembra suelos provenientes de las mismas localidades constituye una
estrategia favorable para incrementar el vigor de P. carthagenensis bajo
condiciones de vivero y posiblemente su posterior sobrevivencia en areas

profundamente alteradas por la mineria en la Peninsula de Macanao.

Este efecto positivo suelo sucesional-indculo, podria deberse al bajo
contenido de nutrientes (principalmente foésforo y nitrégeno) de los suelos
sucesionales, a un mayor potencial infectivo de los in6culos de estas
localidades, a las estrategias de colonizacién e historias de vida de los HMA
presentes en los indculos, y a una mayor expresion de las bacterias fijadoras de
nitrogeno bajo estas condiciones. El efecto de estos inéculos en etapas
posteriores de siembra en campo, asi como las interacciones que se produzcan
con los HMA presentes en las localidades perturbadas, son respuestas que
determinaran cuales combinaciones suelo-indculo son realmente las mas
apropiadas para mejorar la sobrevivencia y crecimiento de P. carthagenensis a

largo plazo.
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7.5. Conclusiones

Los indculos micorrizicos nativos provenientes de las localidades
sucesionales, produjeron los mayores efectos positivos en la altura,
diametro y biomasa cuando las plantas fueron cultivadas en los suelos de
las mismas localidades (suelos pertubados), lo cual podria deberse a la
baja concentracion de nutrientes de estos suelos y al alto nimero de

propagulos infectivos observado en dichos inéculos.

El alto indice de respuesta micorrizica observado en las plantas
cultivadas con indculos sucesionales en los suelos sucesionales, podria
ser el resultado de una mayor compatibilidad funcional de esta planta con
las especies de HMA mas abundantes en dichos indculos (Glomus cf.

etunicatum y Entrophospora infrequens).

Los indculos nativos en el suelo del matorral alcanzaron valores de
colonizacidon menores a los alcanzados en los suelos sucesionales. Esta
tendencia podria atribuirse a una regulacién negativa de la colonizacién
micorrizica debido posiblemente a una alta concentracion de fésforo en

los tejidos de la planta hospedera.

Aunque el in6culo M en su suelo de origen (matorral), presenté una
velocidad de colonizacion mas lenta que los indculos sucesionales,
posiblemente las especies de HMA involucradas en el proceso de
colonizacion sean mas tolerantes a altas concentraciones de P en la
planta hospedera. En este sentido, se esperaria que debido a una

estrategia de crecimiento mas lenta de los HMA presentes en este
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indculo, los efectos sobre el crecimiento de la planta sean también mas

lentos y solo evidentes en un periodo de tiempo mayor.

El menor IRM observado en las plantas cultivadas con el inéculo del
matorral en los suelos sucesionales, podria deberse a una estrategia mas
lenta de colonizacion de los HMA de la familia Gigasporaceae, que fueron
los mas abundantes en este indculo. Asi, es posible que sea necesario un
periodo de crecimiento mayor para observar el efecto de este indculo, o
gue éste sea mas significativo en una etapa posterior del ciclo de vida de
la planta.

Aungue el inéculo foraneo A. lacunosa tuvo efectos positivos sobre los
pardmetros de crecimiento y de biomasa de P. carthagenensis, estos
efectos fueron en general inferiores a los obtenidos con los indculos
nativos.

La mayor biomasa de nddulos de rizobios observada en las plantas
micorrizadas en todos los suelos evaluados, especialmente en las
cultivadas con los inéculos nativos en el suelo de la localidad de dos
afos, podria indicar que el menor contenido de nitrogeno y fésforo de

este suelo estimul6 el efecto sinérgico de la simbiosis tripartita.

El incremento en la mayoria de los parametros morfométricos en las
plantas cultivadas en los suelos sucesionales en presencia de HMA,
indica que el efecto negativo de los cambios en las condiciones
fisicoquimicas del suelo producidos por la perturbacion se ve

contrarrestado por la inoculacién micorrizica, y que la presencia de esta
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simbiosis podria ser un factor determinante en el establecimiento y
crecimiento de las plantulas de P. carthagenensis en localidades

perturbadas por la actividad minera.

La inoculacion de plantulas de P. carthagenensis con HMA provenientes
de las comunidades vegetales sucesionales, utilizando como sustrato de
siembra suelos provenientes de las mismas localidades constituye una
estrategia favorable para incrementar el vigor de P. carthagenensis bajo

condiciones de vivero.
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8. CAPITULO Il

Influencia de las micorrizas arbusculares nativas de un
mosaico sucesional de matorral xeroéfito sobre el
crecimiento, estatus hidrico e intercambio gaseoso de
Piscidia carthagenensis Jacq. bajo condiciones de
sequia.
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8.1. Introduccion

El status hidrico de una planta es cuantificado por mediciones del
potencial hidrico (W) o de sus componentes; el potencial osmaético (V) vy el
potencial de turgencia (¥, o a través del contenido relativo de agua (CRA).
Bajo condiciones de 6ptima irrigacion el W foliar generalmente no es afectado
por la simbiosis con MA (Goicoechea et al. 1997), pero al someter las plantas a
déficit hidrico (DH) el ¥ foliar de plantas M suele ser mayor. En plantas NM del
arbusto Rosmarinus officinalis sometidas a DH, el ¥ foliar fue 0,7 MPa menor
que el de plantas M, Yy el contenido relativo de agua (CRA) en las plantas M
permanecio alrededor de 70% (tan sélo 10% menos que las plantas sin DH)
mientras que en plantas NM disminuyd hasta 50% (Sanchez-Blanco et al. 2004).
De manera similar se ha observado en algunos estudios un retraso en la
disminucion del W foliar, incluso cuando la humedad del suelo es menor en
plantas M; asi como también el retorno del V¥ foliar a valores control mas
rapidamente (El Tohamy et al. 1999; Augé et al. 1987% Subramanian et al.

1997).

Las MA incrementan la conductancia estomética (gs) de las plantas
hospederas, en un amplia gama de condiciones de humedad y con plantas M y
NM de tamafio similar (Augé, 2001). Se ha observado que el aumento en gs
sucede en una proporcion de 3:1 en plantas M respecto a plantas NM (Allen &
Boosalis, 1983). En plantas de sorgo inoculadas con Glomus intraradices y
Gigaspora margarita, las plantas M mostraron valores de conductancia tres

veces mayores que en plantas NM, ademas de presentar mayores tasas de
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transpiracion (Augé et al. 2004). En concordancia con los efectos sobre gs, las
plantas micorrizadas sometidas a DH frecuentemente muestran mayores tasas
fotosintéticas que sus contrapartes no inoculadas (Sanchez-Blanco et al. 2004).
Otros parametros como la eficiencia de uso de fésforo (EUP) han mostrado una
gran variabilidad (aumento o disminucion) en un mismo hospedero dependiendo
de la especie de HMA que la colonice, como se observé en plantas de Lactuca
sativa inoculadas con siete especies de Glomus spp., el mayor valor de EUP fue

reportado para G. occultum y G. caledonium (Ruiz-Lozano & Azcon, 1995).

Los efectos de la simbiosis MA sobre las relaciones hidricas e
intercambio gaseoso de las plantas hospederas bajo DH, pueden ser
interpretados en muchos casos como incrementos en la resistencia a la sequia.
Los mecanismos que permiten la sobrevivencia y productividad de las plantas
en condiciones de sequia se dividen en dos grupos, evasion y tolerancia. Las
plantas evasoras pueden presentar a su vez tres estrategias; el escape a la
sequia (latencia, ciclos de vida cortos durante cortos periodos humedad), la
conservacion del agua (plantas con hojas pequefas, alta resistencia cuticular,
absorcion limitada de la radiacion y baja conductancia estomatica) y/o
incorporacion efectiva de agua (a través de sistemas radicales profundos y/o
densos). Las plantas tolerantes mantienen la turgencia de los tejidos mediante el
incremento en la concentracion de solutos y cambios en el modulo de
elasticidad de las paredes celulares, y/o producen solutos y enzimas que

protegen las membranas y el citoplasma durante la desecacion. El uso eficiente
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del agua disponible también se considera como un mecanismo que favorece la

sobrevivencia de las plantas durante la sequia (Jones, 1983).

Las MA producen generalmente un incremento en el ajuste osmotico
(AO) en plantas sometidas a DH. En plantulas de Citrus tangerine inoculadas
con Glomus versiforme sometidas a sequia durante 80 dias, se observé una
mayor concentracion de azucares y almidones solubles en hojas que plantas
NM; un aumento de 29% en la gs y de 21% en el ¥ foliar. La concentracion K*y
Cay" en hojas fue también significativamente mayor (Qiangsheng et al. 2007).
De igual forma, un arbusto deciduo (Anthyllis cytisoides) inoculado con HMA
presentd6 AO inducido por la conversién de almidones a azlcares solubles,
cuando se sometié a DH (Goicochea et al. 2004). En plantas de soya inoculadas
con Glomus intraradices se observo un incremento de 14% en la concentracion
de prolina en raices, respecto a plantas no inoculadas (Porcel y Ruiz-Lozano,

2004).

Ademas de formar simbiosis con MA, la mayoria de las leguminosas se
asocian con bacterias del suelo de los géneros Rhizobium, Sinorhizobium,
Mezorhizobium, Allorrhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Photorhizobium
formando érganos especializados (n6dulos) en las raices y excepcionalmente en
los tallos, en los que se produce la reduccion de nitrogeno atmosférico (N) a
amonio (Gordon et al. 2001). La formacion de esta interaccion simbidtica
denominada genéricamente como rizobios, es de gran interés tanto en
agrosistemas sustentables como en restauracion de zonas aridas degradadas

(Caravaca et al. 2003%. Las leguminosas establecen un feedback con los
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nodulos para regular la fijacion de N, de acuerdo a la disponibilidad de NO3™ en
el suelo; Cuando la concentracion de nitrégeno en la planta es alta, se requiere
una gran cantidad de carbono para la sintesis de proteinas y aminoacidos y en
consecuencia la planta invierte menos carbono en los nédulos (Pacovsky, 1989).
Las MA puede alterar este feedback a través del incremento de la demanda de
carbono por la raiz, al mismo tiempo que incrementa la concentracion nitrogeno

en la planta (Pacovsky, 1989).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del déficit hidrico sobre las
relaciones hidricas y el intercambio gaseoso de plantas de P. carthagenensis
inoculadas con indéculos micorrizicos nativos provenientes de un mosaico
sucesional de matorral xeroéfito y con el indculo foraneo Acaulospora lacunosa,

en un suelo perturbado, bajo condiciones de invernadero.
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8.2. Materiales y Métodos

El experimento se llevdé a cabo en un vivero ubicado en el Instituto de
Biologia Experimental de la UCV, ubicado en Colinas de Bello Monte, Caracas.
Los valores promedio de las variables microclimaticas en el vivero durante el
experimento fueron las siguientes: Temperatura del aire: 25,5 £ 0,5 C°, humedad

relativa 54,3 + 0,8 % y radiacién maxima: 1450 + 0,6 pmol m?s™.

El disefio experimental consistié en una combinacion de dos condiciones
de humedad del suelo (riego y sequia) y de seis condiciones de inoculacion:
Control estéril sin micorrizas (CE), plantas en suelo no estéril con las
poblaciones nativas de HMA (SNE), plantas cultivadas con los in6culos de
hongos micorrizicos arbusculares provenientes del Matorral Xeréfito (M), de la
localidad sucesional de 20 afios (V) y de la localidad sucesional de dos afios
(D), y plantas inoculadas con el in6culo micorrizico fordneo Acalulospora
lacunosa (L) (Tabla 7). Fueron incluidas cinco réplicas por cada combinacion
humedad-inéculo para un total de 60 plantas. Se establecieron cinco plantas
adicionales por tratamiento (30 plantas), que luego de ser sometidas a sequia

fueron re-irrigadas.

Las plantulas fueron sembradas en bolsas de polietileno de tres Kg de
capacidad con suelo proveniente de una localidad recién perturbada por la
explotacion arenera. Las plantas del tratamiento SNE no fueron cultivadas con
indculos concentrados de HMA, pero el suelo contenia las poblaciones naturales

de hongos micorrizicos arbusculares. Las plantas del resto de los tratamientos
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fueron cultivadas en suelo estéril con 50 g del inéculo respectivo, salvo el

tratamiento CE.

Tabla 7. Tratamientos derivados del disefio experimental completamente aleatorizado,
formado por una combinacién factorial de dos condiciones de humedad y seis
condiciones de inoculacion. El primer factor tiene dos niveles (riego y sequia) y el
segundo factor tiene 6 niveles (condiciones de inoculacion con hongos micorrizicos
arbusculares).

i Factor humedad del suelo

Factor In6culo -

Riego Sequia

Control, estéril sin micorrizas (CE) R-CE S-CE

Control en suelo no estéril (SNE) R-SNE S-SNE
Matorral (M) R-M S-M
Parcela 20 afios (V) R-V S-v
Parcela 2 afios (D) R-D S-D
Acaulosporalacunosa (L) R-L S-L

Con el fin de garantizar la disponibilidad del in6culo natural de bacterias
fiiadoras de nitrdgeno en todos los tratamientos, se agregd a todas las plantas
20 ml de una solucién de nédulos provenientes de raices de P. carthagenensis
previamente cultivadas en suelo no estéril de la localidad sucesional de dos
afos. La solucion se obtuvo macerando 40 g de nodulos frescos y diluyendo el

macerado en 2000 ml de agua destilada.

Las plantas fueron cultivadas durante cuatro meses y veinte dias (140
dias) para garantizar el establecimiento de la colonizacion micorrizica, de
acuerdo a los resultados obtenidos en la dindmica de colonizacion micorrizica
con las distintas combinaciones suelo-inéculo (Figura 7). Durante su crecimiento

fueron regadas con agua corriente cada dos dias.
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La sequia se establecid por suspension del riego y todas las mediciones
fueron realizadas al momento de observarse sintomas de marchites foliar. El
contenido de agua en el suelo (CAS) se determiné por diferencia de peso de las
macetas, tomando como referencia el peso de agua necesario para mantener el
suelo de cada maceta al 100% de la capacidad de campo. Se observaron signos
de marchites foliar en todos los tratamientos al alcanzar entre 0,035 y 0,080 g de

-1 . .. , .z
agua g~ de suelo seco, entre los doce y veinticinco dias de suspension del

riego.

En las plantas re-irrigadas se determinaron Unicamente parametros de
intercambio gaseoso 48 horas después de re-irrigar (apartado 6.5). Tanto en las
plantas en riego como en las plantas en sequia se realizaron determinaciones
de altura, didmetro (apartado 6.1.1) y area foliar total (apartado 6.1.2), de
biomasa (tallo, hojas, raiz pivotante, raices finas, relacién vastago/raiz, y
nodulos de bacterias fijadoras de nitrégeno, apartado 6.1.6), cuantificacion de la
colonizacion (apartado 6.2) y del indice de respuesta micorrizica (apartado 6.3),

de relaciones hidricas (apartado 6.4) potencial hidrico (¥, apartado 6.4.2),

potencial osmético y potencial de turgencia(‘*Vs, ¥; apartado 6.4.3), potencial

100 100

osmotico a maxima turgencia (s apartado 6.4.5), ajuste osmotico(AWs
apartado 6.4.6), contenido relativo de agua (CRA, apartado 6.4.4) vy
conductancia hidraulica radical (Kr, apartado 6.4.7), mediciones de intercambio

gaseoso (A, E, gs, Ci, EUA, apartado 6.5), y determinaciones de clorofilas y

proteinas totales (apartados 6.6.1 y 6.6.2 respectivamente).
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Se realiz6 una descripcién cualitativa de la anatémia foliar de P.
carthagenensis con hojas adultas de 5 plantas del tratamiento control estéril
(CE) y del tratamiento M, Unicamente bajo la condicion de riego. Para ello se
realizaron cortes a mano alzada de la seccion media de la lamina foliar de
muestras preservadas en alcohol. Se realizaron montajes en glicerina y una
tincion con azul de toluidina acuosa. Las descripciones se realizaron con un

microscopio Optico de luz y con un microscopio 6ptico de luz polarizada.
Analisis Estadistico

Los resultados fueron analizados a través de un Andlisis de Varianza
(ANOVA) de dos vias, con el programa SPSS version 10.0. Se utilizé el test de
Barlett como criterio para comprobar la homogeneidad de las varianzas. En los
casos en que las varianzas no fueron homogéneas se realizaron
transformaciones logaritmicas y de arcoseno. Se aplicé la prueba a posteriori de

comparacion de medias de diferencias minimas significativas LSD (a= 0,05).
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8.3. Resultados
8.3.1. Crecimiento:

La inoculacién micorrizica en plantas de P. carthagenensis produjo un
incremento significativo en la altura y en el diametro del tallo respecto a las
plantas cultivadas en suelo estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE), bajo la
condicion de riego (Tabla 8). Las plantas cultivadas con los indculos nativos del
matorral xerdéfito y de las localidades sucesionales de veinte y de dos afios
(inéculos M, V y D), mostraron diametros de tallo significativamente mayores
que las cultivadas con el inéculo foraneo A. lacunosa (Tabla 8).

Bajo la condicion de sequia la altura de todas las plantas fue
significativamente menor, con excepcion de los tratamientos M y V, para los
cuales no se observaron cambios significativos respecto a los valores en riego
(Tabla 8). El didmetro del tallo disminuyé en una mayor magnitud en los
tratamientos CE y SNE (29% y 34% respectivamente) respecto a sus valores en
riego, y en menor magnitud en el tratamiento M (16,4%, Tabla 8). No se
observaron cambios en el diametro del tallo de los tratamientos V, D y L por
efecto de la sequia (Tabla 8).

Al igual que la altura y el diametro, el é&rea foliar total fue
significativamente mayor en las plantas cultivadas con los in6culos nativos (M, V
y D) que en los demas tratamientos bajo la condicién de riego (Tabla 8).

Bajo la condicibon de sequia, el area foliar total disminuyo
significativamente en todos los tratamientos micorrizados, que incluyen tanto los

tratamientos cultivados con los indculos concentrados (M, V, D y L) como el
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tratamiento cultivado en suelo no estéril (SNE); mientras que en el tratamiento

cultivado en suelo estéril (CE) el area foliar total no cambio con la sequia (Tabla

Tabla 8. Altura, diametro, area foliar (AF) y area foliar especifica (AFE) de plantas de P.
carthagenensis bajo condiciones de riego y sequia. Plantas no inoculadas en suelo
estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE), e inoculadas con los inéculos del matorral (M),
de las parcelas de 20 afos (V) y de dos afios (D) y con A. lacunosa (L). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos
(p<0,05) utilizando el test de LSD.

Humedad Inoculacion Altura (cm) Diametro (cm)  AF (cm?)  AFE (cm?g™?)
Riego CE 10d 38 ¢c 61,3 e 304,1 bc
SNE 11d 4,4 bc 136,4 c 3415b
M 14,4 b 545a 251,7a 236,1d
V 165a 58a 416,3 a 222,8d
D 13,7b 54a 2385a 220,4d
L 136 b 49 b 188,7 b 272,2c
Sequia CE 75e 2,7d 50,7 e 259,4 ¢
SNE 92e 29b 107,1d 3949 a
M 135b 46hb 170,5 bcd 3029c
vV 178a 4,8 ab 141,3c 3215b
D 12,1c 51 a 159,6 ¢ 2809 c
L 11,8c 43Db 140,8 cd 331,3b
ANOVA
Humedad (H) * * fldl ok
Inéculacion () *
HxlI * NS *x NS

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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En plantas regadas, el area foliar especifica (AFE) fue significativamente
menor en las plantas cultivadas con los in6culos nativos M, V' y D respecto a las
plantas cultivadas con los in6culos CE, SNE y L (Tabla 8). Bajo la condicion de
sequia el AFE las plantas micorrizadas fue significativamente mayor respecto a
sus valores en riego, mientras que en el tratamiento CE se mantiene igual en
ambas condiciones de humedad del suelo (Tabla 8).

La biomasa total y la biomasa de los compartimientos tallo, hojas y raiz
pivotante de las plantas bajo la condicién de riego, fueron significativamente
mayores en los tratamientos inoculados (M, V, D y L) respecto a los tratamientos
no inoculados (Tabla 9). Los inéculos nativos (M, V y D) mostraron valores
significativamente mas altos de estos parametros que el inéculo fordneo L

(Tabla 9).

En las plantas inoculadas bajo la condicibn de sequia todos los
pardmetros de biomasa fueron significativamente menores respecto a los
observados bajo la condicién de riego, no asi para las plantas del tratamiento
CE, cuyos parametros de biomasa no variaron con la sequia (Tabla 9). En las
plantas del tratamiento SNE Unicamente la biomasa total y la biomasa foliar

disminuyeron significativamente respecto a las condiciones de riego (Tabla 9).

Durante todo el periodo de sequia se observo que la pérdida de hojas
sucedid primero en las plantas de los tratamientos inoculados (M, V, D y L),
seguidas por el tratamiento SNE. En las plantas cultivadas en suelo estéril (CE)

la pérdida de hojas no fue significativa (Tabla 9).
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Tabla 9. Biomasa de plantas de P. carthagenensis bajo condiciones de riego y sequia.
Plantas no inoculadas en suelo estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE), e inoculadas
con los in6culos del matorral (M), de las parcelas de 20 afios (V) y de dos afios (D) y
con A. lacunosa (L).. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias
de todos los tratamientos (p<0,05) utilizando el test de LSD.

Biomasa total Biomasa tallo Biomasa hojas Biomasa raiz Biomasa

Humedad Inoculacién © © @ pivotante (g) raices finas (g) VIR
Riego CE 2,16 e 0,8le 0,6le 0,36 cd 0,39d 24d
SNE 1,94 e 0,61le 0,96 d 0,24 de 0,12e 5,06 a
M 551b 1,97 b 223 b 0,75b 0,55¢ 3,28b
\Y/ 7,59 a 251a 2,85a 1,35a 0,88 ab 2,49 ¢c
D 6,07 b 1,84b 223b 1,1a 09b 2,04d
L 3,72 ¢ 1,29¢ 1,50 ¢ 0,46 c 0,47 c 3,04b
Sequia CE 1,55 ef 0,64 e 045e 0,24d 0,21 de 2,42 d
SNE 1,16 f 0,47 e 0,43 f 0,13 e 0,13 e 2,01 bc
M 3,18d 1,15d 1,05d 0,56 ¢ 0,42 c 2,30 bc
\Y 3,78 ¢C 1,39¢c 1,12 ¢ 0,58 c¢c 0,69 bc 2,00 bc
D 4,62 bc 131c 1,30 cd 0,63¢c 1,38 a 1,57d
L 3,22d 1,12 cd 1,11d 0,47 c 0,52c 2,25c
ANOVA
Humedad (H) *%k% * *%% *% * *
|n(3CU|aCI(3n (l) *k%k *k%k *k*k *% *% *
Hxl i * * NS * NS

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
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La biomasa de raices finas bajo la condicion de riego fue
significativamente mayor en las plantas cultivadas con los in6culos M, V, D y L,
gue en el tratamiento CE (Tabla 9). Al comparar entre la condicion de riego y la
de sequia, se observo un incremento significativo en la biomasa de raices finas
en las plantas del tratamiento D, y el mantenimiento de este parametro en los

demas tratamientos (Tabla 9).

La relacion vastago raiz (V/R) en plantas irrigadas fue significativamente
mayor en los tratamientos M y L respecto a los tratamientos V y D (Tabla 9).
Bajo la condicion de sequia la relacibn V/R disminuy6 significativamente
respecto a la condicion de riego Unicamente en los tratamientos SNE y L,
mientras que en el resto de los tratamientos se mantuvo igual en ambas
condiciones de humedad del suelo (Tabla 9).

8.3.2. Relaciones hidricas:

El contenido de agua en el tallo de las plantas irrigadas fue
significativamente mayor en los tratamientos M, V y D (66,1- 70,7%) seguidos
por el tratamiento L con un valor intermedio (64,2%), y por los tratamientos CE y
SNE con los valores mas bajos (62,9%).

En las plantas bajo la condicién de riego no se observaron diferencias
significativas en el ¥ de los distintos tratamientos, Unicamente el tratamiento L

mostré un valor significativamente bajo (Figura 10).
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Figura 10. Potencia hidrico (W), potencial osmotico (¥s), potencial de turgencia (‘) y
contenido relativo de agua (CRA) en plantas de P. carthagenensis bajo condiciones de
riego y sequia. Plantas no inoculadas en suelo estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE),
e inoculadas con los in6culos del matorral (M), de las parcelas de 20 afios (V) y de dos
afios (D) y con A. lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
las medias de todos los tratamientos (p<0,05) utilizando el test de LSD.
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Bajo la condicion de sequia el W disminuy¢ significativamente en todos
los tratamientos respecto a sus valores en riego, sin embargo dicha disminucion
fue de mayor magnitud en los tratamientos no inoculados (alrededor de 1.3
MPa), respecto a la observada en los tratamientos inoculados (entre -0.55 y -
0.70 MPa, Figura 10).

El ¥ fue significativamente mas alto en los tratamientos inoculados en
comparacion con los no inoculados, mientras que el ¥; exhibié una tendencia
opuesta (Tabla 2). EI CRA permaneci6é constante (alrededor de 90%) en plantas
irrigadas inoculadas y no inoculadas, (Figura 10).

Bajo condiciones de sequia el Ws de las plantas cultivadas con los
in6culos nativos M, V y D fue significativamente mas bajo que en todos los
demas tratamientos. ElI W; de los tratamientos M, V y D aumento
significativamente respecto a los valores observados en riego, y el CRA fue mas
alto en las plantas cultivadas con los in6culos nativos que en las cultivadas con
el inéculo fordneo (Figura 10). Los tratamientos CE y SNE bajo condiciones de

sequia mostraron valores de CRA menores a 15% (Figura 10).

El potencial osmoético a maxima turgencia (W) en plantas regadas fue
significativamente mayor en los tratamientos inoculados respecto a los no
inoculados (Tabla 10). Bajo la condicibn de sequia, so6lo aquellas plantas
cultivadas con los inéculos nativos (M, V y D) disminuyeron significativamente su
Ys°y mostraron valores positivos de A¥¢*, indicando que hubo ajuste osmético
(Tabla 10). Las plantas de los tratamientos CE, SNE y L no mostraron ajuste

osmatico bajo la condicion de sequia (Tabla 10).
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Los valores de conductancia hidraulica radical expresada por unidad de
peso seco de raices finas (Kire) Y por unidad de area foliar (Kag) fueron
significativamente mayores en los tratamientos inoculados que en los
tratamientos CE y SNE bajo la condicion de riego. Bajo la condicién de sequia la
Kire disminuyd significativamente en todos los tratamientos respecto a sus
valores en riego, excepto en las plantas del tratamiento CE (Tabla 10). Las Kar
de los tratamientos con inoculos nativos disminuyeron con la sequia, pero
siempre fueron mayores que las de los tratamientos CE y SNE, en contraste la

Kiar de L no cambio con la sequia (Tabla 10).
8.3.3. Intercambio Gaseoso:

La inoculacién micorrizica y la condicion de humedad del suelo tuvieron
un efecto significativo sobre el intercambio gaseoso de P. carthagenensis
(Figura 11). Bajo la condicion de riego las plantas inoculadas mostraron valores
significativamente mayores de A, E, gs y EUA, respecto a las plantas no
inoculadas (Figura 11). Los valores mas altos de A se observaron en los
tratamientos M y D, seguidos en orden decreciente por los tratamientos L, V,
SNE vy finalmente CE con el menor valor (Figura 11). Las variaciones
observadas en la A bajo la condicion de riego, estuvieron acompafiadas con
variaciones similares en la E y gs, (Figura 11). La C;, no varié significativamente

entre tratamientos en plantas irrigadas (Figura 11).

Bajo la condicion de sequia los valores de A, E y gs de todos los
tratamientos disminuyeron significativamente respecto a los valores observados

en plantas irrigadas, y uUnicamente el tratamiento M mostré un valor de A
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significativamente mas alto respecto a los demas tratamientos (Figura 11). La C;
fue similar en todos los tratamientos tanto en riego como en sequia (Figura 11).
Bajo la condicion de reirrigacion se produjo la recuperacion de la A respecto a
los valores en sequia, y los tratamientos inoculados mostraron valores mas altos
gue los no inoculados, pero la capacidad fotosintética fue inferior a la observada
bajo la condicion de riego, con excepcion de los tratamientos V y L (Figura 11).
Los tratamientos CE y SNE no mostraron una recuperacion de la tasa

fotosintética con la reirrigaciéon (Figura 11).

La E y la gs de las plantas inoculadas bajo la condicion de reirrigacion
fueron significativamente mayores que la de plantas no inoculadas, y la gs
aumento significativamente con la reirrigacion en todos los tratamientos respecto
a la condicion de riego (Figura 11). La C; mostré una disminucion de pequefia
magnitud en todos los tratamientos re-irrigados respecto a los valores en riego y

sequia (Figura 11).

La EUA de las plantas inoculadas bajo la condicion de riego fue
significativamente mas alta respecto a las plantas no inoculadas, y los
tratamientos M, V y D exhibieron los mayores valores, en comparacion con el
tratamiento L (Figura 11). Bajo la condicibn de sequia la EUA fue
significativamente menor que en riego, y no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos, excepto para L que mostro el menor valor

(Figura 11).



95

Tabla 10. Potencial osmético a maxima turgencia (W<'%), ajuste osmético (AW'®), y

conductancia hidraulica radical expresada por unidad de peso seco de raices finas (K,
re) Y por unidad de area foliar (K, ar) en plantas de P. carthagenensis bajo condiciones
de riego y sequia. Plantas no inoculadas en suelo estéril (CE) y en suelo no estéril
(SNE), e inoculadas con los inéculos del matorral (M), de las parcelas de 20 afios (V) y
de dos afios (D) y con A. lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias de todos los tratamientos (p<0,05) utilizando el test de
LSD.

Humedad Inoculacion — W¥,'® AW, 1 K, re K, ar
Riego CE -1,06d — 0,36 c 1,16 c
SNE -0,82c — 0,63 b 0,45d
M -0,61b — 1,00 a 2,11b
vV -0,64b — 0,90 a 0,37d
D -0,66bc — 1,13 a 4,47 a
L -055b — 1,03 a 247b
Sequia CE -0,73Dbc -0,33 0,24 cd 0,49d
SNE -0,29a -0,53 0,15d 0,33d
M -085c 0,24 0,46 bc 1,51 bc
vV -0,92cd 0,28 0,47 bc 1,57 bc
D -0,99cd 0,33 0,21d 1,20 c
L -03la -0,24 0,31 cd 1,75 bc
ANOVA
Humedad (H) o — o *x
Inéculacion (1) *x — ok *x

Hxl = — NS *
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Figura 11. Intercambio gaseoso de plantas de P. carthagenensis bajo condiciones de
riego, sequia y reirrigacion en vivero. Plantas no inoculadas en suelo estéril (CE) y en
suelo no estéril (SNE), e inoculadas con los indculos del matorral (M), de las parcelas
de 20 afios (V) y de dos afios (D) y con A. lacunosa (L). Fotosintesis instantanea (A),
transpiracion (E), conductancia estomatica (gs), concentracion intercelular de CO, (C)) y
eficiencia de uso de agua (EUA). RFA= 1500 umol m? s™. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos (p<0,05) utilizando
el test de LSD.
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Con la reirrigacion, la EUA aumentdé en los tratamientos M, Vy L y
disminuyo significativamente en el tratamiento CE, respecto a los valores
observados en sequia, sin alcanzar los valores observados en los tratamientos

regados (Figura 11).

Se observo una relacion lineal significativa entre A y gs bajo condiciones
de riego y reirrigacion (Figura 12). Bajo la condicidon de sequia la relacion lineal

no fue significativa (Figura 12).
8.3.4. Proteinas solubles y clorofilas totales:

Las proteinas solubles totales (PST) y las clorofilas totales se muestran
en la Tabla 11. Bajo la condicion de riego las plantas cultivadas con los inéculos
nativos (M, V y D) presentaron una concentracion de PST significativamente
mas alta que la observada en los tratamientos CE, SNE y L (Tabla 11). Bajo la
condicion de sequia disminuyeron en los tratamientos CE, M y V, y no variaron

en SNE, D y L respecto a sus valores en riego (Tabla 11).
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Figura 12. Relacion entre tasa de fotosintesis instantanea (A) y la conductancia
estomatica (gs) de plantas de P. carthagenensis sujetas a riego (simbolos negros),
sequia (simbolos grises) y re-irrigacion (simbolos blancos). Plantas no inoculadas en
suelo estéril (circulos) y en suelo no estéril (triangulo invertido), e inoculadas con los
indculos del matorral (cuadrado), de las parcelas de 20 afios (rombo) y de dos afios
(triangulo) y con A. lacunosa (hexagono). Se incluyen las lineas de regresion
(continuas), los intervalos de confianza (lineas punteadas, p<0,05) y los valores del
coeficiente de determinacion para cada condicion.
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La concentracion de clorofilas totales fue significativamente mayor en los
tratamientos V y D, respecto a los tratamientos M y L, y estos valores fueron a
su vez mas altos que en SNE y CE (Tabla 11). Bajo la condicién de sequia las
clorofilas totales disminuyeron en todos los tratamientos, y las plantas cultivadas
con los in6culos nativos mostraron los mayores valores, seguidos del indculo L,

SNE y CE (Tabla 11).
8.3.5. Colonizacién micorrizicay biomasa de nodulos:

El porcentaje de colonizacién por micorrizas arbusculares en todos los
tratamientos inoculados y en el tratamiento SNE fue superior al 77% y no hubo
un efecto significativo de la sequia sobre este parametro (Tabla 12). Las plantas
del tratamiento CE no presentaron colonizacion micorrizica (Tabla 12). En
ambas condiciones de humedad del suelo el tratamiento L mostré porcentajes
de colonizacion significativamente mas altos respecto a los demas tratamientos
(95-96%), seqguido por los tratamientos M y V con valores intermedios (85-90%),

y por los tratamientos SNE y D con los menores valores (77-82%) (Tabla 12).
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Tabla 11. Proteinas solubles totales (PST) y clorofilas totales de plantas de P.
carthagenensis bajo condiciones de riego y sequia. Plantas no inoculadas en suelo
estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE), e inoculadas con los inéculos del matorral (M),
de las parcelas de 20 afos (V) y de dos afios (D) y con A. lacunosa (L). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos
(p<0,05) utilizando el test de LSD.

Clorofilas totales

Humedad Inoculacion

PST (g m?)

(g cm?)
Riego CE 1,01+0,08bc 17,7£0,3h
SNE 1,02 £0,09 bc 26,4+0,7¢
M 149+0,20a 48,1+1,8d
V 141+012a 60,4+15b
D 136+0,10a 678+1,3a
L 1,09+0,08 bc 541+11c
Sequia CE 0,61+0,07d 121+£0,4]
SNE 1,13+0,06b 17,3+0,5i
M 1,03+0,04c 399+11e
V 0,97+0,06c 40,2+15e
D 124+0,11ab 56,3+1,3¢C
L 094+0,03c 356+09f

ANOVA

Humedad (H)
Inéculacion (1)
HxI

**

*k%k

**

*k%

*k%k

**

*p<0.05, *p<0.01, **p<0.001
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Tabla 12. Colonizacibn por micorrizas arbusculares (MA), indice de respuesta
micorrizica (IRM), biomasa de nédulos y relacion entre el peso seco de nodulos y el
peso seco de las plantas, bajo condiciones de riego y sequia. Plantas no inoculadas en
suelo estéril (CE) y en suelo no estéril (SNE), e inoculadas con los indculos del matorral
(M), de las parcelas de 20 afios (V) y de dos afios (D) y con A. lacunosa (L). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre las medias de todos los tratamientos

(p<0,05) utilizando el test de LSD.

.. Colonizacién Arbasculos Vesiculas Nodulos L
Humedad Inoculacion MA (%) (%) (%) IRM (ma) Nodulo/planta
Riego CE 0 0 0 — 65,0e 0,042 ab
SNE 79,3¢C 30,6d 39,9d -109e 78,3 d 0,045 ab
M 87,7b 67,3 a 56,6 c 64,1b 154,8 ab 0,027 bc
Y, 89,7b 52,6 b 31,7e 73,1a 185,0 a 0,024 cd
D 80,1c 46,9 b 26,1 ef 66,5 b 1215b 0,020 d
L 96,0 a 67,4 a 67,5b 45,8d 148,0 ab 0,041 ab
Sequia CE 0 0 0 — 35,3 f 0,021 c
SNE 81,6 bc 54,4 b 46,1d -30,0 f 62,0 e 0,053 a
M 84,8 b 58,0 b 50,8d 51,3c 92,25¢ 0,029 c
\% 87,0b 58,1 b 332e 55,8¢ 148,75 ab 0,042 b
D 77,1c 40,6 ¢ 215f 62,3 bc 125,0 ab 0,031 bc
L 94,6 a 29,4d 73,2a 53,7¢c 945c 0,026 c
ANOVA
Humedad (H) NS *x * * rork *
Inéculacion (1) o *x kk *x *x NS
HxI NS NS * NS * NS

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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El porcentaje de colonizacion por arbusculos en las plantas bajo la
condicion de riego vario significativamente entre los distintos tratamientos, con
valores altos en M (67,3%) y L (67,4%), valores intermedios en V (52,6%) y D
(46,9%) y el menor valor en el tratamiento SNE (30,6%). La condicion de sequia
aumento significativamente el porcentaje de arbusculos en el tratamiento SNE,
produjo una disminucion de pequefia magnitud en los tratamientos M y D (6-9%)
y una disminucion de mayor magnitud en el tratamiento L (38%) respecto a sus
valores en riego, mientras que para el tratamiento V dicho porcentaje no vario

con la sequia (Tabla 12).

La colonizacion por vesiculas mostr6 una tendencia similar a la
colonizacion por arbusculos en plantas bajo la condicién de riego, con valores
significativamente altos para los tratamientos M y L respecto a los tratamientos
V, D y SNE (Tabla 12). La sequia disminuy0 significativamente la colonizaciéon
por vesiculas en el tratamiento M y no produjo ningun efecto en los tratamientos
SNE, V y D respecto a sus valores en riego, mientras que el tratamiento L
mostré un aumento significativo en el porcentaje de vesiculas por efecto de la

sequia (Tabla 12).

El indice de respuesta micorrizica (IRM) bajo la condicién de riego fue
significativamente mayor en las plantas cultivadas con los inoculos nativos, en
comparacion con el IRM del inéculo foraneo L (Tabla 12). Bajo la condicion de
sequia el IRM disminuyé significativamente respecto a los valores en riego de

cada tratamiento, con la excepcion del tratamiento D que presentd valores
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similares en ambas condiciones de humedad (Tabla 12). El IRM del tratamiento
SNE fue negativo en ambas condiciones de humedad del suelo (Tabla 12).

En todos los tratamientos de este experimento se formaron nédulos de
bacterias fijadoras de nitrogeno, incluyendo el tratamiento CE (Tabla 12). Las
plantas cultivadas con los distintos in6culos de HMA bajo la condicion de riego,
exhibieron los mayores valores de peso seco de nédulos, mientras que las
plantas de los tratamientos SNE y CE mostraron los mas bajos (Tabla 12). En la
condicion de sequia el peso seco de nédulos de los tratamientos V y D no vario
significativamente respecto a sus valores en riego, mientras que en los demas
tratamientos la biomasa de nddulos disminuyd con la sequia (Tabla 12).

La relacidbn biomasa de nddulos/ biomasa total en plantas regadas fue
significativamente menor en los tratamientos M, V y D respecto a los
tratamientos CE y SNE (Tabla 12), mientras que bajo la condicion de sequia los
tratamientos SNE y V mostraron mayores valores que los tratamientos CE, M, D
y L (Tabla 12).

8.3.6. Anatomia foliar de P. carthagenensis:

El corte transversal de la hoja mostr6 una hoja bifacial con epidermis
uniestratificada en ambas superficies, constituida por células poligonales de
paredes redondeadas y presencia de cuticula. La epidermis adaxial es mas
gruesa que la epidermis abaxial. La hoja es hipoestomatica (los estomas sélo
estan presentes en la cara abaxial de la hoja), con estomas de 2 0 3 células
anexas 0 acompafiantes, en el mismo plano del resto de las células de la

epidermis inferior (Figura 13).
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Figura 13. Descripcion anatomica foliar de P. carthagenensis. a) Se observa la
epidermis superior mas gruesa (es) en comparacion con la epidermis inferior (ei), el
parénquima en empalizada compacto de una sola capa (pe), el parénguima esponjoso
con espacios intercelulares (ps) y un pelo uniseriado (pu). b) Detalle de haz vascular de
nervadura secundaria (hv). ¢) Nervadura central de la hoja con floema (fl), xilema (x) y
casquetes de esclerénquima (células de paredes engrosadas en color azul claro). d)
Disposicion regular de los haces vasculares tipo columnar en el meséfilo formando
“‘camaras”.
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El mesdfilo esta constituido por un parénquima en empalizada
uniestratificado con células alargadas y dispuestas compactamente en la cara
adaxial y un parénguima esponjoso de 2 a 3 estratos de células dispuestos de
tal manera que forma grandes espacios intercelulares (Figura 13).

Las células de parénquima esponjoso asociadas al parénquima en
empalizada presentan forma de embudo. Ambos tejidos contienen muchos
cloroplastos. La nervadura central esta representada por un haz vascular
colateral abierto rodeado de casquetes de fibras (figura 13).

Se observaron haces vasculares secundarios tipo columnar, dispuestos
regularmente formando “camaras” en el mesdfilo (Figura 13). La epidermis
abaxial presenta pelos largos uniseriados, cada uno con células basales cortas
(de 1 a 5 células), acompafiadas de una célula terminal alargada (Figura 13).

No se encontraron diferencias anatomicas foliares cualitativas que coincidieran
con las diferencias en el area foliar especifica observadas entre plantas

inoculadas y no inoculadas.
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8.4. Discusion

El incremento en la altura, el diametro del tallo, el area foliar y la biomasa
de las plantas inoculadas de P. carthagenensis con respecto a las no
inoculadas, y la mayor eficiencia de los inOGculos nativos respecto al indculo
foraneo bajo condiciones de riego, coincide con lo reportado en el Capitulo |,
donde las plantas cultivadas en suelo estéril de dos afios con el in6culo de A.
lacunosa mostraron un menor desarrollo que las cultivadas con los in6culos
nativos. A diferencia de las tendencias observadas en el Capitulo | el efecto del
in6culo del matorral sobre la mayoria de los pardmetros morfométricos de P.
carthagenensis fue similar al observado con el inéculo de dos afios.

Bajo la condicion de sequia se observd una menor biomasa total de las
plantas inoculadas respecto a las plantas en riego, la cual se debio
principalmente a la abscision foliar, en contraste con la menor pérdida de hojas
0 ausencia de abscision en los tratamientos no inoculados. Estos resultados
coinciden con lo observado en especies lefiosas como Rosa hybrida y Anthyllis
cytisoides, (Davies et al. 1996; Goicoechea et al. 2004), y son considerados
como una ventaja de la inoculacién micorrizica, ya que la disminucion de la
biomasa aérea a través de la abscision foliar es una estrategia caracteristica de
plantas evasoras de la sequia, que permite la reduccion de la pérdida de agua,
favorece la redistribucion de recursos y aumenta la tasa de sobrevivencia de la
planta (Munné-Bosch & Alegre 2004).

La disminucion de la biomasa total de las plantas cultivadas con los
indculos nativos observada con la sequia, se produjo por la pérdida de hojas,

por la disminucion de la biomasa del tallo y de la raiz pivotante. Este resultado
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coincidioé con el mantenimiento de valores similares de biomasa de raices finas
en ambas condiciones de humedad, y con el aumento de la biomasa de raices
finas en el tratamiento D. Esta tendencia podria indicar el retraslado de biomasa
desde el tallo y desde la raiz pivotante hacia la sustitucién de las raices finas
afectadas por la sequia o hacia la produccion de mas raices finas, favorecido
posiblemente por la presencia de la simbiosis micorrizica. En este sentido se ha
reportado que los hongos micorrizicos arbusculares pueden alterar la
arquitectura del sistema radical de sus plantas hospederas (Auge, 2004).

Aungue en el presente estudio no se realizaron determinaciones
cuantitativas de diametro y longitud radical, se observdO que las plantas
inoculadas presentaron una mayor proporcién de raices de pequefio diametro
en comparacion con las no inoculadas, y este efecto fue mas evidente en el
tratamiento D. Se han reportado incrementos en la intensidad de las
ramificaciones de las raices laterales de primer orden (Azcén-Aguilar et al.
1996), y en el numero y longitud de raices de Annona cherimola (Padilla &
Encina 2005), asi como también inducciones simultaneas en la produccion de
raices finas (<0,4 mm de diametro) y en la reduccién de raices gruesas (0,6-1,2
mm de didmetro) en Poncirus trifoliata como respuesta a la inoculacion con HMA
(Yao et al. 2009).

Los valores de area foliar especifica (AFE) observados en P.
carthagenensis son considerados valores altos, caracteristicos de hojas con una
alta productividad, vida corta, adaptadas a ambientes con alta disponibilidad de
nutrientes y vulnerable a los herbivoros, en contraste con hojas de bajo AFE,

gue funcionan mejor en suelos pobres, donde la retencion y captura de recursos
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es la mayor prioridad (Wilson et al. 1999). EI menor AFE observado en plantas
inoculadas respecto a las no inoculadas del presente estudio tanto en riego
como en sequia, indica que se produjo un aumento en el grosor de la hoja como
respuesta a la inoculacién con HMA (especialmente con los HMA nativos). Este
resultado coincide con el aumento del peso foliar especifico en plantas
inoculadas de A. cytisoides y Erythrina variegata respecto a plantas no
inoculadas, el cual es interpretado como un aumento de la adaptacion a
ambientes xéricos producido por la simbiosis micorrizica (Busquest et al. 2010;
Manoharan et al. 2010).

Los altos valores de diametro, biomasa y contenido de agua en el tallo de
las plantas cultivadas con los in6culos nativos, podrian deberse a una mayor
proporcion de tejido almacenador de agua en el tallo, lo cual implicaria una
mayor reserva hidrica durante el periodo de sequia. La disminucién del diametro
del tallo en el tratamiento M bajo la condicién de sequia respecto a su valor en
riego podria indicar traslado de agua hacia las hojas contribuyendo al
mantenimiento de potenciales hidricos mas altos durante la sequia en este
tratamiento.

La descripcién anatdmica de la hoja de P.carthagenensis indica que esta
no presenta caracteres xeromorfos foliares tipicos, por lo que podria
considerarse fundamentalmente mesomorfa. Por otro lado, la presencia de
paquetes de extensiones de la vaina del haz que se proyectan como costillas en
ambas superficies de la lamina foliar formando compartimientos, son caracteres
tipicos de hojas heterobaricas (Wylie, 1951; Terashima, 1992). Este tipo de

hojas difiere no solo en sus caracteristicas estructurales respecto a las hojas
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que poseen un mesofilo relativamente homogéeneo (hojas homobaricas), sino
también difieren en sus caracteristicas funcionales y mecanicas, ya que estas
extensiones permiten un mayor soporte a la lamina foliar protegiéndola de la
deshidratacion, actian como conductos de agua (Terashima, 1992; Roth-
Nebelsick et al. 2001).

El alto contenido de agua del tallo (63-71% del peso fresco del tallo) y la
abscision foliar como respuesta a la sequia, permiten clasificar a P.
carthagenensis entre los grupos funcionales de Borchert, como un &rbol de
madera ligera con alto contenido de agua en el tallo (Borchert, 1994). Estos
arboles son en su mayoria pioneros, con altos requerimientos de luz, ocupan
localidades rocosas abiertas muy secas, presentan una baja densidad de
madera (<0,5 g cm™), un contenido de agua del tallo excepcionalmente alto (52-
69% del peso fresco del tallo) y un extensivo tejido parenquimatico no lignificado
en sus tallos (Borchert, 1994, Lima & Rodal, 2010).

La inoculacion con hongos micorrizicos nativos tuvo una importante
influencia en las relaciones hidricas de P. carthagenensis bajo la condicion de
sequia ya que se observo ajuste osmotico y un aumento en el ¥, foliar respecto
a la condicion de riego, Unicamente en las plantas cultivadas con los in6culos
provenientes del mosaico sucesional (tratamientos M, V y D). Muchas de las
respuestas de las plantas a la sequia, se producen por cambios en la
fitohormona acido abscisico (ABA), cuyo efecto protector promueve
primeramente el cierre estomatico para evitar la pérdida de agua por

transpiracion, ademas de promover la activacion de genes estrés-inducibles que
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colectivamente incrementan la tolerancia a la sequia (Bray 2002, Zhang et al.
2006).

Dado que la conductancia estomatica (gs) disminuyé significativamente en
todos los tratamientos bajo la condicion de sequia, posiblemente los estomas de
P. carthagenensis presenten una alta sensibilidad al estrés hidrico
independientemente de la presencia de la simbiosis. Es posible que en los
tratamientos M, V y D se produjera una amplificacion de la sefial de estrés a
través de la produccion de mayores cantidades de ABA en respuesta a la
desecacion del suelo, favoreciendo ademas el ajuste osmaético (Duan et al.
1996). Un mayor transporte de ABA de raices a vastagos explicaria también la
mayor incidencia de abscisién foliar en plantas inoculadas en respuesta a la
sequia.

El contenido de agua del suelo proveniente de la localidad sucesional de
dos afios utilizado en este experimento, varié entre 0,035 y 0,080 g de agua g™
de suelo seco, los cuales equivalen probablemente a ¥ menores a -1,5 MPa,
tomando en cuenta su textura areno-francosa (terraGlS, 2011). Bajo estas
condiciones, los valores de YW foliar observados en los tratamientos M, V y D
(entre -0,5 y -1,0 MPa), no favorecen un flujo positivo de agua desde el suelo
seco a la planta, por lo que es posible que el ajuste osmético observado en
estos tratamientos durante la sequia favorezca la incorporacion de agua a la
hoja desde los tejidos almacenadores presentes en el tallo, en lugar de

favorecer la incorporaciéon del agua desde el suelo.
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El aumento en el YW:; conjuntamente con la disminucion del CRA
observado en plantas cultivadas con los inéculos nativos bajo la condicion de
sequia, podria indicar que hubo una reduccién de la elasticidad de la pared
celular en dichos tratamientos (aumento en el modulo de elasticidad). El
aumento en la rigidez de las paredes celulares en especies que presentan
ajuste osmotico, puede ser necesaria para mantener la integridad del tejido en
periodos de rehidratacion posteriores al estrés hidrico (Clifford et al. 1998). El
mantenimiento de la integridad estructural y bioquimica del tejido foliar bajo
condiciones de sequia es favorable en ecosistemas secos, aun si es mantenida
por unos pocos dias mas de lo que normalmente es esperado, ya que provee a
la planta de una mayor ventaja competitiva ante precipitaciones impredecibles
(Clifford et al. 1998). La aclimatacién al déficit hidrico por sequia, producido por
la simbiosis micorrizica a través del incremento en la rigidez de las paredes
celulares, ha sido reportada en el arbusto R. hybrida inoculada con Glomus
intraradices y Glomus deserticola (Augé et al. 1987P).

Los mayores valores de conductancia hidraulica expresada por unidad de
biomasa de raices finas (Kirg) ¥ por unidad de area foliar (K;ar) observados en
plantas inoculadas bajo la condicién de riego, podrian interpretarse como una
mayor eficiencia en la incorporacion de agua producida por la simbiosis MA,
para el mantenimiento de un balance hidrico adecuado en plantas de mayor
tamafio, ya que el ¥ y el CRA fue similar en todos los tratamientos
independientemente de la condicion de inoculacion. La Kiar €s una medida de la

suficiencia de incorporacion de agua para la transpiracion y la fotosintesis, y el
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aumento observado en este parametro en plantas inoculadas indica que la
conductancia hidraulica radical se ajustd a los cambios en el area foliar
producidos por la inoculacion, para soportar una mayor tasa de transpiracion
(Kyllo et al. 2003).

Bajo la condicion de sequia los valores de Kire Y Kiap disminuyeron en
todos los tratamientos donde hubo micorrizas, tanto en las plantas cultivadas en
suelo no estéril (SNE) como en las plantas inoculadas (M, V, D y L), lo cual
podria estar relacionado con el efecto de la simbiosis micorrizica sobre la
regulacion de algunos de los genes que codifican para la expresion de canales
proteicos intrinsecos de la membrana plasmatica que aumentan la
permeabilidad al agua, denominados aquaporinas (Ruiz-Lozano et al. 2006). Las
aguaporinas tienen un papel importante en el control del transporte de agua de
célula a célula y se ha observado que la presencia de MA disminuye la
expresion de los genes que codifican para su produccién en las raices durante
la sequia (regulacion negativa), lo cual es considerado como un mecanismo que
limita la pérdida de agua de las células durante el estrés hidrico (Smart et al.
2001; Ruiz-Lozano et al. 2006). A pesar de la reduccién de la conductancia
hidraulica radical con la sequia, se observdO una mayor Kar en plantas
inoculadas, lo cual posiblemente incremento los valores de ¥ y CRA observados
en estas plantas.

Otro factor que posiblemente influyd en la disminucion de la Kigre Y Kiar
con la sequia, pudo ser la disminucion la capacidad de agregacién del suelo por

parte de las hifas del micelio externo de MA (Fitter, 1985; Gonzalez-Dugo,
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2009). La capacidad de agregacion del micelio externo, previene la pérdida de
conductancia hidraulica suelo-raiz en suelos secos, y puede verse afectada
negativamente en suelos con alto contenido de arena (Gonzalez-Dugo, 2009),
como el que fue utilizado en el presente estudio. Asi, el rapido descenso del
contenido de agua producido por la sequia aunado al aumento de la
compactacion posiblemente dafié la integridad del micelio disminuyendo su
efecto sobre la conductancia hidraulica radical (Goicoechea et al. 2004).
Algunos de los resultados discutidos hasta ahora, sefialan que P.
carthagenensis presenta mecanismos de resistencia a la sequia similares a los
encontrados en algunas especies adaptadas a ecosistemas semiaridos, como A.
cytisoides y Rosmarinus officinalis (Goicoechea et al. 2004, Sanchez-Blanco et
al. 2004). A. cytisoides disminuye su crecimiento, mantiene valores de
CRA>50%, aumenta la senescencia foliar y realiza ajuste osmotico Unicamente
en plantas inoculadas bajo condiciones de sequia (Goicoechea et al. 2004),
exhibiendo un doble mecanismo de resistencia que le permite evadir la sequia a
través de la defoliacion, al mismo tiempo que tolera la sequia mediante el ajuste
osmético. De manera similar el arbusto Rosmarinus officinalis, disminuye
significativamente sus valores de ¥, CRA y Kgrr por efecto de la sequia, pero
esta disminuciébn es de menor magnitud en plantas inoculadas con HMA,
respecto a plantas no inoculadas, resaltando que el efecto de la simbiosis
micorrizica se produce fundamentalmente como un aumento en la capacidad de

sus hospederos para evadir la sequia (Sanchez-Blanco et al. 2004).
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La alta colonizacion micorrizica observada en todos los tratamientos
inoculados del presente estudio posiblemente produjo un aumento del sumidero
del compartimiento radical, incrementando su demanda de carbono y con ello la
produccion de biomasa de los érganos fotosintéticamente activos de la planta
(Jacobsen & Rosendahl, 1990; Wright et al. 1998; Augé, 2001). Esta alta
colonizacion coincidié ademas con mayores tasas de A y gs que en plantas no
micorrizadas, indicando que la colonizacion micorrizica puede mejorar la
capacidad de intercambio gaseoso a través del mantenimiento de la apertura
estomatica por cambios en la fitohormona ABA (Bray, 2002). Ademas de estos
efectos, el incremento en la A producido por las MA podria deberse al
incremento en la incorporacion de nutrientes tales como P (Black et al. 2000).

P. carthagenensis disminuy6 significativamente los valores de gs en todos
los tratamientos bajo la condicion de sequia, independientemente de las
diferencias en biomasa producidas por la inoculacion micorrizica, contrario a lo
observado en otros estudios donde la simbiosis MA mantiene valores de gs mas
altos que sus contrapartes no inoculadas durante el estrés hidrico (Augé, 2001).
Esta tendencia indica que el cierre estomatico constituye un mecanismo
importante de regulacion de la respuesta fotosintética durante el déficit hidrico
en P. carthagenensis.

Aunque la relacion entre A y gs de las plantas reirrigadas sefiala que el
82% de los cambios en la tasa fotosintética son explicados por los cambios en la
Os, la gs alcanzé valores mayores a los de riego sin que la A lograra recuperarse,
indicando que los factores no estomaticos de la fotosintesis podrian tener mas

peso sobre la respuesta fotosintética de la planta.
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Por otro lado, la ausencia de recuperacion de la A en los tratamientos no
inoculados (CE y SNE) a pesar del incremento en la gs en estos tratamientos,
indican que la inoculacidon con indéculos concentrados de HMA favorece el
mantenimiento de la integridad del aparato bioquimico. La presencia de una
mayor concentracion de clorofilas totales en los tratamientos inoculados bajo
condiciones de sequia posiblemente influencié la capacidad de recuperacion de
estas plantas en el periodo de reirrigacion.

Con relacion a la eficiencia de cada inoculo, el mayor valor de A 'y EUA
observado en plantas inoculadas con los inoculos nativos M y D bajo la
condicion de riego, podria deberse a una mayor eficiencia simbiética de los HMA
presentes en dichos indculos. Unicamente las plantas del tratamiento M
mostraron una mayor tasa de fotosintesis bajo la condicién de sequia, lo que
podria representar una ventaja en una planta caducifolia como P.
carthagenenensis, ya que el mantenimiento de una tasa fotosistética baja en
numerosas hojas proximas a senescer podria ser significativa para la
productividad en términos globales.

La alta colonizacion MA observada en todas las plantas micorrizadas
indican un alto potencial infectivo de las micorrizas presentes tanto en el suelo
recién perturbado (SNE) como en los inéculos producidos en el laboratorio. El
comportamiento del tratamiento SNE fue similar al observado en el control
estéril en la mayoria de los parametros de crecimiento evaluados, a pesar de
presentar un alto porcentaje de colonizacion micorrizica. Este comportamiento
se reflejé también en las relaciones hidricas y en el intercambio gaseoso de este

tratamiento, indicando que posiblemente las poblaciones de HMA presentes en
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el suelo perturbado poseen una eficiencia simbidtica baja para P.
carthagenensis, en comparacion con los HMA presentes en los inoculos
producidos en el laboratorio. La presencia de un porcentaje de arbusculos
menor en SNE respecto al reportado en los tratamientos M, V, D y L bajo la
condicion de riego, podria apoyar la hipétesis de una menor eficiencia simbiotica
de los HMA presentes en el suelo recién perturbado.

La presencia de noédulos de bacterias fijadoras de nitrogeno en el
tratamiento CE indica que la solucion de nddulos frescos fue efectiva como
inoculante, y que la formacion de nédulos es un proceso que se desarrolla
independientemente de la presencia de micorrizas arbusculares, pero la
nodulacién en ausencia de micorrizacidbn no produce un efecto positivo en el
crecimiento y en la respuesta fisiolégica de P. carthagenensis. En este caso
podria haber un alto costo de mantenimiento de la simbiosis con Rhizobium que
es compensado por la simbiosis micorrizica. La simbiosis MA favorece la
formacién de nédulos de Rhizobium, ya que este proceso demanda tres veces
mas fésforo y energia que el crecimiento del tejido radical, produciendo una
mayor dependencia de la asociacion micorrizica (Olivera et al. 2004). Estos
resultados coinciden con los reportados en un meta-analisis de la respuesta de
12 leguminosas a la inoculacion con Rhizobium y MA, el cual indicé que la
inoculacion con combinaciones adecuadas de ambos simbiontes produce la
estimulacion de la fotosintesis por incremento en el sumidero de carbono, lo cual
aumenta la productividad de las leguminosas (Kaschuk et al. 2010).

Aunque en la practica no es posible separar cuantitativamente el efecto

de las MA del efecto de los nédulos de rizobios sobre la respuesta de la planta,
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no se observaron diferencias significativas en la relacion nddulos/biomasa total
entre las plantas control (sin micorrizas, con rizobios) y las inoculadas (con
micorrizas y rizobios), por lo que se podria suponer que se mantuvo la
proporcionalidad del efecto de la simbiosis con rizobios en todos los
tratamientos.

El in6culo del matorral xerdfito (tratamiento M), reunié algunos atributos
que podrian significar una mayor compatibilidad funcional de este in6culo con P.
carthagenensis, como un mayor porcentaje de arblsculos, mayor relacién
vastago/raiz en ambas condiciones de humedad del suelo, y mayores valores de
potencial hidrico y de fotosintesis bajo condiciones de sequia. Por otro lado, la
inoculacién con el hongo foraneo A. lacunosa no resultd tan ventajosa para la
planta como el uso de inéculos nativos, ya que a pesar de producir efectos
positivos en algunos parametros de crecimiento e intercambio gaseoso, este
tratamiento mostro el potencial hidrico mas bajo en plantas regadas, no exhibio
ajuste osmaotico bajo condiciones de sequia (por lo que el potencial de turgencia
fue bajo) y presenté menos clorofilas totales que los tratamientos nativos en
ambas condiciones de humedad.

Los resultados presentados hasta ahora, indican que aun cuando P.
carthagenensis presenta una serie de mecanismos intrinsecos que le permiten
evadir la sequia (cierre estomatico, presencia de un tallo acumulador de agua y
abscision foliar), la disminucién del estrés nutricional mediante la inoculacion
con HMA nativos fue favorable para aumentar la capacidad evasora a través un
mayor crecimiento antes de la sequia y de la capacidad de realizar ajuste

osmatico durante la sequia. Asi la asociacion con hongos micorrizicos nativos o
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autoctonos posiblemente mejor adaptados a la sequia, ha demostrado ser la
estrategia mas favorable para mejorar la resistencia a la sequia de P.

carthagenensis bajo condiciones de invernadero.
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8.5. Conclusiones:
La mayor abscision foliar observada en las plantas inoculadas durante la
sequia (abscision foliar) es una estrategia caracteristica de plantas
evasoras de la sequia que permite la reduccion de la pérdida de agua,
favorece la redistribucion de recursos y aumenta la tasa de sobrevivencia
de la planta.
Los altos valores de diametro, biomasa y contenido de agua en el tallo de
las plantas cultivadas con los in6culos nativos, podrian deberse a una
mayor proporcion de tejido almacenador de agua en el tallo, lo cual
implicaria una mayor reserva hidrica durante el periodo de sequia.
La inoculacion con hongos micorrizicos nativos tuvo una importante
influencia en las relaciones hidricas de P. carthagenensis bajo la
condicion de sequia ya que se observo ajuste osmotico y un aumento en
el W, foliar respecto a la condicién de riego.
El aumento en el W¥; conjuntamente con la disminucién del CRA
observado en plantas cultivadas con los indculos nativos durante la
sequia, podria indicar que hubo una reduccion de la elasticidad de la
pared celular en dichos tratamientos que posiblemente mantiene la
integridad del tejido en periodos de rehidratacion posteriores al estrés
hidrico, lo cual es favorable en ecosistemas secos, aln si es mantenida
por unos pocos dias mas de lo que normalmente es esperado, ya que
provee a la planta de una mayor ventaja competitiva ante precipitaciones

impredecibles.
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Los mayores valores de conductancia hidraulica expresada por unidad de
biomasa de raices finas (Kire) y por unidad de éarea foliar (Kar)
observados en plantas inoculadas bajo la condicién de riego, podrian
interpretarse como una mayor eficiencia en la incorporacién de agua
producida por la simbiosis MA, para el mantenimiento de un balance
hidrico adecuado en plantas de mayor tamafo.

Bajo la condicion de sequia los valores de Kire Y Kiap disminuyeron en
todos los tratamientos donde hubo micorrizas, lo cual podria estar
relacionado con el efecto de la simbiosis sobre la regulacién de algunos
de los genes que codifican para la expresion de canales proteicos
intrinsecos de la membrana plasmatica que aumentan la permeabilidad al
agua (aquaporinas).

Unicamente las plantas de P. carthagenensis inoculadas presentaron
mecanismos de resistencia a la sequia similares a los encontrados en
algunas especies adaptadas a ecosistemas semiaridos, como la
disminucién del crecimiento, el mantenimiento de valores de CRA>50%,
el aumento de la senescencia foliar y el ajuste osmotico, exhibiendo un
doble mecanismo de resistencia que le permite evadir la sequia a través
de la defoliacion, al mismo tiempo que tolera la sequia mediante el ajuste
osmatico.

P. carthagenensis disminuyé significativamente los valores de gs en todos
los tratamientos bajo la condicion de sequia, independientemente de las

diferencias en biomasa producidas por la inoculaciéon micorrizica, lo cual
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posiblemente indica que el cierre estomatico constituye un mecanismo
importante de regulacion de la respuesta fotosintética durante el déficit
hidrico en P. carthagenensis.

La mayor tasa de fotosintesis del tratamiento M bajo la condicion de
sequia podria representar una ventaja en una planta caducifolia como P.
carthagenenensis, ya que el mantenimiento de una tasa fotosintética baja
en numerosas hojas préoximas a senescer podria ser significativa para la
productividad en términos globales.

La presencia de ndédulos de bacterias fijadoras de nitrégeno en el
tratamiento CE indica que la solucion de nédulos frescos fue efectiva
como inoculante, pero la nodulaciéon en ausencia de micorrizacion no
produce un efecto positivo en el crecimiento y en la respuesta fisiol6gica
de P. carthagenensis.

Aungue P. carthagenensis presenta una serie de mecanismos intrinsecos
gue le permiten evadir la sequia (cierre estomatico, presencia de un tallo
acumulador de agua y abscision foliar), la disminucién del estrés
nutricional mediante la inoculacién con HMA nativos fue favorable para
aumentar la capacidad evasora a través un mayor crecimiento y de la

capacidad de realizar ajuste osmaético durante la sequia.
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9. CAPITULO 1lI

Efecto de la inoculacibn con hongos micorrizicos
arbusculares sobre el crecimiento, sobrevivencia,
fotosintesis 'y relaciones hidricas de Piscidia
carthagenensis Jacq. en una localidad de bosque seco
perturbado por la mineria.
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9.1. Introduccién

El clima arido con un prolongado periodo de sequia, aunado a las
condiciones adversas de las localidades perturbadas por la mineria en la
Peninsula de Macanao (alto porcentaje de fragmentos de roca, condiciones
fisicas y quimicas pobres, baja disponibilidad de fésforo y nitrdgeno, bajo
contenido de materia organica, altos valores de pH y altas temperaturas
superficiales), representan un reto para el establecimiento de plantaciones de
arboles con fines de restauracion. La eliminacion de propagulos de hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) es frecuentemente un factor limitante en el
proceso de regeneracion natural de la vegetacién después de una perturbacion
de mediano y gran impacto (Cuenca et al. 1998; Allen et al. 2005), sin embargo,
estos pueden ser incorporados o inoculados exitosamente a la rizésfera de
plantas que tengan una etapa de vivero antes de ser transplantadas al campo

(Cuenca et al. 2003).

Bajo condiciones adversas similares en otras regiones aridas y
semiaridas del mundo se ha observado que la inoculacion con HMA es un pre-
requisito para garantizar el crecimiento, la resistencia a la sequia y la
sobrevivencia de leguminosas nativas en areas degradadas (Herrera et al. 1993;
Palenzuela et al. 2002; Allen et al. 2005). En un ensayo realizado con
leguminosas exéticas y nativas en un area degradada del Mediterraneo, se
encontré que solamente las especies nativas sobrevivieron a las condiciones

ambientales locales y respondieron positivamente a la colonizacion con HMA
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(Herrera et al. 1993). De manera similar la inoculacién de arbustos nativos de la
misma regién con el hongo micorrizico Glomus intraradices indujo un mayor
desarrollo del micelio externo y un incremento del contenido de nutrientes en los
tejidos vegetales después de ocho meses de crecimiento en suelos perturbados

(Palenzuela et al. 2002).

En proyectos de restauracion ecolégica con fines de conservacion, se han
reintroducido inoculos nativos de HMA provenientes de diferentes etapas
sucesionales para facilitar la recuperacion de bosques deciduos y aumentar su
resiliencia (Allen et al. 2003), poniendo de manifiesto la importancia de la fuente
del in6culo en la respuesta de crecimiento de arboles nativos. Se han sefialado
efectos que varian en el tiempo, como el de un inéculo sucesional temprano
dominado por especies del género Glomus, que produjo un mayor crecimiento
durante el primer afio, y que posteriormente fue superado por un indculo del
bosque maduro de mayor diversidad, en el segundo afio de crecimiento en
campo (Allen et al. 2005). Se ha reportado que el uso de inéculos nativos
colectados localmente son igual o mas efectivos en incrementar el crecimiento y
productividad de las plantas que los indculos foraneos conformados por una sola
especie de HMA (Requena et al. 2001; Caravaca et al. 2005), y por ello el uso
de inéculos producidos en el ambito local podria representar una alternativa
econdmica y ecoldgicamente mas adecuada que el uso de inoculantes

comerciales foraneos de HMA (Pellegrino et al. 2011).

Entre las principales limitaciones del uso de especies nativas para la

reforestacion de zonas aridas y semiaridas del mundo, se encuentra el lento
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crecimiento que reportan estas especies en comparacion con arboles exéticos
seleccionados y el desconocimiento sobre los métodos de establecimiento mas
adecuados para las distintas condiciones ecologicas y sobre la fisiologia de las
especies nativas, fundamentalmente en lo que se refiere a la resistencia al

estrés hidrico (Cony, 1995).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto a largo plazo de
diferentes combinaciones suelo-indculo provenientes del mosaico sucesional de
matorral xerdfito y del in6culo foraneo A. lacunosa sobre el crecimiento,
sobrevivencia, relaciones hidricas e intercambio gaseoso de plantas de P.
carthagenensis sembradas en una localidad recién perturbada por la mineria,
incluyendo tres periodos consecutivos de lluvia, sequia y recuperacion de la

sequia (segundo periodo de lluvias).
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9.2. Materiales y Métodos

Este experimento estuvo conformado por 15 tratamientos establecidos
por una combinacion de tres tipos de suelos (factor suelo) y de cinco
condiciones de inoculacion (factor inéculo). Los suelos utilizados, provenientes
del matorral (Mat), de las parcelas sucesionales de veinte afios (Va) y de dos
afios (Da), no fueron esterilizados, por lo que presentaban poblaciones naturales
de microorganismos. Las condiciones de inoculacion fueron: Plantas no
inoculadas (NI), inoculadas con HMA nativos provenientes del matorral (M), de
las localidades sucesionales de 20 afios (V) y dos afios (D), e inoculadas con el
HMA fordneo A. lacunosa (L). En la Tabla 13 se observan los tratamientos

derivados del disefio experimental de campo.

Tabla 13. Tratamientos derivados de la combinacion de tres tipos de suelo no estériles
y cinco condiciones de inoculacion del experimento de campo. El primer factor tiene tres
niveles (suelos de tres etapas sucesionales contrastantes) y el segundo factor tiene 5
niveles (condiciones de inoculacion con hongos micorrizicos arbusculares).

Factor Suelo (no estéril)
Factor In6culo Parcela sucesional Parcela sucesional
Matorral (Mat) 20 afios (Va) 2 afios (Da)
Control no inoculado (NI) Mat-NI Va-NI Da-NI
Matorral (M) Mat-M Va-M Da-M
Parcela 20 afios (V) Mat-V Va-V Da-V
Parcela 2 afios (D) Mat-D Va-D Da-D
Acaulosporalacunosa (L) Mat-L Va-L Da-L
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Para evaluar el efecto de las 15 combinaciones suelo-in6culo sobre el
crecimiento, la sobrevivencia y la respuesta a la sequia de P. carthagenensis en
campo, se establecié una parcela de 1728 m? con 165 plantas (11 réplicas por
tratamiento) en una localidad degradada por la mineria en la Peninsula de

Macanao,

Las plantas fueron previamente cultivadas desde la etapa de plantula en
bolsas de polietileno de tres kilos bajo los diferentes tratamientos, en un vivero
establecido en la arenera La Chica. Luego de cinco meses de crecimiento en el
vivero las 165 plantas fueron sembradas en la localidad degradada, utilizando
un disefio de bloques al azar. Se incorpor6 aleatoriamente una réplica de cada
uno de los 15 tratamientos en cada blogue con una distancia entre plantas de 3

x 3 m (Figura 14).

Figura 14. Disefio de siembra en campo mostrando la orientacién de los bloques
lineales. El &rea de la parcela experimental fue de1728 m? con 165 plantas.
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En la Figura 15 se muestra el aspecto general de la parcela seleccionada
antes de la siembra y de las plantas distribuidas en bloques lineales listas para
sembrar. Al momento de la siembra se conservo el suelo en el cual se cultivo
cada planta, es decir, no se realizé la siembra de las plantas a raiz desnuda

(Figura 15).

El momento de siembra en campo es considerado como t=0 (Tabla 14).
Las plantas fueron regadas dos veces por semana durante los tres primeros
meses hasta el inicio del primer periodo de lluvias. A los 4 meses se realizo la
primera medicién después de la siembra. A los 9, 11 y 17 meses de crecimiento
en campo se realizaron las mediciones correspondientes a los periodos
consecutivos de lluvia, sequia y recuperacién de la sequia (la recuperacion

corresponde al segundo periodo de lluvias).

La sequia tuvo una duracion de cuatro meses consecutivos (meses 11,
12, 13 y 14 de siembra en campo) y las mediciones se realizaron al inicio del
periodo de sequia, especificamente a los 17 dias de haber finalizado las lluvias
(Tabla 14). En la Figura 15 se muestra el aspecto general de la parcela y de las

plantas a los 9, 11 y 17 meses de crecimiento en campo.

En el transcurso del periodo de sequia se produjo la pérdida total de las
hojas de todos los arboles del experimento. La produccion y expansion completa
de nuevas hojas tardé dos meses y medio aproximadamente desde el inicio del

segundo periodo de lluvias (Tabla 14).
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Figura 15. Aspectos generales del proceso de siembra. a) Localidad perturbada
seleccionada para el establecimiento de la parcela experimental. b) Ubicacion de las
plantas en un disefio de bloques al azar justo antes de la siembra. c) siembra de una
planta conservando el suelo en el cual se cultivo la planta en el vivero. c) Planta a los
cuatro meses de crecimiento en campo. d) Mediciones a los cuatro meses de
crecimiento.
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Tabla 14. Cronograma de siembra, riego y secuencia de periodos de lluvia, sequia y de
pérdida y recuperacion de hojas durante el experimento de campo. Los meses en los
que se realizaron las mediciones estan identificados con cruces negritas en casillas
grises.
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Mediciones al momento de la siembra

Al momento de la siembra se evalué el porcentaje de colonizacion
micorrizica en raices finas de cinco réplicas por tratamiento (apartado 6.2), y se
realizaron mediciones de altura, diametro basal del tallo (apartado 6.1.1) y
medidas intercambio gaseoso entre las 9:00 y 11:00 am (apartado 6.5) en 7

réplicas por tratamiento.
Mediciones después de la siembra

A los 4, 9, 11 y 17 meses después de la siembra, se realizaron
mediciones de altura y diametro en 7-9 réplicas por tratamiento (apartado 6.1.1).
A los 9, 11 y 17 meses se midieron parametros de relaciones hidricas e
intercambio gaseoso en 4 réplicas por tratamiento. El potencial hidrico (V) se
midié entre las 6:00 y las 8:00 am (apartado 1V.4.2), se congelaron los foliolos
medidos para determinar el potencial osmotico (¥s) y el potencial de turgencia
(¥: apartado 6.4.3). El contenido de agua foliar (CAF) se determiné en otro

foliolo de la misma hoja compuesta (apartado 6.4.4).

La fotosintesis instantanea (A), La transpiracion (E), la conductancia
estomatica (gs), la concentracion intercelular de CO, (Cj), y la eficiencia de uso
de agua (EUA), se midieron entre las 9:00 y las 11:00 am (apartado 6.5). La
radiacion fotosintéticamente activa (RFA) no varié significativamente entre las

temporadas de lluvia y sequia y fue de 1456,4 + 42,9 umol m? s™ (+ES).

La tasa de sobrevivencia se determind mediante la relacion entre el

namero de individuos vivos al final de cada censo y la cantidad de plantas
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sembradas inicialmente para cada tratamiento (Krebs, 1999). Se realizaron

censos a los 4, 9y 17 meses después de la siembra.
Analisis Estadistico

La colonizacion micorrizica, el intercambio gaseoso y las relaciones
hidricas al momento de la siembra se analizaron con un ANOVA multivariado
(MANOVA) de dos vias. Se aplicé la prueba a posteriori de comparacion de

medias de LSD (a= 0,05).

La altura y el diametro de las plantas al momento de la siembra (t=0) y a
los 4, 9, 11 y 17 meses de crecimiento en campo, se analizaron por separado
para cada uno de los periodos con un ANOVA de dos vias. Se aplico la prueba a

posteriori de comparacion de medias de LSD (a= 0,05).

Los datos de intercambio gaseoso y relaciones hidricas en lluvia (9
meses) y sequia (11 meses) se analizaron conjuntamente a través de un
MANOVA de tres vias. Este analisis incluy6 9 variables dependientes (¥, Vs, ¥4,
CAF, A, E, gs, Ci y EUA) vy la interaccion de las tres fuentes de variacion:
temporada (lluvia y sequia), suelo de siembra (Mat, Va y Da) y condicion de
inoculacion: NI, M, V, D y L. Para evaluar las medidas multivariadas de
asociacion, se utilizé el estadistico Lambda de Wilks (). Todas las variables
presentaron homogeneidad de varianzas con la prueba de Cochran (Anexo ),
excepto el potencial osmético, el cual no se incluy6 en el analisis. Se aplicé la
prueba a posteriori de comparaciéon de medias de Tukey HSD (p< 0,05). Los

datos de intercambio gaseoso Yy relaciones hidricas a los 17 meses
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(recuperacion de la sequia), se analizaron con un MANOVA de dos vias. Se

aplicé la prueba a posteriori de comparacién de medias de LSD (a= 0,05).
9.3. Resultados
9.3.1. Colonizacion micorrizica al momento de la siembra

En el ANOVA de dos vias que se realizé para comprobar el efecto de los
factores suelo e in6culo sobre la colonizacién micorrizica (CMA), Unicamente se
observd un efecto significativo del factor indculo sobre este parametro (p<0,05,

Tabla 15).

Tanto las plantas inoculadas como las no inoculadas presentaron
colonizacion micorrizica, pero los valores de colonizacion de los tratamientos M,
D y L fueron significativamente mayores que en el tratamiento NI (Tabla 15). No
se observaron diferencias significativas en el porcentaje de arbusculos e hifas
entre tratamientos, pero la colonizacion por vesiculas fue significativamente
mayor en plantas inoculadas que en las no inoculadas (Tabla 15). Las plantas
de los tratamientos D y L mostraron el mayor valor de colonizacion por

vesiculas, seguidas por los tratamientos My V (Tabla 15).
9.3.2. Intercambio gaseoso al momento de la siembra

El intercambio gaseoso al momento de la siembra en campo (cinco
meses de cultivo en el vivero de la arenera La Chica), se muestra en la Tabla
16. El suelo de siembra, las condiciones de inoculacion y la interaccién suelo x
indculo tuvieron un efecto significativo sobre algunos parametros de intercambio

gaseoso (Tabla 16).
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Tabla 15. Colonizacién por micorrizas arbusculares (CMA), arbusculos, vesiculas e
hifas, al. momento de la siembra en campo (t=0). Bajo cinco condiciones de inoculacion:
Plantas no inoculadas (NI), con in6culo del matorral (M), con indculo de la parcela de 20
afos (V), con in6culo de la parcela de dos afios (D) y con in6culo de A. lacunosa (L).
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 15 tratamientos (p<0.05)
utilizando el test de LSD.

Inoculaciéon  CMA (%) Arbusculos (%) Vesiculas (%) Hifas (%)

NI 65,7+51b 201+11 a 151+25¢c 304+29a
89,6 +3,3a 246+17a 33,7+23Db 31,3x14a

M

\% 79,7+116ab 243%3,7 a 28,7+27hb 26,7+25a
D 942+98a 221+33 a 469+11,8a 251+10,1a
L

915+119a 26,2+53a 37,7+10,2ab 279+95a
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Tabla 16. Intercambio gaseoso al momento de la siembra (t=0). Fotosintesis
instantanea (A), transpiracion (E), conductancia estomética (gs) y eficiencia de uso de
agua (EUA), a una RFA natural promedio de 1750 pmol m? s™. Las plantas fueron
previamente cultivadas en suelos no estériles del Matorral (Mat), de la parcela
sucesional de 20 afios (Va) y de la parcela sucesional de dos afios (Da), combinados
con cinco condiciones de inoculacion: Plantas no inoculadas (NI), con inéculo del
matorral (M), con indculo de la parcela de 20 afios (V), con indculo de la parcela de dos
afios (D) y con in6culo de A. lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre los 15 tratamientos (p<0.05) utilizando el test de LSD. Se muestran
resultados del ANOVA de dos vias con los p-valores.

Suelo  In6culo A (umol m? s™)

E(mmolm?s?) gs(mmolm?s™)

C; (umol mol™)

EUA (mmol mol™)

Mat NI-control 3,35b 2,21 bc 3571b 151,01 b 2,23 a
M 576a 3,49 ab 67,14 ab 174,39 ab 2,25 ab
Y, 5,48 ab 3,28b 62,86 ab 195,04 a 1,93 ab
D 598 a 452 a 95,71 a 179,53 ab 2,01 ab
L 2,36 bc 2,03 bc 34,29 bc 20251 a 1,77 bc
Va Nl-control 185c 1,09 cd 1571 c 176,27 ab 1,59 bc
M 3,74 b 193¢ 32,86 b 142,11 b 1,88 b
\ 4,16 ab 2,68 bc 47,14 b 151 b 1,57 c
D 4,07 ab 2,88 bc 55,71 b 169,23 b 1,35d
L 4,5 ab 3,08 b 65,71 ab 202,76 a 1,33 cde
Da NI-control 161c 161c 17,14 c 174,04 b 1,41 cde
M 3,66 b 0,79d 32,86 b 147,84 b 1,83 bc
\ 321b 1,87 c 4571 b 147,29 b 1,71 bc
D 3,76 b 167c 34,29 b 178,79 ab 1,32 de
L 2,8 bc 1,43c 3571b 204,99 a 0,99e
ANOVA
Suelo (S) * ok * NS ok
Indculo (1) * i * * o
Sxl * * NS NS NS
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Todas las plantas inoculadas cultivadas en los suelos Va y Da, mostraron
valores de A y gs significativamente mayores que las plantas no inoculadas,
mientras que en el suelo Mat Unicamente los tratamientos Mat-M y Mat-D
mostraron tasas de A significativamente mayores que el tratamiento Mat-NI

(Tabla 16).

La E fue significativamente menor en las plantas cultivadas en el suelo Da
que en los deméas suelos, mientras que los tratamientos Mat-D y Mat-M

mostraron los mayores valores de E (Tabla 16).

El suelo de siembra no tuvo un efecto significativo sobre la Cj, y
Unicamente los tratamientos inoculados Mat-V y Mat-L y Da-L mostraron valores
de C; significativamente mas altos que los tratamientos no inoculados Mat-NI y

Da-NI (Tabla 16).

Tanto el suelo de siembra como las condiciones de inoculacion tuvieron
un efecto significativo sobre la EUA (Tabla 16). Las plantas cultivadas en el
suelo Mat mostraron los valores mas altos de EUA que las cultivadas en los
suelos Va y Da, excepto para el tratamiento Mat-L (Tabla 16). En los suelos Vay
Da no se observaron diferencias significativas en la EUA de plantas inoculadas y

no inoculadas (Tabla 16).

9.3.3. Altura y diametro de las plantas desde el momento de la siembra

hasta los 17 meses de crecimiento.
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La inoculacidon micorrizica no tuvo un efecto significativo sobre la altura de
las plantas al momento de la siembra en campo (t=0), Unicamente se observo

un efecto del suelo de siembra (Tabla 17).

Tabla 17. Altura de las plantas (cm) desde el momento de la siembra (t=0) y a los 4, 9,
11y 17 meses de crecimiento en campo. Las plantas fueron previamente cultivadas en
suelos no estériles del Matorral (Mat), de la parcela sucesional de 20 afios (Va) y de la
parcela sucesional de dos afios (Da), combinados con cinco condiciones de
inoculacién: Plantas no inoculadas (NI), con in6culo del matorral (M), con in6culo de la
parcela de 20 afos (V), con indculo de la parcela de dos afios (D) y con inéculo de A.
lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 15
tratamientos (p<0.05) utilizando el test de LSD. Se muestran resultados del ANOVA de
dos vias con los p-valores.

Meses después de la siembra
Suelo Inéculo 0 4 9 11 17
Mat NI-control 18,1b 925b 179,7ab  180,3 ab 190,0 c
M 213a 66,8 C 148,8bc  152,2 bc 183,9c¢c
V 16,3 bc 92,1 bc 162,6 b 169,1ab  168,6 cd
D 17,2b 72,8 ¢C 1346 ¢c 1379 ¢ 182,2c
L 17,6 bc 85,9 bc 156 b 159,7 b 2124 ¢

Va Nl-control 14,7 bc 425d 162,7b 1652 b 179,4 c

M 15,8 bc 65,9 bc 175,3 a 180,4 a 201,1 bc
V 148c 117,6 ab 1514 b 1599b 164,3d
D 149c 77,1 bc 1948 a 196,2 a 2359b
L 11,4d 86,1 bc 136,7 ¢ 139,3 ¢ 161,3 ¢
Da Nl-control 15,4 bc 48,7d 155 b 1579b 173,0 cd

M 14,9 bc 69,1 bc 181,8a 189,4 a 301,2a
VvV 15,7 bc 126,8 a 187,1a 185,7 a 2395Db
D 149hDbc 79,4 b 1729a 186,4 a 2270b

L 146¢ 94,7b 199 a 200,1 a 2239Db
ANOVA
Suelo (S) * * * * *
In6eulo (1) NS * *k *kx *%
Sxl NS NS * * *

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001
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Las plantas de los tratamientos Mat-NI, Mat-M y Mat-D mostraron valores
mayores de altura que todos los demas tratamientos al momento de la siembra

(Tabla 17).

A los 4, 9 y 11 meses de siembra, se observd una mayor altura en las
plantas inoculadas que en las NI, Unicamente en las plantas previamente
cultivadas en los suelos sucesionales, mientras que en el suelo Mat las plantas
inoculadas con M, V y D mostraron valores de altura iguales o significativamente
menores al observado en las plantas NI (Tabla 17). En el suelo Va, las plantas
inoculadas con los ind6culos nativos mostraron valores de altura
significativamente mayores que las inoculadas con el in6culo foraneo L, alos 9y

11 meses de crecimiento (Tabla 17).

A los 17 meses de crecimiento se observaron valores de altura
significativamente mayores en las plantas inoculadas en el suelo Da, con el
mayor valor en el tratamiento Da-M (Tabla 17). En las plantas previamente
cultivadas en el suelo Va el tratamiento Va-D mostr6 una altura
significativamente mayor que en el tratamiento Va-NI, mientras que en el suelo
Mat no se observaron diferencias significativas entre plantas inoculadas y NI

(Tabla 17).

El diametro basal del tallo desde el momento de la siembra hasta los 17
meses de crecimiento se muestra en la Tabla 18. Se observé un efecto
significativo del factor suelo al momento de la siembra y a los cuatro meses de
crecimiento en campo, pero a partir de los nueve meses de crecimiento no se

observo un efecto significativo de este factor (Tabla 18).
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Tabla 18. Diametro basal del tallo (mm) desde el momento de la siembra (t=0) y a los 4,
9, 11 y 17 meses de crecimiento en campo. Las plantas fueron previamente cultivadas
en suelos no estériles del Matorral (Mat), de la parcela sucesional de 20 afios (Va) y de
la parcela sucesional de dos afios (Da), combinados con cinco condiciones de
inoculacion: Plantas no inoculadas (NI), con inéculo del matorral (M), con in6culo de la
parcela de 20 afios (V), con indculo de la parcela de dos afos (D) y con inéculo de A.
lacunosa (L). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los 15
tratamientos (p<0.05) utilizando el test de LSD. Se muestran resultados del ANOVA de
dos vias con los p-valores.

Meses después de la siembra
Suelo In6culo 0 4 9 11 17
Mat NI-control 7,9 bc 19b 39,2 ab 38a 54,4 Db
M 91a 19,7b 39ab 39,3a 50,6 bc
V 7,6bc 198b 38,5ab 39a 51,4 bc
D 7,7b 16,2c 35,4 bc 41,3 a 5440b
L 7.2bc 188bc 35,4 bc 36,5a 52,6 b

Va Nlcontrol 7,5bc 16,3 ¢ 372b 248D 63 ab
M 8,2Dbc 18,8b 40 ab 40,3 a 54,4 b
vV 70c 23,0a 32,2¢c 36,7 a 428 c¢c
D 79b 16,9 bc 39,1b 36,3 a 47,9 bc
L 7.6bc 18,1bc  38,2ab 389a 64,7 ab

Da Nlcontrol 6,0d 152c 36,0b 30,6 b 58,6 b
M 6,1d 20,7 ab 39,3a 39,1a 51,2b
V 7,2bc 229a 41,4 a 394 a 659 a
D 75bc 172bc  34,8bc 38,2a 57,5 ab
L 6,7c 18,3 bc 41,7 a 39,7a 63,2 a

ANOVA

Suelo (S) * * NS NS NS

Inéeulo (1) * * * * *
Sxl__Ns NS NS NS NS

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001



141

El didmetro de Mat-M al momento de la siembra fue significativamente
mayor que el de todos los demas tratamientos, los cuales mostraron didmetros
significativamente menores o iguales a las plantas NI (Tabla 18). Alos 4y 9
meses de crecimiento Unicamente en las plantas previamente cultivadas en los
suelos sucesionales, se observaron diametros del tallo significativamente
mayores en algunos tratamientos inoculados que en plantas NI (Tabla 18). A los
11 meses todas las plantas inoculadas mostraron didmetros significativamente
mayores que las NI, pero a los 17 meses este efecto positivo de la inoculaciéon

se mantuvo Unicamente en los tratamientos Da-V y Da-L (Tabla 18).

En la figura 16 se muestra el aspecto general de las plantas a los 9, 11y

17 meses de crecimiento.
9.3.4. Sobrevivenciaalos 4,9y 17 meses de crecimiento

El porcentaje de sobrevivencia a los 4, 9 y 17 meses de establecimiento
en campo se muestra en la Figura 17. Entre los 4 y 9 meses de crecimiento la
mayoria de los tratamientos mostré porcentajes de sobrevivencia superiores al
80%, excepto para los tratamientos Da-NI, Va-L y Da-L cuyo porcentaje de
sobrevivencia fue menor (50-60%). La sobrevivencia durante el segundo periodo
de lluvias (17 meses de crecimiento) fue mas alta en las plantas cultivadas en el
suelo Mat que en las plantas cultivadas en los suelos sucesionales (Figura 17).
Las plantas del tratamiento Mat-M mostraron un 100% de sobrevivencia a
diferencia de los demas tratamientos en los cuales se observé un porcentaje de

sobrevivencia que varié entre 74 y 82% (Figura 17).
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Figura 16. Aspecto de las plantas en el periodo de lluvia (a-b), sequia (c-d) y
recuperacion de la sequia (e-f).
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Figura 17. Sobrevivencia de las plantas a los 4, 9 y 17 meses de crecimiento en una
localidad perturbada. Las plantas fueron previamente cultivadas en suelos no estériles
del Matorral (Mat), de la parcela sucesional de 20 afios (Va) y de la parcela sucesional
de dos afios (Da), combinados con cinco condiciones de inoculacion: Plantas no
inoculadas (NI), con inéculo del matorral (M), con indculo de la parcela de 20 afios (V),
con in6culo de la parcela de dos afios (D) y con inéculo de A. lacunosa (L).
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La sobrevivencia de las plantas previamente cultivadas en suelos
sucesionales (Vay Da) fue mayor en los tratamientos inoculados con M, Vy D
(65-90%), que en las plantas no inoculadas y en las inoculadas con L (40-57%,

Figura 17).

La mayoria de las plantas no inoculadas que sobrevivieron fueron
notablemente mas pequefias y con menos ramificaciones que las plantas

inoculadas (Figura 18).

9.3.5. Intercambio gaseoso en las temporadas de lluvia y sequia (9 y 11

meses de crecimiento)

Los valores de medias para la tasa de fotosintesis instantanea (A) y la
tasa de transpiracion (E) fueron significativamente mas altos en la temporada de
lluvia que en la temporada de sequia (Figura 19). Se observo un efecto
significativo de la interaccién entre la condicion de inoculacion y el suelo de

siembra inicial (Anexo ).

En el periodo de lluvia, en las plantas previamente cultivadas en los
suelos Mat y Va no se observaron diferencias significativas en A y E entre
plantas inoculadas y no inoculadas, mientras que en las cultivadas en el suelo
Da se observaron valores de A y E significativamente mayores en las plantas

inoculadas con D, que en las plantas no inoculadas (Figura 19).
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Figura 18. Diferencias en tamafo de una planta no inoculada previamente cultivada en
suelo no estéril del matorral (Mat-Nl), y otra previamente cultivada en suelo no estéril de
la parcela sucesional de dos afios inoculada con in6culo del matorral (Da-M).
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En el periodo de sequia la A fue significativamente menor en todos los
tratamientos respecto a los valores observados en lluvia, y no hubo diferencias
significativas entre las distintas condiciones de inoculacion, ni entre suelos
(Figura 19). La E en plantas cultivadas en los suelos Mat y Va no mostro
diferencias debidas a la inoculacion, mientras que en plantas cultivadas
previamente en el suelo Da, la E fue significativamente mayor en las inoculadas

con D, Vy L que en las inoculadas con My las no inoculadas (Figura 19).

La conductancia estomética (gs) y la concentracién intercelular de CO;
(Ci), en las temporadas de lluvia y sequia se muestran en la Figura 20. No se
observo un efecto significativo de la temporada, del suelo de siembra inicial, ni
de la condicion de inoculaciébn sobre la gs (Anexo Il), pero la C; fue
significativamente mas alta en la temporada de sequia que en la temporada de
lluvia (Figura 20), y se observé un efecto significativo de la interaccion entre la

condicion de inoculacion y el suelo de siembra inicial (Anexo II).

En la temporada de lluvia se observaron valores significativamente mas
bajos de C; en las plantas inoculadas con M y V que en plantas NI, Unicamente
en las plantas cultivadas previamente en el suelo Da, mientras que en los suelos
Mat y Va no se observo un efecto de la inoculacion sobre este parametro (Figura
20). En la temporada de sequia Unicamente los tratamientos Va-M y Va-D
mostraron valores de C; significativamente menores a las plantas no inoculadas
(Va-NI), mientras que en las plantas previamente cultivadas en los suelos Mat y

Da no se observo un efecto significativo de la inoculacién sobre la C; (Figura 20).
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9.3.6. Relaciones hidricas en las temporadas de lluvia y sequia (9 y 11

meses de crecimiento)

Los valores de potencial hidrico (¥) y potencial de turgencia (\Vy) en las
temporadas de lluvia y sequia se muestran en la Figura 21. Se observé un
efecto significativo de la interaccién entre los factores temporada, condicion de

inoculacién y suelo de siembra para ambos parametros (Anexo I1).

En la temporada de lluvia los ¥ de los tratamientos Mat-M, Mat-V, Mat-D,
Va-L y Va-D fueron significativamente mayores que los de sus contrapartes no
inoculadas (Mat-NI y Va-NI, Figura 21). El ¥; de las plantas inoculadas con M
fue significativamente mayor que el de las plantas no inoculadas en todos los
suelos de siembra inicial, mientras que las plantas previamente cultivadas en los
suelos sucesionales e inoculadas con V, D y L mostraron un Y

significativamente mayor que las NI (Figura 21).

En la temporada de sequia no se observaron diferencias significativas en
el ¥ de plantas inoculadas con los in6culos nativos y plantas NI, en ninguno de
los suelos evaluados, no asi para el ¥; que fue significativamente mayor en las
plantas inoculadas con M y D (cultivadas previamente en los suelos Mat y Da),

gue en plantas no inoculadas (Figura 21).

El ¥ de las plantas inoculadas en sequia no varid significativamente
respecto al de sus contrapartes en lluvia, a diferencia del ¥;, para el cual se

observaron valores significativamente mas altos en los tratamientos Mat-D y Da-

M en sequia que en lluvia (Figura 21).
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9.3.7. Intercambio gaseoso en el segundo periodo de lluvias (recuperacion

de la sequia 17 meses de crecimiento).

El intercambio gaseoso durante el segundo periodo de lluvias (después
de la formacion de nuevas hojas) se muestra en la Figura 22. Durante este
periodo no se observé un efecto significativo del suelo de siembra inicial sobre el
intercambio gaseoso, pero si hubo un efecto significativo de las condiciones de
inoculacion (Anexo Ill). Los valores promedio mostrados corresponden a un

n=12.

La tasa de fotosintesis (A) fue significativamente mayor en el tratamiento
M seguido de los tratamientos D y L con un valor intermedio y los tratamientos
NI y V con los valores mas bajos (Figura 22). La tasa de transpiracion (E) y la
conductancia estomatica (gs) mostraron un comportamiento similar al observado
en A, pero Unicamente el tratamiento M mostré valores significativamente

mayores en comparacion con los demas tratamientos (Figura 22).

No se observaron diferencias significativas en la concentracion
intercelular de CO; (C)) entre plantas inoculadas y no inoculadas, mientras que
al comparar entre plantas inoculadas se observo una mayor Ci en M que en V'y

L (Figura 22).

La eficiencia de uso de agua instantdnea (EUA) fue significativamente
mayor en las plantas inoculadas que en plantas no inoculadas y no se

observaron diferencias significativas entre inoculos (Figura 22).
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matorral (M), con indculo de la parcela de 20 afios (V), con indculo de la parcela de dos
afios (D) y con in6culo de A. lacunosa (L).Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias (p<0,05) utilizando el test de LSD.

9.3.8. Relaciones hidricas en el segundo periodo de lluvias (recuperacion

de la sequia 17 meses de crecimiento).

Las relaciones hidricas durante el segundo periodo de lluvias se
muestran en la Figura 23. Se observo un efecto significativo de la interaccion de
los factores suelo x in6culo Unicamente para los potenciales hidrico, osmoético y
de turgencia (¥, Ws y V), mientras que para el contenido de agua foliar (CAF)

no se observaron efectos significativos de estos factores (Anexo lll).

Las plantas cultivadas con el in6culo M no mostraron diferencias
significativas en sus valores de ¥, W5 y W respecto a las plantas no inoculadas,
independientemente del suelo de siembra utilizado, mientras que para los
demas tratamientos de inoculacion la respuesta hidrica de la planta vario
dependiendo del suelo de siembra (Figura 23). ElI ¥ de los tratamientos Mat-V,
Mat-L y Da-L fue significativamente menor que el de sus contrapartes no

inoculadas (Figura 23).

El s fue significativamente menor en los tratamientos Va-V, Va-D, Va-L y
Da-L, lo cual coincidi6 con un incremento en el ¥; en dichos tratamientos
respecto a sus contrapartes no inoculadas, mientras que en los demas
tratamientos inoculados se observaron valores de W; similares o inferiores a los

observados en sus contrapartes no inoculadas (Figura 23).
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9.4. Discusion

Los resultados mostrados previamente confirman lo observado en los
Capitulos | y 1l sobre el efecto positivo de la inoculacién con HMA nativos sobre
el crecimiento de P. carthagenensis en suelos perturbados, destacando en este
caso el mantenimiento a largo plazo de dicho efecto. La inoculacion asistida
durante la etapa de vivero en combinacion con el uso de suelos sucesionales
como sustrato de siembra, tuvieron un efecto significativo durante un periodo de
crecimiento en campo de nueve meses bajo condiciones edafoclimaticas
estresantes, como una alta radiacion incidente, baja disponibilidad de fésforo y
nitrdgeno, bajo contenido de materia organica, baja capacidad de retencion de
agua y alta pedregosidad en la localidad de siembra. Ademas el efecto positivo

de la inoculacion se mantuvo luego de un periodo de cuatro meses de sequia.

La presencia de colonizacién micorrizica en las plantas no inoculadas
(NI), indica que los suelos nativos (no estériles) utilizados como sustrato de
siembra contienen porpagulos residuales de HMA con una capacidad infectiva
no despreciable. Aun asi, la presencia de un porcentaje de colonizacién
micorrizica mayor en las plantas inoculadas que en las no inoculadas al
momento de la siembra, indica que la inoculacién favorecié un mayor desarrollo
de la colonizacién, reflejando un mayor poder infectivo de los indculos
elaborados a partir de los distintos suelos nativos. Frecuentemente la respuesta
positiva de las plantas a la inoculacion micorrizica ha sido reportada utilizando

suelo estéril (Alexander et al. 1992), sin embargo la esterilizacién de suelos no
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es comun en la mayoria de los viveros lo cual representa una limitacion para la

verdadera aplicabilidad de los resultados obtenidos.

La ausencia de un efecto significativo de la inoculacion micorrizica sobre
el crecimiento en altura al momento de la siembra podria deberse a la presencia
de colonizacion micorrizica en las plantas no inoculadas, como se menciono
anteriormente. Aun asi, la mayor A y gs observada en las plantas inoculadas
parece indicar que la inoculacion micorrizica favorecié una mejor condiciéon
fisiol6égica en estos tratamientos. Se ha reportado que los efectos positivos de
las MA pueden ser independientes de un incremento en el crecimiento de las
plantas (Augé, 2001). El incremento en la incorporacién de foésforo por una
simbiosis MA mas eficiente, puede aumentar la concentracion de fosforo foliar
afectando la sensibilidad de los estomas al ABA (Mansfield et al. 1990), ademas
puede incrementar la apertura estomatica y la transpiracion a través del
incremento en el sumidero de carbono de la raiz por la presencia de la simbiosis
(Kaschuk et al. 2009). Por otro lado los cambios en A vienen dados también por
factores bioquimicos (tales como la cantidad y actividad de la enzima Rubisco)
gue puede ser modulada por una mayor disponibilidad de nutrientes producida

por las MA (Querejeta et al. 2003).

A partir de los 4 meses de crecimiento en campo se observd un
incremento en la altura de las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas,
Unicamente en las plantas previamente cultivadas en los suelos sucesionales
(suelo de la localidad sucesional de veinte afios y dos afios), con los mayores

incrementos en altura observados en el suelo de dos afios, que corresponde al
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sustrato mas degradado. Este efecto positivo se mantuvo en los meses
posteriores de crecimiento. Este resultado es particularmente importante ya que
una estrategia comun en el establecimiento de plantaciones para la restauracion
es la aplicacion de mezclas de fertilizantes solubles de liberacion lenta para
promover el crecimiento de los arboles durante largos periodos de tiempo (Huat
et al. 2002), y en este sentido la inoculacion con HMA nativos podria
considerarse como una alternativa sustentable al uso de fertilizantes en el
ambito de la restauracién, reduciendo sustancialmente su uso y disminuyendo

los dafos ambientales.

Los suelos de siembra tuvieron un efecto significativo durante los
primeros 11 meses de crecimiento y se observo una pérdida parcial de su efecto
en el periodo de recuperacion. La inoculacién fue mas importante cuando se
combind con los suelos perturbados, correspondientes a sustratos con una baja
disponibilidad de nutrientes y materia organica. Estos resultados coinciden con
lo observado en el capitulo VIII del presente estudio, confirmando que el efecto
positivo de los MA sobre el crecimiento de las plantas es de mayor magnitud a

bajas concentraciones de nutrientes del suelo.

Aungue la menor respuesta del inéculo foraneo respecto a los nativos no
fue consistente para todos los parametros ni para todos los periodos de
crecimiento evaluados, la sobrevivencia con el indculo foraneo fue similar a la
observada en las plantas no inoculadas cultivadas en suelos sucesionales, lo
cual representa una desventaja del uso de este in6culo en suelos perturbados.

Las plantas previamente cultivadas en suelos sucesionales e inoculadas con
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HMA nativos, mostraron una mayor sobrevivencia que las inoculadas con el
in6culo foraneo y las no inoculadas a los 17 meses de crecimiento en campo,
después de una temporada de sequia natural, resaltando la importancia del uso
de in6culos nativos para disminuir la mortalidad de esta planta en suelos
perturbados y comprobando por un lado que la inoculacion micorrizica tiene un
alto potencial para facilitar el establecimiento de plantulas en suelos perturbados
(Onguene & Kuyper, 2005), y por otro lado que los HMA nativos representan

una fuente preferencial de inodculo para estos fines.

Resultados similares sobre una mayor eficiencia a largo plazo de in6culos
nativos de HMA fueron obtenidos por Requena et al. (2001), quienes reportaron
que el uso de una mezcla de HMA nativos fue menos eficiente que el in6culo
forAneo Glomus intraradices en promover el crecimiento del arbusto Anthyllis
cytisoides durante el primer afio de crecimiento después del transplante a un
area semiarida degradada, sin embargo cuatro afios después de la siembra, el
crecimiento de las plantas inoculadas con la mezcla de HMA nativos fue
significativamente mayor que el de las inoculadas con el HMA foraneo,
demostrando que las respuestas iniciales de crecimiento no necesariamente son
un indicador confiable de un buen desempefio a largo plazo de la inoculacion.
De manera similar Caravaca et al. (2003)b obtuvieron un peso seco del vastago
172% mayor del arbusto Rhammus lycioides inoculado con una mezcla de ocho
especies de Glomus sp. (aislados de un area semiarida donde la especie crece
naturalmente), que con el HMA foraneo Glomus claroideum después de un afio

de establecimiento en un suelo degradado.
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Los altos porcentajes de sobrevivencia observados en plantas inoculadas
con los in6culos My L (100% de sobrevivencia), cuando se utiliz6 como sustrato
de siembra inicial el suelo del matorral sin perturbar, podria relacionarse con un
efecto sinérgico de estos indéculos con las poblaciones nativas de HMA
presentes en este suelo. Posiblemente las mejores condiciones nutricionales de
este suelo aunado a una mayor riqueza microorganismos (entre ellos los HMA
propios del matorral que se encontraban posiblemente en el suelo no estéril),
influyeran en esta respuesta. Aun asi, este resultado no coincidié con altas
respuestas de crecimiento para estos tratamientos, indicando una alta
sobrevivencia de plantas menos vigorosas en comparacion con las cultivadas en

suelos sucesionales.

Los resultados de intercambio gaseoso obtenidos durante los periodos de
lluvia y sequia, indican una fuerte reduccion de la A, la ausencia de cambios
detectables en gs y un aumento significativo en la C; con la sequia en todos los
tratamientos, incluyendo el control no inoculado. En el Capitulo Il del presente
estudio se observo que bajo condiciones de vivero el cierre estomatico ejercio
un fuerte control sobre la fotosintesis y que ademas era posible que hubiese
limitaciones no estométicas de A durante la sequia. Bajo condiciones de campo
no se observé un cambio de los valores de gs con la sequia lo que sugiere que
la reduccion de A no fue debida al cierre estomatico, y el incremento en la C;
podria indicar que las limitaciones no estomaticas juegan un papel importante en

la disminucion de A.
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Durante estos dos periodos (lluvia y sequia) no se observo un efecto
consistente de la inoculacién con micorrizas en el intercambio gaseoso de P.
carthagenensis, con excepcion de una mayor A y E en el tratamiento Da-D
respecto al tratamiento Da-NI durante la temporada de lluvia. Con relacion a los
resultados de relaciones hidricas, EI ¥ no varido entre temporadas (lluvia y
sequia) ni entre inéculos a diferencia del ¥ el cual mostr6 un incremento
significativo en la mayoria de los tratamientos inoculados respecto a los NI
durante el periodo de lluvia, ademas de un aumento significativo en las plantas
inoculadas con M y D durante la temporada de sequia. Un mejor estatus hidrico
de estos tratamientos durante la sequia podria relacionarse con un mayor
crecimiento radical en profundidad, que les permitiera a estas plantas una
mayor cercania al nivel freatico. Por otro lado, la falta de consistencia en el
efecto de la inoculacion sobre el intercambio gaseoso y las relaciones hidricas
durante la sequia podria deberse a la inminente abscision foliar, dada la

estrategia fundamentalmente evasora de la sequia de esta especie (Capitulo II).

Aunque durante la sequia no se observaron efectos contundentes de la
inoculacién sobre el intercambio gaseoso y las relaciones hidricas de P.
carthagenensis, si se observo sin embargo un efecto de la inoculacion sobre el
intercambio gaseoso en la recuperacion de la sequia con el nuevo periodo de
lluvias: La A, gs y la EUA fueron mayores en los tratamientos inoculados al
compararlos con el control no inoculado, y las plantas del tratamiento M
mostraron una mayor tasa de fotosintesis instantdnea que con los demas

indculos. Estas tendencias indican que el efecto positivo de la inoculacion sobre
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los parametros fisiologicos se mantiene en el tiempo, y apoyan los resultados
obtenidos por Querejeta et al. (2006) los cuales sugieren que el incremento en el
intercambio gaseoso producido por inéculos nativos mixtos de MA es critico
para el desempefio de las plantas hospederas a largo plazo en ambientes

semiaridos.

Asi, el uso de un inb6culo proveniente del matorral sin perturbar
(ecosistema de referencia) puede ser eficiente a largo plazo, aunque su efecto
no necesariamente se refleje en los primeros estadios de desarrollo de la planta
como se observo en el Capitulo I. Por otro lado, la mayor eficiencia de los
in6culos nativos cuando se establece la simbiosis en suelos provenientes de las
localidades perturbadas (suelos sucesionales) como sustrato de siembra en
vivero, indica que no es necesario el uso de sustratos organicos para mejorar el
crecimiento de P. carthagenensis y que ademas es mucho mayor la respuesta

de crecimiento al utilizar HMA nativos en suelos degradados.

El mayor éxito del in6culo de HMA del ecosistema de referencia (matorral),
en comparacion con los inodculos sucesionales coincide con lo reportado por
Allen et al. (2005) en Quintana Roo, México, donde comprobaron que los HMA
de un bosque maduro eran mas eficientes que los HMA de una localidad
sucesional temprana, en incrementar la sobrevivencia y productividad de arboles
nativos en una localidad perturbada, debido a la mayor riqueza de especies de
HMA del bosque. Plantas de Cochlospermum vitifolium, Gliricidia sepium,

Guazuma ulmifolia y Piscidia piscipula, cultivadas en suelo proveniente de
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bosque maduro y luego transplantadas a zonas perturbadas, mostraron los

mayores valores de altura en el segundo afio de crecimiento (Allen et al. 2005).

Contario a lo observado en el presente trabajo, se ha reportado la
ausencia de efectos debidos al origen del inéculo nativo de HMA, como lo indica
una estudio realizado en un mosaico sucesional de bosque seco en Chamela,
México, en el cual se inocularon 11 especies de plantas con HMA provenientes
de estados sucesionales contrastantes y se produjo una alta respuesta de
crecimiento de las plantas inoculadas respecto a las no inoculadas, pero no se
encontraron diferencias significativas entre indculos, sugiriendo que los cambios
en la diversidad, cantidad o calidad de los propagulos de hongos micorrizicos
arbusculares presentes en las diferentes etapas sucesionales no afectan de
manera diferencial el crecimiento de estas plantas en sus primeros cuatro
meses de desarrollo (Gavito et al. 2008). Los resultados obtenidos en el estudio
de Gavito et al. (2008) corresponden a plantas cultivadas en vivero durante un
periodo corto de crecimiento, por lo que no se podria descartar que estos
in6culos se diferencien en su respuesta en una etapa posterior de crecimiento,

después de establecerse en campo.

Se concluye que el uso de combinaciones adecuadas de suelos
perturbados e inéculos de HMA nativos durante la etapa de vivero es promisorio
y recomendado para mejorar los atributos morfolégicos, fisiologicos y la
sobrevivencia de P. carthagenensis no sélo en los primeros meses de
crecimiento, sino también en etapas posteriores del desarrollo de la planta,

después de la siembra en suelos degradados, bajo condiciones edafoclimaticas
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estresantes y en etapas posteriores a la sequia, después de un periodo de

pérdida y recuperacion de hojas.

9.5. Conclusiones

La presencia de un porcentaje de colonizacién micorrizica mayor en las
plantas inoculadas que en las no inoculadas al momento de la siembra,
indica que la inoculacién favorecio un mayor desarrollo de la colonizacion,
reflejando un mayor poder infectivo de los in6culos elaborados a partir de
los distintos suelos nativos en comparacion con el poder infectivo de los

suelos no estériles utilizados como sustrato de siembra.

El mantenimiento en el tiempo de los incrementos en altura de las plantas
inoculadas observados en el suelo de dos afios, podria considerarse
como una alternativa sustentable en el ambito de la restauracion, ya que
es comun el uso de fertilizantes para sostener el crecimiento de arboles

durante largos periodos de tiempo.

Las plantas previamente cultivadas en suelos sucesionales e inoculadas
con HMA nativos, mostraron una mayor sobrevivencia que las inoculadas
con el inéculo fordneo y las no inoculadas a los 17 meses de crecimiento
en campo, después de una temporada de sequia natural resaltando la
importancia del uso de inéculos nativos para disminuir la mortalidad de

esta planta en suelos perturbados.
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Bajo condiciones de campo no se observé un cambio de los valores de gs
con la sequia lo que sugiere que la reduccion de A no fue debida al cierre
estomaético, y el incremento en la C; podria indicar que las limitaciones no

estomaticas juegan un papel importante en la disminucion de A.

La falta de consistencia en el efecto de la inoculacién sobre el intercambio
gaseoso Yy las relaciones hidricas durante la sequia podria deberse a la
inminente abscision foliar, dada la estrategia fundamentalmente evasora

de la sequia de esta especie.

La inoculacién micorrizica tuvo un efecto significativo sobre el intercambio
gaseoso en la recuperacion de la sequia observandose una mayor A, gs Y
EUA en los tratamientos inoculados y una mayor tasa de fotosintesis
instantanea en el tratamiento M, indicando que el efecto positivo de la

inoculacion sobre los parametros fisiolégicos se mantiene en el tiempo.

El uso de un in6culo proveniente del matorral sin perturbar (ecosistema
de referencia) puede ser eficiente a largo plazo, aunque su efecto no
necesariamente se refleje en los primeros estadios de desarrollo de la

planta.

La mayor eficiencia de los inéculos nativos cuando se utilizan suelos
sucesionales como sustrato de siembra en vivero, indica que no es
necesario el uso de sustratos organicos para mejorar el crecimiento de P.
carthagenensis y que ademas es mucho mayor la respuesta de

crecimiento al utilizar HMA nativos en suelos degradados.
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El uso de combinaciones adecuadas de suelos e in6culos de HMA
nativos durante la etapa de vivero es promisorio para mejorar los
atributos  morfolégicos, fisiolégicos y la sobrevivencia de P.
carthagenensis no solo en los primeros meses de crecimiento, sino
también en etapas posteriores del desarrollo de la planta, después de la
siembra en suelos degradados, bajo condiciones edafoclimaticas

estresantes y en etapas posteriores a la sequia.
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10. ANEXOS
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ANEXO I. Resultados de las pruebas de homogeneidad de varianzas para el
intercambio gaseoso y las relaciones hidricas de P. carthagenenesis en las
temporadas de lluvia y sequia en campo. La hipétesis nula plantea que las
varianzas son iguales a través de todas las condiciones. Se observa que ningun
valor fue significativo (p>0,05), lo que indica que las varianzas son iguales.

Hartley Cochran Bartlett df p

A (mmol m?s®)  2908,088  0,183757  40,19436 29 0,080809
E(mmol m?s?) 231,384 0,129608  29,40212 29 0,444276
gs (mmol m?s?) 172 0,319703 33,0528 29 0,275614
Ci (mmol mol™) 185,434 0,179496  25,01898 29 0,677262

EUA (mmol mol™) 805,184 0,113781  27,58899 29 0,53996
¥ (Mpa) 79 0,118448  19,61475 29 0,904498
¥, (Mpa) 191,7 0,121513  34,37257 29 0,225883
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ANEXO II: Resultados del MANOVA de tres vias de los efectos de los factores
temporada, suelo de siembra inicial e in6culo de HMA sobre el intercambio gaseoso y
las relaciones hidricas de P. carthagenensis en las temporadas de lluvia y sequia en

campo. Se muestran los p-valores.

A E Os GCi EUA Y Wy
temporada 0,000 0,000 0,637 0,000 0,000 0,000 0,047
suelo 0,000 0,001 0,055 0,000 0,141 0,000 0,000
inoculo 0,221 0,000 0,018 0,000 0,219 0,000 0,000
temporada*suelo 0,600 0,793 0,401 0,001 0,876 0,000 0,000
temporada*inoculo 0,284 0,303 0,041 0,028 0,826 0,004 0,000
suelo*inoculo 0,000 0,000 0,045 0,000 0,002 0,000 0,000
temporada*suelo*inoculo 0,000 0,001 0,376 0,000 0,180 0,000 0,000
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ANEXO llI: Resultados del MANOVA de dos vias de los efectos de los factores suelo de
siembra inicial e in6éculo de HMA sobre el intercambio gaseoso Yy las relaciones hidricas
de P. carthagenensis en el periodo de recuperacion de la sequia en campo (17 meses).

Se muestran los p-valores.

A E Os

EUA b4 Ys Wi CAF

suelo 0,590 0,302 0,346
inoculo 0,032 0,082 0,179
suelo*inéculo 0,066 0,105 0,157

0,432 <0,001 0,184 0,004 0,540
0,852 <0,001 <0,001 <0,001 0,416
0,960 <0,001 0,012 <0,001 0,690
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