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RESUMEN

La extraccion de arena representa una de las principales perturbaciones a
la que se encuentra expuesta la peninsula de Macanao, Isla de Margarita, lo cual
origina la destruccion de la cobertura vegetal del bosque seco y sus matorrales
asociados. Las leguminosas representan el grupo mas numeroso en términos de
especies (21) presentes en esta zona, dentro del cual se encuentra Caesalpinia
mollis, una especie arblrea reportada como vulnerable, y que se localiza
Unicamente en ecosistemas maduros correspondientes a matorrales xerofitos y
bosques secos de la peninsula, mas no se encuentra en las localidades
sucesionales originadas por la extraccién de arena. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la inoculacion con hongos micorrizicos provenientes del
matorral xerofito y de una localidad de 20 afios de sucesion, sobre el crecimiento
y respuesta micorrizica de plantas de C. mollis cultivadas en suelos provenientes
de dichas zonas, bajo condiciones de invernadero, asi como también su
crecimiento y sobrevivencia en campo después de sembrarlas en un area recién
perturbada. En el ensayo realizado bajo condiciones de invernadero, la
inoculacién favorecié el crecimiento de C. mollis, siendo la altura, biomasa y el
contenido de nitrégeno significativamente mayores en plantas cultivadas en
suelos provenientes del matorral, con respecto a las cultivadas en el suelo de la
localidad sucesional de 20 afios. En el ensayo en campo, la inoculacion con HMA
aumento la sobrevivencia de C. mollis, y la inoculacion con HMA provenientes del
matorral favorecidé su crecimiento, obteniéndose valores significativamente

mayores para la mayoria de los parametros evaluados, tales como biomasa,
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contenido de nutrientes, TCR. Se concluye que el establecimiento de programas
de restauracién que incluyan la inoculacion con HMA provenientes del matorral
xerofito sin perturbar, utilizando como sustrato de siembra suelos provenientes de
la misma localidad, constituye un estrategia favorable que podria representar un
factor determinante en el establecimiento, crecimiento y sobrevivencia de las

plantulas de C. mollis en las localidades perturbadas por la actividad minera.



INTRODUCCION

Las regiones é&ridas y semiaridas, dentro de las zonas de vida de
Venezuela, representan un alto porcentaje del territorio nacional (Castillo et al.
1992), con un total aproximado de 28.000 km? cubiertos por vegetacion xerdfita
espinosa (Ministerio del Ambiente y de los Recursos Naturales Renovables, 1980).
Algunas de estas formaciones vegetales han sido intervenidas, degradadas, y en
muchos casos, han desaparecido bajo la presion urbana, agricola y ganadera

(Ewel & Madriz, 1968).

Los bosques secundarios o intervenidos en los tropicos suelen ser definidos
como vegetaciones lefiosas sucesionales que se desarrollan sobre tierras cuya
vegetacion original ha sido destruidas por actividades humanas (Santana et al.
2002). Entre los factores que afectan la riqueza de especies y la estructura de la
vegetacion, destacan las perturbaciones antropicas, las cuales representan el
factor de mayor impacto en las comunidades naturales. Una de las consecuencias
de las perturbaciones es la division del ambiente natural de bosque en un mosaico
de estados sucesionales de la vegetacion, lo cual puede determinar la estructura
en manchones en las comunidades y la consecuente especializacion de las

especies a habitats particulares (Lépez & Ramirez, 2004).

Venezuela contiene una fraccion importante de ecosistemas mas
amenazados a nivel mundial y una extensa superficie de areas naturales en

condicion pristina, la mayoria de los cuales corresponden a ecosistemas boscosos



considerados como las ultimas fronteras forestales del mundo tropical (Bevilacqua

& Ochoa, 2001).

En la peninsula de Macanao, ubicada al oeste de la isla de Margarita, la
explotacion de minas de arena a cielo abierto, que se llevo a cabo desde 1976, ha
alterado radicalmente la matriz suelo-vegetacion, tanto en el sector norte como en
el sector sur de la peninsula. La extraccion de los fondos arenosos de los
margenes de las quebradas intermitentes eliminé los bosques y matorrales
asociados, los cuales representan las comunidades vegetales de mayor
complejidad y riqueza de especies de las areas bajas de Macanao (Gonzélez,

2007).

Los matorrales xeréfitos representan la principal comunidad de plantas
presente en la Isla de Margarita, ocupando el 56,70% de la vegetacién con
5205,57 ha. (Gonzélez, 2007). Los matorrales o arbustales espinosos,
conformados por cactaceas, arbustos y arboles bajos (usualmente <5 m de alto),
la mayoria provistos de espinas (Huber & Alarcén, 1988), predominan en las
zonas bajas adyacentes a los bosques deciduos, y son las formaciones vegetales

con la mayor extension afectada por la mineria en Macanao.

Los territorios de explotacion minera a cielo abierto representan uno de los
espacios de la superficie terrestre mas profundamente modificados por el hombre
ya que todos los aspectos del medio fisico son alterados o destruidos: topografia,
suelo, vegetacion, hidrologia, fauna, microclima. La explotacion a cielo abierto

comprende una excavacion y un sistema de transporte que junto a los volimenes
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de materiales que se mueven, condicionan que las areas perturbadas sean

extensas (Lopez, 1987).

La explotacion minera es considerada una de las causas principales de
deforestacion (Pacheco et al, 2011). La deforestacion produce un impacto
negativo que conduce a la erosion del suelo, dafios a los habitats de vida silvestre,
la degradacion de las cuencas hidrograficas y el deterioro de la calidad de vida
(UNCED, 1992). Esta deforestacion y la conversion del habitat son reconocidas
como el mayor factor en la crisis de la diversidad biologica presente (May et al.,
1995). Los modelos de pérdida de habitats sugieren que este proceso puede llevar
a que grupos de especies se extingan, a menos que el habitat sea reparado o

restaurado (Tilman et al., 1994).

La eliminacion del agente causante de la degradacion no es suficiente para
gue la recuperacion de estas areas sea alcanzada, ya que aspectos tales como la
propagacion vegetativa y el banco de semillas del suelo son severamente
afectados, disminuyendo la capacidad del sistema para regenerarse de forma
natural. En consecuencia, es probable que la intervencion humana sea necesaria
para acelerar los procesos de regeneracion y reconstruccion de estas
comunidades vegetales (Fajardo, 2005). El proceso de restauracion es esencial
para la recuperacion del funcionamiento de este ecosistema y para la preservacion
de la biodiversidad, ya que debido a las actividades antropicas muchas especies,

tanto animales como vegetales, se encuentran en riesgo.

10



Hay muchas definiciones de restauracion ecolégica (Jackson et al. 1995),
pero todos tienen dos puntos en comun. El primero es que la restauracion requiere
de la manipulacion humana de los ecosistemas perturbados y no se basan
estrictamente en los procesos naturales de sucesion (Allen et al. 2003). El
segundo punto es que la restauracion tiene como objetivo crear un ecosistema
similar al anterior, lo cual puede resultar muy dificil por la escasez de sistemas de
referencias, que en muchos casos han desaparecido (Aronson et al., 1993; Picket

& Parker, 1994; White & Walker, 1997; MacMahon, 1998).

La restauracion de las areas degradadas para la conservaciéon ambiental,
se basa en el establecimiento de especies nativas (Ramirez, 1997; Leopold et al.,
2001; Elliot et al., 2002; Pakkad et al., 2003). En general, podria decirse que en la
ejecucion de los programas de restauracion las especies de plantas adecuadas
son aquéllas que pueden tolerar y mejorar las condiciones adversas del sitio y
ademas que actuen para acelerar los procesos de colonizacién atrayendo a los

agentes que dispersan las semillas (Lamb et al., 1997).

La estrategia restauradora debe basarse en la comprension de los factores
limitantes de la progresion de la sucesion secundaria, en el espacio y en el tiempo,
y en el desarrollo de tratamientos que superen dichas limitaciones. El propdsito
concreto suele ser el de acelerar la sucesion. La técnica de restauracion forestal
consiste en introducir algin componente clave (generalmente una especie
arbdrea, en algunos casos con sus simbiontes) y dejar después que la naturaleza

siga su curso (Vallejo et al. 2003). Las plantas consideradas en peligro de
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extincion o gravemente amenazadas son especies a considerar cuando se

establecen programas de restauracion (Escudero & Iriondo, 2003).

La restauracidbn de poblaciones vegetales se ha convertido en una
herramienta importante para la conservacion de especies en peligro de extincion o
amenazadas (Maunder, 1992), debido a que lo habitats naturales estan siendo
destruidos por todo el mundo a un ritmo acelerado, el valor de esta alternativa de
manejo va ganando peso, al tiempo que desaparecen los lugares a proteger (Falk

et al. 1996).

Los procesos de deforestacion de areas boscosas afectan no solo la
biomasa aérea y subterranea sino también parte de los procesos biologicos que se
encuentran relacionados con los mecanismos de recuperacion de nutrientes, entre
los cuales se encuentran los hongos formadores de micorrizas, que ademas de
representar una de las simbiosis mas extendidas e importantes sobre la tierra,
poseen un efecto beneficioso sobre el crecimiento de las plantas en condiciones

naturales (Brundett et al., 1996).

El sistema de raices de la mayoria de las plantas vasculares (95%)
hospedan diferentes comunidades de hongos micorrizicos y se encuentran en una
amplia gama de habitats (Read, 1991; Smith & Read, 1997), donde los mas
comunmente representados en las zonas tropicales son los hongos micorrizicos

arbusculares (HMA) (Marschner, 1990).

La formaciéon de micorrizas conlleva amplios cambios fisiolégicos en el

hospedero que hacen que éste se desarrolle y responda al estrés ambiental de
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manera diferente a las plantas no micorrizadas (Linderman, 1993). El incremento
en la capacidad de incorporacion de nutrientes en el suelo, tales como fosforo,
nitrégeno, zinc y cobre, es el principal beneficio que obtienen las plantas
hospederas de HMA (Jakobsen et al., 1992; Smith & Read, 1997; Govindarajulu et
al., 2005), mientras el hongo obtiene compuestos de carbono derivados de la

fotosintesis (Brundrett, 1996).

Los HMA pertenecen al phylum Glomeromycota que forman la micorriza
arbuscular (MA) con una gran gama de plantas vasculares y no vasculares. Los
HMA tienen un micelio aseptado y delgado que al penetrar dentro de la raiz, se
extiende entre y dentro de las células corticales de la planta, donde puede dar
lugar a varias estructuras caracteristicas solamente de estos hongos, como lo son
los arblsculos y las vesiculas (Alvarez & Pefia, 2009). Los arbusculos son
estructuras intrincadas y ramificadas que se forman a partir de ramificaciones
dicotémicas de la hifa y funcionan como sitios de transferencia de carbono, agua y
minerales entre el hongo y la planta hospedera (Harley & Smith, 1984; Johnson et
al., 1999). Las vesiculas son estructuras intracelulares redondas, elipticas o
irregulares, formadas por un hinchamiento de la hifa entre y dentro de las células
corticales, que almacenan fosfolipidos y no se presentan en todos los géneros de
HMA (Barker et al., 1998; Johnson, 1999). Las delgadas hifas (de 2-5 um de
diametro) que se extienden desde la raiz colonizada formando el micelio externo
del hongo, pueden penetrar poros del suelo que son inaccesibles para los pelos

radicales, los cuales poseen un didmetro mucho mayor (de 10 a 20 um),
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incorporando agua y nutrientes a partir de zonas del suelo no disponibles para las
raices (Ruiz- Lozano & Azcoén, 1995). Ademds, las MA protegen a las plantas de
patbgenos radicales (Wehner, 2010), y aumentan su sobrevivencia bajo
condiciones abidticas estresantes, como el déficit hidrico (Augé 2001; Caravaca et

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

Muchas plantas son dependientes de los HMA, lo que indica que en suelo
estéril el crecimiento de las plantulas es deficiente (Barrer, 2009). Hay especies de
plantas que no son dependientes de los HMA en las primeras etapas de
crecimiento debido a que tienen semillas con grandes reservas alimenticias,
suficientes para las primeras fases de desarrollo, no obstante, en etapas
posteriores, cuando las reservas se han acabado, ellas pueden convertirse en

plantas micotréficas dependientes (Saggin- Junior & Lovato, 1999).

La relacion HMA-planta no es considerada especifica. Un sistema radical
puede ser colonizado simultdneamente por varias especies de hongos y
alternativamente un hongo puede colonizar simultaneamente raices de varias
especies vegetales que crecen préximas, sin embargo, distintas especies
muestran un grado diferente de susceptibilidad a la colonizacién con el hongo
(Raju et al., 1988). Las distintas especies de hongos pueden exhibir un potencial
de colonizacion diferente en un mismo hospedador, lo cual se interpreta como
diferencias en el grado de compatibilidad entre las plantas y los distintos hongos

(Abbott & Robson, 1985; Sieverding, 1991).
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La reduccion de las actividades microbianas en el sistema del suelo es un
acontecimiento fundamental en la alteracion de los suelos y su reinstalacién es un
enfoque esencial de la restauracion del habitat (Quoreshi, 2008), en especial de
los hongos formadores de micorrizas ya que dentro de sus ventajas esta la
prevencion de la erosion del suelo, debido a que son un factor en la formacion de
agregados y la retencion de materia organica, por lo que le dan estructura al suelo
y reducen o evitan el efecto de la erosion tanto hidrica como edlica con su
respectiva pérdida de nutrientes (Jasper, 1994; Haselwandter, 1997).
Perturbaciones severas alteran la composicion y actividad de los hongos

micorrizicos, asi como a las plantas hospedadoras (Allen et al., 2005).

El rol de los hongos micorrizicos y de otros microorganismos en la
restauracion de suelos perturbados ha sido objeto de interés para los cientificos
durante décadas, y se ha determinado que el éxito del establecimiento de plantas
de bosques en localidades perturbadas a menudo depende de las diferentes
especies de HMA y de la capacidad de las plantulas para captar rapidamente los
recursos durante el establecimiento de la plantacién (Amaranthus & Perry, 1987;

Perry et al., 1987; Van den Driessche, 1991; Dunabeitia et al., 2004).

La mineria de arena en Macanao ha provocado la destruccion y remocion
del banco de propagulos del suelo, y en combinacion con el clima éarido a
semiarido de la peninsula de Macanao, la recuperaciéon de dichos ambientes se ha
limitado considerablemente; es por esta razén que actualmente, después de 20

afnos, a pesar de gue la extraccién de arena se encuentra abandonada, el proceso

15



de recuperaciéon es muy lento (Gonzalez, 2007). Después de la extraccion de
arena la materia organica del suelo, los bancos de semillas y los nutrientes se
diluyen o se ausentan, provocando lixiviacion y pérdida de humedad (Prosser &

Roseby, 1995; Fajardo et al., 2011).

Caesalpinia mollis es una especie arbérea caducifolia que se localiza
Unicamente en ecosistemas maduros correspondientes a matorrales xerdfitos y
bosques secos de la peninsula, mientras que en las localidades sucesionales
originadas por la extraccién de arena no se encuentran plantas ni semillas en el
banco (Fajardo, 2007). En este contexto la produccion y uso de in6culos nativos
de HMA representa una estrategia favorable para la restauracién asistida, ya que
los arboles nativos presentan generalmente una mayor compatibilidad funcional
con los mismos, aumentando su capacidad de sobrevivir y desarrollarse

exitosamente bajo condiciones abidticas estresantes (Caravaca et al., 2003).

Debido a que Caesalpinia mollis posee una baja capacidad de dispersion a
largas distancias, que le impide recolonizar sitios alejados de su poblaciéon de
origen luego de perturbaciones naturales o antrépicas (Olivieri et al., 2003), la
inoculaciéon con HMA nativos podria representar una estrategia que incremente su
crecimiento y sobrevivencia en localidades severamente perturbadas. La
informacion obtenida respecto a la respuesta micorrizica de esta especie
vulnerable contribuird al mejoramiento del manejo de los matorrales xerdfitos. La
explotacion arenera en el area de manera persistente y continua, sin duda

continuara generando un fuerte impacto sobre estos matorrales y bosques, por lo
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qgue el desarrollo de tecnologias sustentables para la restauracion ecoldgica

resulta prioritario.

ANTECEDENTES

La persistente amenaza a la cual han sido sometidos los bosques secos y
los matorrales en la region de la Peninsula de Macanao ha generado la pérdida o
vulnerabilidad de un gran nimero de especies vegetales, entre ellas Caesalpinia
mollis, sefalada en el Libro Rojo de la Flora como una especie vulnerable
(Llamozas et al., 2003). La principal amenaza que enfrenta la especie se relaciona
con la destruccion del habitat para el desarrollo de actividades agropecuarias y
urbanas, y en menor grado, la explotacion de su madera; mientras que en la
peninsula de Macanao la explotacién de arena en las minas de cielo abierto ha
ocasionado la desaparicion de la misma en las localidades perturbadas. En este
sentido, los estudios relacionados con la biologia de la especie, especificamente la
simbiosis con HMA, podria arrojar resultados importantes con fines de

recuperacion de areas degradadas por la explotacion de arena en Macanao.

Gonzalez (2007) visitd cerca de 20 localidades de antiguas explotaciones de
arena en la peninsula de Macanao, actualmente abandonadas y con distintos afios
transcurridos, después de haber detenido los trabajos de explotacion, con el
objetivo de establecer si por fenOmenos de sucesion secundaria, la tasa de
restablecimiento de una nueva cobertura arborea, era lo suficientemente rapida
para no justificar alguna actividad no dirigida por el hombre que acelerara dicho

proceso. Los resultados preliminares indicaron que, aun después de 20 afios de
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haberse abandonado la mineria de arena, el proceso de recuperacion es muy

lento.

Después de una perturbacion severa, la germinacion y el subsecuente
establecimiento de plantulas es la etapa mas critica en el ciclo de vida de una
planta, por la vulnerabilidad ante diversos factores abidticos (altas temperaturas,
irradiacion) y bioticos (herbivoria, competencia, alelopatia) que afectan la
supervivencia o establecimiento de las especies, especialmente en ambientes
limitantes (Padilla, 2005; Fajardo et al., 2011). En este sentido, todos los estudios
conducentes a mejorar las condiciones edaficas o restablecer la microbiota del
suelo, utilizando técnicas de inoculacion de HMA, podrian resultar en zonas

severamente perturbadas.

Existen dos alternativas basicas en la utilizacion de HMA. La primera esta
relacionada al uso de in6culos de HMA nativos, partiendo de la premisa que la
gran mayoria de las especies arboreas tropicales son dependientes de los HMA
para su crecimiento, y cada especie de HMA puede generar diferentes respuestas,
en términos de efectividad, por el ambiente y por la planta hospedera (Sierverding

1991).

La otra alternativa es la inoculacién de las plantas con cepas de una sola
especie de HMA seleccionada, de esta forma se puede aumentar y controlar
artificialmente la presencia de los HMA en la rizésfera de la planta, con esta
alternativa se puede cambiar localmente la composicion de la poblacion de HMA

naturales. Sin embargo, la produccion de in6culos con fines comerciales a gran
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escala es todavia un punto de discusion debido principalmente a que estos
hongos son biétrofos obligados y dependen para su desarrollo y reproduccion de

los productos derivados de la fotosintesis (Sieverding, 1991).

Numerosos son los trabajos donde se utilizan técnicas de inoculacion con
HMA tanto introducidos como autdctonos los cuales estan enfocados a dilucidar
el posible papel de las MA en los mecanismos de evasion de la sequia dentro de
los cuales se pueden sefialar de manera sucinta la proteccibn ante estrés
oxidativo, regulacibn de la conductancia estomatica, incremento en la
conductancia hidraulica radical, mejoramiento de la eficiencia de uso de agua y un
mayor ajuste osmotico (Wu & Xia, 2006; Augé et al., 2007; Goicoechea et al. 2005,
Kyllo et al., 2003; Querejeta et al., 2006; Kalinhoff, 2012). Este mecanismo podria
resultar importante si tomamos en cuenta la preponderancia de la simbiosis en
esta zona donde el déficit de nutrientes, especialmente de P, no es la limitante en

el establecimiento de las especies vegetales (Kalinhoff, 2012).

Como resultado de diferentes ensayos, se ha comprobado que la
inoculacion HMA autoctonos beneficia el desarrollo de las plantas y produce una
mejora en las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del suelo, tales como el
estado de agregacion, contenido en nitrdgeno y materia organica, numero de
propagulos micorrizicos, etc., indica una restauracion integral, clave para la
estabilidad y sostenibilidad de estos ecosistemas (Requena et al., 2001; Barea et

al., 2005; Kalinhoff, 2012).
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Indudablemente, en la restauracion de los sitios perturbados se debe
considerar a los HMA, debido a que juegan un importante papel en la nutricion
mineral de las plantas (Smith & Read, 1997) y ademas tienen un papel crucial en
la creacion de la estructura del suelo (Miller & Jastrow, 2000). Diferentes especies
de plantas exhiben habilidad variable para establecer asociaciones micorrizicas y
para beneficiarse de ellas y se ha sugerido que la composicion de una comunidad

de plantas es influida por los hongos micorrizicos (Van der Heijden et al., 1998).

Experimentos realizados en un ecosistema semiarido degradado con riesgo
de desertificacion, localizado en la Sierra de los Filabres (Almeria) con Anthyllis
cytisoides, una leguminosa arbdrea, mostraron el beneficio de la inoculacion con
una mezcla de HMA (una mezcla de hongos nativos y un inéculo producido con
un hongo aloctono). Los resultados indicaron una mayor supervivencia de las
plantas micorrizadas (85%) en comparacién con las no micorrizadas (65%), que
posteriormente fueron colonizadas durante su desarrollo en campo. Los efectos
evaluados, después de 5 afios del trasplante al campo, indicaron que la
micorrizacion beneficié significativamente el desarrollo de las plantas. Igualmente,
reportaron un mejoramiento de las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas del
suelo, que implica una auténtica restauracion de la calidad del suelo, tales como:
el estado de agregacion, contenido de N y materia organica. Ademas los
resultados pusieron en manifiesto que a medida que transcurre el proceso de
restauracion el efecto de la mezcla de hongos nativos supera a la inoculacion con
HMA de coleccion (Requena et al., 2001). Estas conclusiones demuestran la

importancia de utilizar hongos propios del ecosistema para simular la diversidad
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natural, lo que da lugar a un incremento en el tamafio de las poblaciones naturales

existentes (Palenzuela & Barea, 2009).

También se han reportado estudios realizados en un matorral xerdfito
deteriorado de Meéxico, donde Monroy y colaboradores (2007) evaluaron la
supervivencia de plantas de mezquite (Prosopis laevigata) y de huizache (Acacia
farnesiana), previamente inoculadas con HMA en condiciones de campo durante
un afio. Las plantas fueron cultivadas durante 9 meses en invernadero y 2 meses
en vivero antes de ser trasplantadas al matorral localizado en el Valle de Actopan,
Hidalgo, México. Los resultados mostraron de plantas de mezquite y de huizache
aumenta de manera significativa la supervivencia, incrementandose el porcentaje

de 19 a 54% para P. laevigata y de 18 a 48% para A. famesiana.

Ademas, estudios realizados por Kalinhoff (2012) en la peninsula de
Macanao, en la misma zona de estudio del presente trabajo (Arenera La Chica),
demostraron que las plantas de Piscidia carthagenensis inoculadas con HMA
nativos, mostraron una mayor sobrevivencia que las inoculadas con un in6culo
foraneo y las no inoculadas, luego de 17 meses de crecimiento en el campo,
después de una temporada de sequia natural, resaltando la importancia del uso de
in6culos nativos para disminuir la mortalidad de las especies vegetales en suelos

perturbados.

Una forma de reintroducir HMA en sitios severamente perturbados es a
través de inoculacion artificial en plantulas cultivadas en viveros antes de ser

trasplantadas al campo; sin embargo, esta practica tiene sus limitaciones y se
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aplica efectivamente a pequeia escala (Allen, 1999). En algunos casos, implica
la selecciébn de indculos mixtos de diferentes situaciones sucesionales y en
diferentes grupos funcionales de plantas, obteniéndose una gran variedad de
respuesta asociada a la diversidad del in6culo y de la compatibilidad funcional de
la mezcla hongo-planta. Por ejemplo, Allen et al. (2003) observaron que las
especies Ceiba pentandra, Guazuma ulmifolia, Havardia albicans, Brosimun
alicastrm y Acacia pennatula inoculadas con HMA de suelos provenientes de la
sucesién temprana mostraron una mayor respuesta de crecimiento, que cuando
fueron inoculadas en suelos de la sucesién tardia; respuesta que ademas se
encontr6 asociada a la mayor abundancia y rapida colonizacion del género
Glomus, que las del género Gigasporaceae, las cuales fueron mas abundantes en
los suelos provenientes de sucesion tardia. Igualmente, las diferentes respuestas
a la colonizacion por MA que presentan los diferentes grupos funcionales a través
de la sucesion ha sido muy bien estudiado por Siqueira et al. (1998), los cuales
reportaron que de 28 de especies arbéreas de diferentes estadios serales e
inoculados con dos especies de HMA Glomus etunicatum y Gigaspora margarita
mostraron que a medida que se avanza en los estados sucesionales la
dependencia micorrizica disminuye, convirtiéndose las especies pioneras en las
mas dependientes de los HMA. Similarmente, Zangaro et al. (2000) sefialan que
las especies propias del bosque maduro son menos dependientes de los HMA,
debido a que presentan tasas lentas de crecimiento y bajos requerimientos
nutricionales, en comparacién con las especies de sucesion secundaria. Otros
estudios indican que las especies no micotréficas se encuentran mas bien
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restringidas a zonas ricas en nutrientes, mientras que en suelos oligotréficos
predominan las especies micotroficas a lo largo del proceso sucesional (Allen et
al., 1999). De una u otra forma, la presencia de HMA en una amplia variedad de
plantas en bosques tropicales, resalta la importancia de estos hongos en la

estructura y funcionamiento de estos ecosistemas.

En ecosistemas aridos, se ha sugerido que el matorral inicialmente se
establece en manchones y son las denominadas “islas de fertilidad”. Estas islas
son también sitios con las mayores actividades de HMA. De esta forma Allen
(1999) propone plantar matorrales en patrones y densidades diseflados para
optimizar los procesos naturales. Al plantar inicialmente el matorral en manchones,
los propagulos viables de HMA se retienen en las capas superficiales del suelo y
se obtienen niveles bajos de infeccion durante el primer afio. La técnica de
plantacién “por parches”, acompafiada de la manipulacion de plantas invasoras,
puede mejorar el restablecimiento natural de la micorriza. Estas unidades de
matorral pueden servir como islas para reinocular un &area dada. Como lo
menciona Allen (1999) obviamente la mejor alternativa es el manejo cuidadoso de

un sitio, previniendo la pérdida de HMA y cubierta vegetal.

Pocos trabajos reportan el efecto de la inoculacion sobre especies de
Caesalpinea, sin embargo, Huante et al. (1993) estudiaron la influencia de HMA en
el crecimiento de plantulas de Caesalpinia eriostachys bajo condiciones de
invernadero en la Estacion Biologica de Chamela en la costa del Pacifico de

México. La produccion de biomasa seca, la tasa de crecimiento relativo y la
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dependencia micorrizica fueron cuantificadas por 75 dias. La infeccion con
micorrizas provoco un incremento significativo en la produccién de biomasa, tasa
relativa de crecimiento y en el area foliar. Ademas, C. eriostachys presentd una

alta dependencia micorrizica.

Partiendo de la importancia que puede tener la seleccion de HMA nativos
en los procesos de inoculacién de especies promisorias para recuperar zonas
perturbadas, bien sea seleccionadas a partir de sus caracteristicas de
crecimiento o por ser especies consideradas vulnerables segun el Libro Rojo de la
Flora (Llamozas et al.,, 2003) nos planteamos entonces dilucidar algunos
caracteristicas biolégicas de la especie que comprenda la evaluacion del
crecimiento en términos de biomasa inoculadas con HMA nativos de una localidad
sucesional de 20 afios y del matorral xerofito en condiciones de invernadero con el
fin de seleccionar la combinacion inéculo-suelo més eficiente para establecer los

ensayos de campo que corresponderia a una segunda fase de este estudio.
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HIPOTESIS

C.mollis, segun datos reportados por Fajardo (2007), predomina en las
zonas de matorral; por lo tanto los HMA nativos provenientes de zonas donde
esta especie habita tendrdn una mayor compatibilidad funcional desde el punto de
vista de crecimiento y sobrevivencia que el in6culo proveniente de la localidad

sucesional de 20 afios, esperamos entonces que:

a) El crecimiento de C. mollis varie de acuerdo al sustrato de siembra
utilizado, debido a cambios en las caracteristicas del suelo generados por la

perturbacion.

b) El crecimiento de C. mollis varie de acuerdo al in6culo utilizado, debido a

factores relacionados con la compatibilidad funcional de la simbiosis.

c) El in6culo de matorral producira una mayor respuesta en las plantas de C.
mollis en términos de crecimiento, establecimiento y sobrevivencia en
campo, debido a la mayor adaptacion de los HMA nativos a las condiciones

prevalecientes en la zona.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar y comparar el crecimiento, respuesta a las micorrizas arbusculares,
establecimiento y sobrevivencia de C. mollis con indculos nativos de hongos
micorrizicos arbusculares provenientes de un matorral xerofito y de una localidad

de 20 afos de sucesion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

FASE 1:

e Evaluar los cambios en la produccion de biomasa de vastago y raiz, de las
plantas de C. mollis cultivadas bajo condiciones de invernadero a los ocho
meses de crecimiento, para seleccionar el in6culo més efectivo a ser utilizado

posteriormente en la fase de campo.

e Evaluar la sobrevivencia de plantas cultivadas bajo condiciones de invernadero.

e Determinar el efecto de la fuente de inéculos sobre el status nutricional de hojas

de plantas cultivadas en invernadero.

e Determinar de dependencia micorrizica bajo condiciones de invernadero.

FASE 2:

e Evaluar los cambios en la produccion de biomasa de vastago y raiz a los cuatro

y ocho meses de crecimiento en la fase 2 de invernadero en campo.

e Determinar el efecto de la fuente de indculos sobre el status nutricional de hojas

de plantas cultivadas en invernadero en campo.

e Determinar la respuesta micorrizica en condiciones de campo.

e Evaluar la sobrevivencia de plantas en el campo.

e Cuantificar la colonizaciéon micorrizica a los ocho meses de crecimiento.
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AREA DE ESTUDIO

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

localiza el Parque Nacional de la laguna La Restinga (Figueroa, 1995).

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 precipitacion con afios
extremadamente secos (precipitacion media 214 mm) y afios con alta pluviosidad
(precipitaciéon 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, con una media maxima de 28,3 °C en el mes de mayo y la media

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

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

suelo y al clima arido y semiarido de Macanao (Gonzalez, 2007). El mosaico

27



sucesional formado comprende localidades entre < 1 y = 20 afios de antigiedad,
que 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 (Fajardo, 2007).

El matorral xeroéfito (Figura 1- Arriba) de la peninsula de Macanao
corresponde al ecosistema de referencia de este trabajo, y se caracteriza por ser
una comunidad vegetal madura donde dominan las especies Croton conduplicatus
(Euphorbiaceae), Lonchocarpus punctatus, Lonchocarpus sp. (Fabaceae),
Beureria cumanensis (Boraginaceae), Subpilocereus repandus, Acanthocereus
tetragonus, Stenocereus griceus (Cactaceae) y Bromelia humilis (Bromeliaceae).
La localidad sucesional de 20 afios (Figura 1- Abajo) contiene una fisionomia
arbustal dominada por las especies Melochia tomentosa (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).
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fito. Abajo: Localidad sucesional de 20 afios.

Figura 1. Arriba: matorral xer6
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METODOLOGIA

El proyecto se dividié en dos fases: la fase de invernadero que se llevé a
cabo en las instalaciones del Laboratorio de Nutricion Mineral de Plantas
Silvestres ubicado en el Instituto de Biologia Experimental (IBE); y la fase de

campo que se llevo a cabo en la peninsula de Macanao, Arenera la Chica.

Material vegetal:

Caesalpinia mollis (H.B.K.) Spreng es una leguminosa perteneciente a la
familia Caesalpiniacea que se distribuye al norte de Colombia y Venezuela
(Schnee, 1960). En Venezuela es reportada para los estados Anzoategui, Aragua,
Carabobo, Distrito Federal, Falcon, Guarico, Lara, Miranda, Nueva Esparta, Sucre
y Zulia. Crece en bosques xerdfilos, cardonales, espinares, bosques secos,

matorrales y bosques deciduos, entre 0 y 300 m snm. (LIlamozas et al., 2003).

Actualmente, C. mollis se encuentra vulnerable, es un arbol muy preciado y
su area de distribucion ha sido considerablemente reducida, pues todas las
localidades naturales referidas se encuentran fuera de parques nacionales, y no
existe ninguna medida en particular para la proteccion de la especie (Llamozas et

al., 2003).

Es un arbol de 2 a 8 metros de altura. Hojas compuestas, bipinnadas,
alternas, estipulas presente. Hojas casi opuestas ovaladas, de 3 a5 cm de largo y
1,5 a 2,5cm de ancho. Inflorescencias laterales con racimos simples de 6 a 10 cm

de largo. Flores amarillas. Frutos oblongos de 7 a 15 cm de largoy de 2 a4 cm de
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ancho. Se propaga por semillas y soporta fuerte irradiacion solar, sequia y suelos

pobres (Schnee, 1960; Hoyos, 1985).

Las leguminosas forman el grupo mas numeroso en términos de especies
(21) presentes en la zona de estudio (Fajardo, 2007). Esto coincide con
numerosos trabajos realizados en estos ecosistemas que reportan a las
leguminosas como el grupo mas importante en la composicion floristica
(Aristeguieta, 1968; Gentry, 1995; Gillespie et al., 2000). Ademas, Gentry (1995)
sefala que las leguminosas tienen un papel especialmente sobresaliente en los
bosques secos no porque sea una familia muy diversa, sino debido a que muchas

otras familias estan ausentes o pobremente representadas.

Suelos e inéculos:

Los suelos e inéculos que se utilizaron provienen de un matorral xerofilo
poco perturbado que corresponde al ecosistema presente antes de la extraccion
de arena, y de una localidad sucesional formada después de 20 afios de dicha

perturbacion.

Los in6culos utilizados fueron preparados utilizando potes trampas, los
cuales consisten en preparar un sustrato adecuado a las condiciones ecoldgicas
del hongo, asi como la utilizacién de especies altamente micotréficas para lograr la
rapida infecciéon y esporulacion del hongo con el fin de producir propagulos

infectivos en ese suelo (Sieverding, 1991).
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Se cultivaron plantas de Vigna luteola, leguminosa herbacea altamente
micotréfica (Hernandez et al. 2000) en macetas con suelo fresco de cada
localidad, para obtener cultivos mixtos de HMA (Bever, 1994). Luego de 8 meses
de cultivo se eliminé la parte aérea de las plantas y se conservaron las raices
como parte del indculo. La mezcla del suelo, raices infectadas y esporas de HMA
que se obtuvieron en cada tipo de suelo se utiliz6 como in6culo de HMA en los

experimentos.

Fase de invernadero:

Este ensayo fue llevado a cabo bajo condiciones de invernadero en el IBE,
el cual se encuentra ubicado en Caracas a 1200 m, con una temperatura promedio

de 26 °C y una humedad relativa promedio de 65%.

Esta fase se realiz6 con el objetivo de seleccionar en condiciones de
invernadero la combinacion in6culo de HMA-suelo mas eficiente en el crecimiento

de C. mollis, el cual fue utilizado posteriormente en el ensayo en campo.

Se realizaron seis tratamientos con diez réplicas cada uno:

1. Suelo de matorral con in6culo de HMA de matorral (MM).

2. Suelo de matorral con in6culo de HMA de la localidad sucesional después

de 20 afos de perturbacion (MV).

3. Control estéril con suelo de matorral (MC).
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4. Suelo de la localidad sucesional después de 20 afios de perturbacion con

in6culo de HMA de matorral (VM).

5. Suelo de la localidad sucesional después de 20 afios de perturbacién con

in6culo de HMA de esta misma localidad (VV).

6. Control estéril con suelo de 20 afios (VC).

Figura 2. Plantulas de C. mollis sembradas en tubetes, cultivadas bajo condiciones de
invernadero.

Las plantulas (previamente germinadas) fueron sembradas en tubetes con
suelo estéril correspondiente a cada localidad a los cuales se les afiadieron 50 gr.

del inéculo de micorrizas correspondiente a cada tratamiento (Figura 2).

Se realiz6 la cosecha de todas las réplicas luego de 248 dias después de la
siembra (DDS) (8 meses de crecimiento) y se determinaron parametros como

altura, sobrevivencia, biomasa total y biomasa de hojas, tallo y raiz, relacién
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vastago/raiz, indice de respuesta micorrizica micorrizica (IRM) y contenido de N

foliar.

Fase de campo:

Las actividades se realizaron en cuatro salidas de campo:

» 1°salida: las plantas pregerminadas fueron sembradas en bolsas de tres kilos

en un vivero ubicado en la zona (Figura 3), con tres condiciones de inoculacion:

1. Suelo de matorral nativo sin esterilizar con in6culo de HMA de matorral

(MM)

2. Suelo de matorral nativo sin esterilizar con in6culo de HMA de una localidad

sucesional de 20 afios (MV).

3. Control (no estéril) con suelo de matorral (MC).

» 2° salida: luego de 120 DDS (4 meses de crecimiento) en vivero, se
cosecharon 10 réplicas por tratamiento, para las cuales, posteriormente en

laboratorio, fue determinada la biomasa total y la biomasa de hojas, tallo y raiz.

» 3° salida: luego de 248 DDS (8 meses de crecimiento), se cosecharon 10
réplicas por tratamiento; posteriormente en laboratorio, fue determinada la
biomasa total y la biomasa de hojas, tallo y raiz, porcentaje de asignaciéon al
vastago y raiz, relacion vastago/raiz, contenido foliar de P y N, colonizacion
micorrizica y el indice de respuesta micorrizica. Se llevé a cabo el trasplante de

las plantas restantes al campo.

34



» 4° salida: luego de 496 DDS (16 meses de crecimiento), se evalud la altura y

el porcentaje de sobrevivencia en campo (Figura 4).

Figura 3. Plantulas de C. mollis sembradas en bolsas de 3Kg en un vivero ubicado en la

arenera La Chica, en la peninsula de Macanao.

Figura 4. Aspecto de la siembra. Trasplante luego de 248 DDS en el vivero en campo.
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Determinaciones:

Altura: se utilizd6 una cinta métrica tanto en plantas de invernadero como en

campo.

Biomasa: Se determiné la biomasa seca de las plantas separandolas en tallos,

hojas y raices. Estas fracciones se colocaron en la estufa a 60 °C.

Tasa relativa de crecimiento (TRC): la tasa de produccién de materia seca por
unidad de peso seco inicial de la planta se estimé para el intervalo de tiempo
transcurrido entre las dos cosechas sucesivas a través de la expresion matematica
de Hunt (1982):

TRC = [PSZ - PS]_] /T

PS; = Peso seco en la primera cosecha.
PS, = Peso seco en la segunda cosecha.

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

indice de dependencia micorrizica (IDM): se define como el grado en el cual una
planta se beneficia de la inoculacion con HMA comparado a cuando esta
asociacion estd ausente (en un tratamiento control en suelo estéril), y se

determind segun (Plenchette et al. 1983):
IDM= [PS (M) - PS (C) /PS (M)] x 100
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PS (M) = peso seco de la planta micorrizada.
PS (C) = peso seco de la planta control o no micorrizada.

Evaluacion de la colonizacion micorrizica arbuscular (CMA):

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

colorante y las raices se conservaron en lactoglicerina.

El método de cuantificacion de McGonigle et al. (1990) permitié evaluar la
presencia o ausencia de estructuras fungicas (arbusculos, vesiculas, enrollados e
hifas solas) independientemente de su abundancia. Una vez clarificadas y tefiidas
las raices, se seleccionaron segmentos y se alinearon en un portaobjeto, se
observaron 100 campos por muestra utilizando para ello el objetivo de 20X del
microscopio. Para calcular el porcentaje de colonizacién micorrizica (%MA) se

utilizo la siguiente expresion:

% MA= N° de campos observados — NI x100

N° de campos observados

NI = Total campos no infectados por HMA.
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Analisis de nutrientes:

Determinacion de nitrégeno:

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

bromocresol. Para esto se procedio de la siguiente forma:

Digestion: se pesaron aproximadamente 0,2 g de muestra y se agregaron en los
tubos Kjeldahl, se agregaron 3 mL de &cido sulfarico concentrado y dos perlas
de ebullicion. Se realiz6 el calentamiento en un bloque digestor con la siguiente
rampa de calentamiento: Paso 1 - 90 °C — 30 min; Paso 2 — 180 °C — 30 min;
Paso 3 — 270 °C — 30 min; Paso 4 — 360 °C — 90 min. Al terminar la digestion se

dej6 enfriar y se enras6 a 50 mL con agua destilada.

Destilacion: se utilizé un equipo Kjeltec system 1002 distilling unit-TECATOR.
Se agregaron aproximadamentel5 mL de NaOH al 40 % p/v a cada solucién
para liberar el amoniaco, el mismo fue recolectado en una fiola con 10 mL de
acido bédrico para formar el borato diacido por cada mol de amoniaco. A la
solucion se le agregd el indicador mixto, se procedio a la destilacion y se tituld

por retroceso con una solucion de HCI 0,01 M.
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La concentracion de nitrogeno se determiné con la siguiente ecuacion:

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

Peso muestra (mg)

- Determinacion de fosforo:

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

para la determinacion de P de acuerdo al método de Murphy y Riley (1962).

Andlisis estadisticos:

Los resultados fueron analizados a través de un Andlisis de Varianza
(ANOVA) de dos vias para la fase de invernadero y de una sola via en el caso de
la fase de invernadero, para lo cual se utilizd con el programa STATISTICA. Se

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

Fase de invernadero:

Pardmetros de crecimiento:

Luego de un periodo de 248 DDS se observO un efecto altamente
significativo (p<0.05) de la interaccion in6culo- suelo sobre los parametros de
crecimiento de C. mollis. Las plantas cultivadas en el suelo del matorral xerdfito sin
perturbar e inoculadas con los inéculos micorrizicos del matorral y de la parcela
sucesional de 20 afios (MM, MV, MC), mostraron los mayores valores de altura en
comparacion con los demas tratamientos realizados en suelo de parcelas
sucesional de 20 afios (Figura 5). Es de notar que las plantas cultivadas en suelo
estéril (C) no mostraron diferencias significativas en la altura con los tratamientos
inoculados en suelos de matorral (M) y parcela sucesional 20 afos (V). 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 sucesional de 20 afios (Figura 6-A).

En la Figura 6-B se observo un mayor desarrollo de la biomasa de hojas en
los tratamientos inoculados respecto a las plantas control en el suelo M, sin
embargo en el suelo V la inoculacion no tuvo ningun efecto sobre el desarrollo
foliar, ademas los tratamientos inoculados en este suelo no presentaron
diferencias significativas con el control de matorral (MC). La inoculacion

micorrizica incrementd la biomasa de tallo y raices en los tratamientos en suelo M
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(Figura 6-C,D), mientras que los tratamientos en suelo V no mostraron diferencias

significativas con el control.

La interaccion inéculo- suelo no mostré6 mayores diferencias significativas
en cuanto a la relacion vastago/raiz (Figura 7). Los valores obtenidos en cuanto a
la relaciébn vastago/raiz indican que en todos los tratamientos las plantas

presentaron una mayor asignacion de biomasa hacia la parte aérea.

g %
/
%

Tratamientos

Figura 5. Altura de C. mollis a los 248 DDS bajo condiciones de invernadero. MM: suelo
de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con inéculo de 20 afios; MC:
suelo de matorral sin indculo; VM: suelo de 20 afios con inéculo de matorral; VV: suelo de
20 afios con inoculo de 20 afios; VC: suelo de 20 afios sin indculo. Letras diferentes
indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror estandar.
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Figura 6. Biomasa (peso seco) de C. mollis a los 248 DDS bajo condiciones de
invernadero. (A) peso seco total, (B) peso seco de hojas, (C) peso seco del tallo, (D) peso
seco de la raiz. MM: suelo de matorral con inéculo de matorral; MV: suelo de matorral con
inodculo de 20 afos; MC: suelo de matorral sin in6culo; VM: suelo de 20 afios con inéculo
de matorral; VV: suelo de 20 afios con in6culo de 20 afos; VC: suelo de 20 afos sin
indculo. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios
terror estandar.
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Figura 7. Relacion vastago/raiz en plantas con 248 DDS bajo condiciones de invernadero.
MM: suelo de matorral con indculo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20
afos; MC: suelo de matorral sin inéculo; VM: suelo de 20 afios con in6culo de matorral;
VV: suelo de 20 afios con in6culo de 20 afios; VC: suelo de 20 afios sin in6culo. Letras
diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror estandar.
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Figura 8. Plantas de C. mollis después de 248 DDS. MM: suelo de matorral con inéculo de
matorral; MV: suelo de matorral con inéculo de 20 afios; MC: suelo de matorral sin
in6culo; VM: suelo de 20 afios con indculo de matorral; VV: suelo de 20 afios con inéculo
de 20 afios; VC: suelo de 20 afios sin indculo.
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Determinacién de nutrientes:

El suelo de siembra tuvo un efecto significativo sobre el contenido de N
foliar, observandose un incremento en las plantas cultivadas en suelo de matorral,

con respecto a aquellas cultivadas en suelo de 20 afios (Figura 9).

Para los tratamientos en suelo de matorral la inoculacion con HMA tuvo
efectos significativos en cuanto al contenido de N, obteniéndose un aumento de

aproximadamente un 70% con respecto al tratamiento control (Figura 9).

La determinacion del contenido de P foliar no se pudo llevar a cabo en esta
primera fase por falta de material vegetal, debido a que la produccion de biomasa

de hojas fue baja.
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Figura 9. Nitrogeno foliar en plantas de C, mollis con 248 DDS en condiciones de
invernadero. MM: suelo de matorral con in6éculo de matorral; MV: suelo de matorral con
in6culo de 20 afios; MC: suelo de matorral sin inéculo; VM: suelo de 20 afios con in6culo
de matorral; VV: suelo de 20 afos con in6culo de 20 afios; VC: suelo de 20 afios sin
inoculo. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios
terror estandar.
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indice de dependencia micorrizica (IDM):

Se observd que la perturbacion debido a la extraccion de arena afecta la
dependencia de la planta, ya que el IDM fue mayor en plantas cultivadas en los
suelos del matorral xerdfito, obteniéndose un incremento de aproximadamente el
doble con respeto a los tratamientos en suelos de la localidad sucesional de 20

afios (Figura 10).

La procedencia del indculo no tuvo efectos significativos en cuanto al IDM,
observandose una dependencia de 54 % y 56 % para los tratamientos MM y MV,

respectivamente, y un 24 %y 28 % para los tratamientos VM y VV (Figura 10).
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Figura 10. indice de dependencia micorrizica (IDM) en plantas de 248 DDS bajo
condiciones de invernadero. MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de
matorral con inéculo de 20 afios; VM: suelo de 20 afios con indculo de matorral; VV: suelo
de 20 afios con indculo de 20 afos. Letras diferentes indican diferencias significativas a p
<0,05. Valores medios *error estandar.
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Sobrevivencia:

Los resultados del porcentaje de sobrevivencia de C.mollis no presentaron
diferencias significativas entre si, y no hubo interaccion entre los factores suelo x
indculo, ya que para todos los tratamientos se encontraron altos porcentajes de

sobrevivencia (Figura 11).
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Figura 11. Sobrevivencia en plantas de C. mollis después de 248 DDS bajo condiciones
de invernadero. MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con
in6culo de 20 afios; MC: suelo de matorral sin inéculo; VM: suelo de 20 afios con inéculo
de matorral; VV: suelo de 20 afos con in6culo de 20 afios; VC: suelo de 20 afios sin
inoculo.

Fase de campo:

Parametros de crecimiento:

Posterior a los ensayos de invernadero donde se evalué la combinacion
suelo- in6culo mas eficiente en términos de crecimiento de la especie, en campo

se selecciono el suelo de matorral no estéril y se utilizaron los in6culos My V. Es
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importante sefialar que el uso de suelo no estéril, permite evaluar la respuesta que
tiene la especie a la inoculacion (IRM) y permite establecer protocolos de ensayos

viables en condiciones de campo.

En la primera cosecha realizada a los 120 DDS, la inoculacion con HMA no
arroj6 diferencias significativas en el peso seco de las hojas, mientras que a los
248 DDS las plantas de los tratamientos inoculados, MM y MV, incrementaron
significativamente el peso seco de las hojas, en comparacién a las plantas MC

(control —no estéril) (Figura 12).

Los resultados obtenidos en el peso seco del tallo y peso seco de la raiz no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos en la primera cosecha
realizada, mientras que en la segunda cosecha el tratamiento MM presento
incrementos significativos en ambos paradmetros en relaciéon con los tratamientos

MV y MC (Figura 12).

Los valores de biomasa total mostraron que a los 120 DDS las plantas del
tratamiento MV presentaron valores de biomasa total significativamente mayor en
comparacién con los tratamientos MM y MC. En la segunda cosecha a los 248
DDS, los resultados mostraron que las plantas del tratamiento MM incrementaron
significativamente todos los valores de biomasa en comparacion con los otros
tratamientos, mientras que los tratamientos MV y MC no mostraron diferencias

significativas entre si (Figura 12).

No se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos

en la relacibn vastago/raiz. La asignacion de biomasa a los diferentes
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compartimientos muestra que todos los tratamientos presentaron una mayor
produccion de biomasa en el vastago, obteniéndose un 64,62 % para MM, 76,46
% para MV y 77,52% para MC de asignacion de biomasa a la parte aérea de la
planta (Figura 14). La inoculacibn con HMA provenientes del matorral (MM)
produjo un incremento de la biomasa total en un 68% con respecto a MV, y un
89% con respecto a MC. Aun cuando no se encontraron diferencias significativas
en la relacion vastago/raiz entre los diferentes tratamientos, se observo que la
asignacion del tallo fue mayor en MC (35%) que en el resto de los tratamientos

(Figura. 14).

Luego de 248 DDS las plantas fueron trasplantadas al campo (Figura 4).
Las medidas de altura de estas plantas mostraron que las provenientes de los
tratamientos MM y MC no presentaron diferencias significativas entre si, mientras
que las plantas en los tratamientos MV presentaron las menores alturas (Figura

15).

48



20

o

A ® ° E
4
15 4
8 8 34
[} o
(] [}
e 104
P £
4 R 2-
05
14
00 0
MM MV MC MM MV MC
Tratamientos Tratamientos
0.7 >
a
4 F b
2 ? 3
1) o
8 8 a a
2 £ 2
1 4
0
MM MV MC MM MV MC
Tratamientos Tratamientos
e )
a
C a G
a 4
08 4
2 &9
£ 04 B
g £ 5]
0.2 4
14
0.0 0
MM MV MM MV MC
Tratamientos Tratamientos
301 10 -
25 A a
] G a
8 2 g
= 5 o
» 154 7]
a a
4 4
1,0 4
05 - 21
00 0
MM MV MC MM MV Mc
Tratamientos Tratamientos

Figura 12. Biomasa (peso seco) en plantas de C. mollis. Primera cosecha después de 120
DDS: (A) peso seco de hojas; (B) peso seco del tallo; (C) peso seco de la raiz; (D) peso
seco total. Segunda cosecha después de 248 DDS: (E) peso seco de hojas; (F) peso seco
del tallo; (G) peso seco de la raiz; (H) peso seco total. Letras diferentes indican
diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror estandar.
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Figura 13. Relaciéon vastago/raiz en plantas de C. mollis cultivadas en un vivero en
campo. MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con inéculo
de 20 afos; MC: suelo de matorral sin indculo. Letras diferentes indican diferencias
significativas a p <0,05. Valores medios terror estandar.
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Figura 14. Asignacién de biomasa en plantas de C. mollis cultivadas en campo. MM: suelo
de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20 afios; MC:
suelo de matorral sin inéculo.

50



35

30 -
ab
25 -

20 A

15 -

Altura {cm)

10

MM
Tratamientos

Figura 15. Altura en plantas de C. mollis con 496 DDS en el campo. MM: suelo de
matorral con inéculo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20 afios; MC:
suelo de matorral sin inéculo. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05.
Valores medios terror estandar.

Colonizacién micorrizica arbuscular (CMA):

La CMA determinada luego 248 DDS de iniciado el experimento, fue
significativamente mayor en las plantas inoculadas con HMA provenientes tanto
del matorral como de la localidad de 20 afios, en comparacion con las plantas no
inoculadas. (Tabla 1). Las estructuras micorrizicas no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos MM, MV y MC a excepcion del % de

arbusculos y enrollados hifales en las plantas MC.
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Tabla 1. Porcentaje de colonizacion micorrizica determinado después de 248 DDS. MM:
suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20 afnos.
Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios z*error
estandar.

Tratamientos % arbUsculos % vesiculas % hifas % enrollados % colonizacion

MM 8,1+1,2 a 14,4+3,1a 11+t16a 13+1,5a 46,5+5,2 a
MV 9,5+08 a 11+19a 85+1,2a 11,5+09a 40,5+1,8 a
MC 3+10Db 14+35a 6,5+2,0a 5,7x0.02b 29,2+0,8 b
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MC

Figura 16. Plantas de C. mollis en la primera cosecha realizada después de 120 DDS en
el campo. MM: suelo de matorral con inéculo de matorral; MV: suelo de matorral con
in6culo de 20 afios; MC: suelo de matorral sin inéculo.

Figura 17. Plantas de C. mollis en la segunda cosecha realizada después de 248 DDS en
el campo. MM: suelo de matorral con inéculo de matorral; MV: suelo de matorral con
in6culo de 20 afios; MC: suelo de matorral sin inéculo.
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Determinacién de nutrientes:

En la figura 18 se observa el contenido de P foliar en los diferentes
tratamientos. Los valores muestran que las plantas en los tratamientos MM
presentaron los mayores valores de contenido de P en comparacion a las plantas
en los tratamientos MV y MC los cuales no mostraron diferencias significativas
entre si. Por otro lado, el contenido de N foliar no mostro variaciones significativas

por efecto de la inoculacion, ni por la procedencia de los inéculos (Figura 19).
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Figura 18. Contenido de fésforo foliar en plantas de C. mollis con 248 DDS en el campo.
MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con inéculo de 20
afos; MC: suelo de matorral sin indculo. Letras diferentes indican diferencias significativas
a p <0,05. Valores medios terror estandar.
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Figura 19. Contenido de nitrégeno foliar en plantas de C. mollis con 248 DDS en el
campo. MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo
de 20 anos; MC: suelo de matorral sin inodculo. Letras diferentes indican diferencias
significativas a p <0,05. Valores medios *error estandar.

indice de respuesta micorrizica (IRM):

En la figura 20 se puede observar que las plantas de C. mollis presentaron
una respuesta diferencial dependiendo de la procedencia del indculo. El IRM fue
mayor en plantas inoculadas con HMA provenientes del matorral xerofito (47 %),
con respecto a plantas inoculadas con HMA provenientes de la localidad

sucesional de 20 afios (11 %).
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Figura 20. indice de respuesta micorrizica (IRM) en plantas de 248 DDS en el campo.
MM: suelo de matorral con indculo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20
afos. Letras diferentes indican diferencias significativas a p <0,05. Valores medios terror

estandar.

Tasa de crecimiento relativo (TCR):

El tratamiento inoculado con HMA del matorral, que alcanzé una alta
biomasa seca al finalizar el experimento, mostré una TCR significativamente mas
alta con respecto a los otros tratamientos. Se observa que la TCR del tratamiento
MM fue aproximadamente tres veces mayor que la de los tratamientos MV y MC

(Figura 21).
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Figura 21. Tasa de crecimiento relativo en plantas de C. mollis. MM: suelo de matorral con

indculo de matorral; MV: suelo de matorral con inéculo de 20 afios.
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Sobrevivencia:

El efecto y la importancia de la inoculacion con HMA se observo claramente
en el parAmetro de sobrevivencia, ya que a los 496 DDS en la zona seleccionada,
las plantas inoculadas presentaron un alto porcentaje de sobrevivencia, que
ademas duplica el de las plantas no inoculadas. Los tratamientos MM y MV
presentaron un 88 y 100 % de sobrevivencia, respectivamente, mientras que el

control presento solo un 53 % (Figura 22).
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Figura 22. Porcentaje de sobrevivencia en plantas de C. mollis con 496 DDS en el campo.
MM: suelo de matorral con in6culo de matorral; MV: suelo de matorral con in6culo de 20
afos; MC: suelo de matorral sin in6culo.
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DISCUSION

Actualmente las zonas tropicales estan expuestas a altas tasas de
deforestacion por diferentes motivos, por lo que se hace urgente el desarrollo de
proyectos de restauracién que estén acordes con las necesidades de cada area
perturbada. En Venezuela, los bosques secos y sus matorrales asociados se
ubican principalmente al norte del pais ocupando el 3,2 % de su superficie, y gran
parte de su extension ha sido transformada por diferentes actividades antropicas
(Gonzalez, 2007; Fajardo et al. 2005), por lo que actualmente se encuentran
dentro de la categoria de riesgo mas alta (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). A esto se le suma la cantidad de
especies tanto animales como vegetales que se encuentran en riesgo de
desaparecer junto a estos ecosistemas, como es el caso de C. mollis, que
actualmente esta considerada en el Libro Rojo de la Flora como una especie
vulnerable (Llamozas et al., 2003). Es por esta razén que la aplicacion de HMA es
propuesta como una herramienta biolégica para asegurar el establecimiento y
crecimiento de C. mollis, que se traduce en la obtenciébn de plantones mas
vigorosos desde el punto de vista del incremento en las tasas de crecimiento,

produccion de biomasa y sobrevivencia

Las leguminosas son componentes importantes de la vegetacion lefiosa de
ecosistemas aridos y semiaridos, con una versatilidad en la formacion de simbiosis

(Sprent & James, 2007), y con una alta dependencia micorrizica que les permiten
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progresar bajo condiciones ambientales estresantes (Herrera et al., 1993). Debido
a que las perturbaciones generalmente afectan la presencia de los propagulos de
HMA en el suelo, la inoculaciéon de plantulas de leguminosas nativas con HMA
antes de su establecimiento en &reas degradadas mejoran significativamente el
crecimiento de la planta y la calidad del suelo, en cuanto a mejoras en la
estructura debido a la presencia de la proteina glomalina que tiene un efecto

cementante entre las particulas (Rilling & Mummey, 2006).

Los estudios sobre la simbiosis micorrizica que se han realizado en
diferentes especies vegetales, han permitido establecer que los cambios
morfoldgicos y fisioldgicos generados por el micobionte en el hospedero estimulan
el crecimiento y una respuesta exitosa ante las presiones ambientales (Al-Karabi,

1998; Davies et al., 1996; Klironomos & Hart, 2002, Caceres & Cuenca, 2006).

El éxito de la inoculacion con HMA, ademas de depender del tipo de indculo
y su afinidad con la planta, depende de las condiciones ambientales, donde la
composicién y estructura del suelo juegan un papel muy importante, por lo que es
necesario hacer una previa evaluacion de la efectividad de la inoculacion en los

sustratos en los que se sembrara la planta inoculada (Herrera-Peraza et al. 2010).

Los resultados del presente trabajo indican que el crecimiento de C. mollis
presenta una respuesta diferencial que depende de la procedencia del in6culo de

HMA y del suelo utilizado como sustrato.

El efecto de las perturbaciones puede drasticamente reducir la

sobrevivencia, implantacién y crecimiento de las especies vegetales, debido a los
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cambios que se generan en el suelo. En el presente trabajo la disminucién en el
peso seco en las plantulas de C. mollis cultivadas en invernadero se encontro
relacionada con el uso de suelos pertenecientes a la localidad perturbada, lo que
podria estar asociado a cambios tanto biéticos como abibticos. En efecto, los
cambios en las propiedades quimicas de los suelos sucesionales de 20 afios y el
matorral han mostrado que de acuerdo a los limites establecidos por el Soil Survey
Staff (2003), el contenido de nitrégeno total disponible en el suelo del matorral
corresponde a un suelo extremadamente rico, mientras que el observado en las
parcelas de 20 afios corresponden a suelos ricos (Kalinhoff, 2012); igualmente, las
concentraciones de P disponible son significativamente diferentes (446 ppm vs
336 ppm) en el matorral y en la parcela sucesional respectivamente (Anexo 2).
Estas diferencias de los nutrientes esenciales y el efecto de la perturbacion,
pueden generar cambios en la viabilidad de los diferentes propagulos y con ello

cambios en la respuesta de las plantulas de C.mollis.

La efectividad y funcionamiento de los indculos utilizados puede estar
condicionada por una serie de factores edéaficos que de una u otra forma influyen
en el efecto que las micorrizas pueden ejercer sobre una especie en particular.
Algunos de estos factores que influyen en la respuesta micorrizica pueden ser el
pH del suelo, nivel de nutrientes disponibles, humedad, temperatura; todos,
aunque de una manera distinta, afectan la formacién y la actividad fisiol6gica de

las micorrizas (Brundrett, 1991).
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Otro parametro que se debe considerar en este trabajo durante el ensayo
de invernadero es el tamafio del tubete, el cual podria haber limitado el
crecimiento de C. mollis. Aun cuando su desarrollo fue lento, se considera que
pudo haber una limitacién bastante importante, sobre todo cuando se compara con
el ensayo de campo en bolsas de 3 Kg, donde el desarrollo de las plantas podria
ser considerado mejor. Sin embargo, la respuesta de las plantas en los suelos My
la inoculacion con hongos del matorral resultdé ser similar en ambas fase

(invernadero y campo).

Existen trabajos que plantean que el efecto de las micorrizas es mayor en
suelos mas pobres; sin embargo, en este trabajo se obtuvo una respuesta
significativa a la inoculacién y aun cuando los valores de dependencia obtenidos
no son comparables con otras especies creciendo en suelos pobres, su efecto

sobre el crecimiento es relevante (Caceres & Cuenca, 2006; Mora, 2010).

En los tratamientos donde el sustrato corresponde al suelo de matorral, la
respuesta de crecimiento en las plantas inoculadas demuestra una vez mas el
beneficio que los HMA confieren a la planta independientemente del in6culo
utilizado. La determinacion del peso seco producido por las plantas hospederas es
considerado un criterio atil para predecir el potencial micorrizico de un
determinado in6culo, siendo un parametro mucho mas confiable que el nUmero de
esporas o el porcentaje de colonizacion (Cuenca et al., 2003). En este sentido, es
importante destacar que la caracterizaciéon de los in6culos utilizados en este

trabajo presentaron diferencias significativas entre el nUmero de esporas y el
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potencial infectivo, siendo el de matorral el inéculo que poseia el menor nimero de
esporas en comparacién con el inoculo de 20 afios (961 esporas 100 g™ suelo
seco vs 1307,5 esporas 100 g suelo seco, respectivamente) y el menor potencial
infectivo (121,5 propagulos 100 g* suelo seco vs 506,3 propagulos 100 g* suelo
seco, respectivamente) (Kalinhoff, 2012). EI mayor nimero de esporas en suelos
que han sido perturbados en contraste con una menor esporulacion en suelos de
ecosistemas pristinos se ha observado tanto en potes trampa como en suelos
provenientes directamente del campo (Picone, 2000; Zangaro et al. 2000; Lopes-

Leal et al. 2009), y es atribuida a las diferentes estrategias de vida de los HMA.

En proyectos con fines de restauracion los experimentos en campo son de
gran importancia ya que permiten validar los resultados obtenidos en invernadero,
exponiendo las plantas a su ambiente natural. C. mollis mostré tener diferencias
de compatibilidad con los in6culos utilizados. Esta compatibilidad in6culo — planta
se pudo observar en los ensayos realizados en campo, donde los datos de
biomasa total fueron significativamente mayores sélo para el in6culo de matorral,
lo que indica que las plantas responden diferencialmente no sélo a la presencia
del in6éculo, sino también al tipo de inéculo de HMA. Estos resultados confirman
gue cada especie de HMA puede generar diferentes respuestas en términos de
efectividad e infectividad, en la planta hospedera (Sieverding, 1991, Céaceres &

Cuenca, 2006; Céaceres et al., 2008; Mora, 2010, Kalinhoff, 2012).

La compatibilidad funcional se puede evaluar a través del aumento de la

biomasa y mejor nutricibn de la planta, donde la planta hospedera se puede
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complementar con muchas o pocas especies de HMA (Ravnskov & Jakobsen,

1995).

Muchos trabajos muestran que diferentes especies vegetales responden
diferencialmente a indculos que provienen de localidades distintas. Por ejemplo,
Garcia (2011), evalu6 el efecto de indéculos de HMA procedentes de tres zonas
distintas de un matorral del Valle de Mezquital, Hidalgo, México, sobre las
variables de crecimiento en dos especies de leguminosas (Prosopis laevigata y
Mimosa biuncifera) en condiciones de invernadero. Después de 105 dias se
observo en las dos especies vegetales y para todas las variables de crecimiento
un incremento debido a la micorrizacién, y a pesar de que los resultados no
permitieron sugerir patrones de compatibilidad funcional entre las procedencias de
los HMA y ambas leguminosas, se obtuvo que el efecto de la procedencia de los

HMA fue diferente para cada una.

Por su parte, Caceres et al. (2008) sefialan la alta compatibilidad funcional
de la especie arbdérea Pachira quinata al ser inoculada con inéculos nativos y
foraneos, observando una respuesta diferencial en cuanto a crecimiento y

sobrevivencia cuando eran trasplantadas al campo.

En el presente trabajo, la disminucion de compatibilidad con el in6culo
proveniente de la localidad sucesional de 20 afios podria deberse a un cambio en
la composicion de HMA en la misma, ocasionado por la perturbacion proveniente
de la extraccion de arena, lo que fue confirmado en estudios realizados

anteriormente en la zona por Kalinhoff (2012) que evalud la riqueza de especies
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de HMA en cada indculo, los cuales fueron los mismos utilizados en este trabajo,
reportando que efectivamente la composicion de HMA era contrastante entre el
matorral xerdéfito y la localidad sometida a la perturbacion. EI mayor numero de
morfotipos fue observado en el indculo proveniente del matorral con 19 morfotipos
diferentes, mientras que en la localidad sucesional de 20 afios se observaron sélo
9 morfotipos (Anexo 3). En el in6culo del matorral se observd una alta abundancia
de un morfotipo de la familia Gigasporaceae mientras que un morfotipo
perteneciente a la familia Claroideoglomeraceae, fue el mas abundante en el

in6culo proveniente de la localidad de 20 afios.

A pesar que la densidad de esporas fue menor en el in6culo de matorral
(Kalinhoff, 2012), y que el morfotipo més abundante en él, pertenece a la familia
Gigasporaceae, la cual se caracteriza por contactar a las raices mas lentamente
con respecto a otras familias de HMA (Klironomos & Hart, 2002), este parece estar
presentando una mayor compatibilidad funcional con la planta reflejado en un
mayor beneficio en la mayoria de los parametros evaluados en el presente trabajo.
Esto también podria deberse a que las esporas de HMA no representan la
principal fuente de in6culo de MA para este caso, como lo sugiere McGee (1989),
para un sitio semiarido de Australia, sino que otros propagulos de HMA, como las
raices micorrizadas o fragmentos de ellas y la red del micelio del HMA, podrian

estar contribuyendo en la infeccion (Requena, et al., 1996).

Al igual que lo reportado por Kalinhoff (2012) en cuanto a la desaparicién de

la familia Gigasporaceae en ambientes perturbados otros trabajos han reportado
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resultados similares. En distintos estudios realizados en ambientes pobres en
nutrientes como los de La Gran Sabana, Venezuela, los géneros Glomus y
Entrophospora fueron dominantes en situaciones de perturbacion y posterior
resiembra, mientras que los representantes de la familia Gigasporaceae
desaparecieron, los cuales son parte importante de la comunidad de HMA
presente en condiciones naturales (Cuenca & Lovera, 1992; Cuenca et al., 1998).
Sin embargo, es importante sefalar que las especies de la familia Gigasporaceae
pueden también ser comunes en ambientes intervenidos, por lo que se debe ser

cuidadoso al hacer generalizaciones al respecto (Klironomos & Hart, 2002).

La utilizacién de in6culos mixtos en este estudio esté justificada en el hecho
de que en condiciones naturales las plantas estan expuestas a una mezcla de
especies de HMA (Van der Heijden et al., 1998). Ademas, al utilizar in6culos
mixtos se aumentan las posibilidades de que los hongos méas apropiados se hagan
dominantes en la eventualidad de que las condiciones del suelo cambien debido a
la perturbacion y en las etapas sucesionales (Abbott &Gazey, 1994). Las
evidencias sefialan que no todos los HMA son igualmente efectivos con las

distintas especies de plantas (Klironomos & Hart, 2002).

La rigueza de los HMA esta asociada a una elevada diversidad funcional, lo
gue se ve reflejado en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Garcia, 2011).
Hay estudios que demuestran que la micorrizacion, la captacién de nutrientes y la
biomasa en la planta varian en funcion de los hongos con quien forma la simbiosis

(Helgason et al., 2002). Van der Heijden & Horton (2009) observaron que tanto la
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produccion de biomasa como el contenido de nitrégeno y fésforo en plantas estan
determinadas por los HMA con los que se complementan, ademas que el nivel de
micorrizacion, la captacion de nutrientes y la productividad de la planta varian en
funcién de la procedencia de los HMA (Cruz et al., 2004; Moora et al., 2004).
Ademas, Maherali & Klironomos (2007) sugieren que las familias de HMA han
evolucionado de tal manera que sus funciones son complementarias entre si, por
lo que se puede suponer que si la comunidad vegetal interacciona
simultaneamente con HMA de diferentes familias la productividad vegetal sera

mayor, en comparacion con la interacciéon con HMA de una sola familia.

Las plantas presentan diferentes estrategias en cuanto a la asignacion de
biomasa dependiendo del ambiente en el que se desarrollen. Por ejemplo, las
plantas que se desarrollan en suelos pobres suelen asignar mayor biomasa a las
raices (Chapin 1980, 1988; Grime, 1979), y por otro lado, la asignacion de
biomasa en plantas que crecen en suelos ricos en nutrientes suele ser mayor en el
vastago que en la raiz (Huante et al., 1993). Bajo este supuesto, C. mollis parece
estar adaptada a un ambiente donde los nutrientes no son limitantes ya que la
relacion vastago/raiz mostré6 una mayor asignacion de peso seco a la parte aérea
de la planta tanto en el ensayo de invernadero como en el de campo. El estudio
realizado anteriormente en la peninsula de Macanao por Kalinhoff (2012)
determind que efectivamente los suelos de esta zona son ricos en nutrientes (N y
P). Los resultados obtenidos en campo concuerdan con el estudio realizado por
Huante et al. (1993) en un bosque tropical de México, cuya investigacion se baso

en determinar el efecto de los HMA sobre el crecimiento de cuatro especies de
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arboles que coexisten en dicho bosque, dentro de las cuales se encuentran dos
leguminosas (Caesalpinia eriostachys Benth y Pithecellobium mangense (Jacq.)
MacBride). Este bosque se caracteriza por su clima altamente estacional y la alta
diversidad de plantas (Lott, 1985), cuyos suelos poseen altas concentraciones de
N y P, donde igualmente se encontr6é bajo estas condiciones, que para las cuatro
especies vegetales, la asignacién de biomasa fue mayor a la parte aérea de la

planta.

El efecto de las micorrizas en ambientes donde no se presenten
deficiencias nutricionales podria ser a través de las mejoras en algunos de los
pardmetros hidricos, que aun cuando no fue el objetivo de este trabajo es
importante tener en cuenta todos estos beneficios que la simbiosis micorrizica le

confiere a la planta bajo estrés hidrico.

Aungue los HMA se ven afectados por las perturbaciones ambientales,
tienen la capacidad de mediar en las respuestas de las plantas a diferentes tipos
de estrés ambiental (Finlay, 2004). Por ejemplo, aumentan la resistencia de la
planta al estrés hidrico, que es una de las principales funciones en zonas aridas
(Augé, 2001) y semiaridas, como lo es el matorral xerdfito de la peninsula de
Macanao. Kalinhoff (2012) en su estudio en la Peninsula de Macanao encontro
gue la inoculacion con HMA nativos tuvo una importante influencia en las estado
hidrico de Piscidia carthagenensis bajo la condicion de sequia, ya que se observo

un ajuste osmatico y aumento en el potencial de turgencia (Wt) foliar respecto a la
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condicion de riego, ademas de presentar altos valores de conductancia hidraulica

radical.

Se ha observado que las plantas colonizadas suelen resistir mejor la
sequia que las plantas no colonizadas (Augé & Moore, 2005), y que este efecto
muchas veces depende de las diferentes combinaciones planta — hongo (Augé,
2001; Augé et al., 2007; Subramanian et al., 2006). En patrticular, los HMA nativos
de ambientes semiéridos incorporan agua y nutrientes mas eficientemente en
suelos secos, confiriéndole a la planta una mayor resistencia a la sequia (Ruiz-
Lozano & Azcon, 1995; Marulanda et al., 2003; Porcel & Ruiz —Lozano, 2004). En
este trabajo los resultados obtenidos en condiciones de campo mostraron una
mayor sobrervivencia de las plantas inoculadas en comparacion a las no
inoculadas. Es importante destacar que en este trabajo, aun cuando las plantulas
de C. mollis no fueron inoculadas, las mismas presentaron colonizacién
micorrizica ya que fueron cultivadas en suelos no estériles. Estos suelos por lo
general no presentan el mismo numero de propagulos infectivos (datos no
mostrados), que se pueden encontrar en indculos preparados, pero si poseen la
misma capacidad de colonizar las raices de las plantas en su ambiente natural.
Este factor refleja como la inoculacion no sélo podria afectar la sobrevivencia de
las plantas en condiciones naturales, sino podria también estar afectando los
pardmetros hidricos. Igualmente, en este trabajo los resultados mostraron que no
existe una relacion entre el crecimiento y la colonizacion de C. mollis, ya que
ambos in6culos en la fase de campo mostraron efectos diferenciales en el

crecimiento mas no en la colonizacibn micorrizica. En este sentido, alin cuando
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no existe especificidad en esta simbiosis, las diferentes especies de HMA difieren
en su grado de efectividad e infectividad, las distintas especies, e incluso
cultivares de la misma especie, muestran un grado diferente de susceptibilidad a
la colonizacién con el hongo (Raju et al., 1988). Aunque el genotipo del hospedero
es critico para definir el nivel maximo de colonizacién con MA, las distintas
especies de hongos pueden exhibir un potencial de colonizacion diferente en un
mismo hospedador, lo cual se interpreta como diferencias en el grado de
compatibilidad entre las plantas y los distintos hongos (Sieverding, 1991).

Estos resultados no son consistentes con lo encontrado por Moyersoen et
al. (1998), Siquiera et al., (1998) y Céaceres & Cuenca (1996), los cuales
trabajando con especies arbOreas encontraron relaciones positivas entre el
porcentaje de colonizacion y el crecimiento de las especies estudiadas, y a su vez,
encontraron una relacion positiva entre el porcentaje de colonizacion y la

incorporacion de P a las plantas.

Es de notar también que la evaluacion de la colonizacién en la fase de
campo se realiz6 a los 248 DDS ya que en la primera cosecha a los 120 DDS no
se observo colonizacion. Este resultado podria indicar que existe un retardo en el
establecimiento de la colonizacién en esta especie que podria estar asociado a
una baja tasa de crecimiento o a la permanencia de los cotiledones (Allsopp &
Stock 1993,1995; Siqueira et al., 1998). En este sentido, se podria sefialar que el
establecimiento de la colonizaciéon temprana representa un beneficio para las
plantulas, ya que su establecimiento y desarrollo, representan una etapa donde la

alta demanda de nutrientes supera el suministro, lo que podria producir un déficit
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nutricional; por ello, el rapido establecimiento de la colonizacion representaria una
alternativa en la incorporacion de nutrientes en ambientes pobres (Koide 1991).
Este no es el caso en ambientes con mayor disponibilidad de nutrientes, pero si
bien no es el déficit nutricional el que podria estar afectando la colonizacion
temprana, existen factores como el déficit hidrico que podrian producir efectos
sobre el establecimiento de las plantulas. Para esclarecer esta pregunta que surge
de este trabajo sugerimos hacer ensayos que evallen la dinamica de colonizacion
en periodos de tiempo mas largos y evaluar la relacion entre la colonizacion y el

estado hidrico de las plantulas en campo.

Todas estas ventajas fisiologicas conferidas a la planta por la presencia de
las MA representan una gran importancia para el establecimiento y sobrevivencia
de las mismas, ya que en época de sequia, donde el agua pasa a ser el recurso
limitativo mas importante, la captura de nutrientes esta limitada debido a que éstos
son absorbidos por las células a partir de la solucion del suelo. Es por esta razén
que la contribucion de los HMA en cuanto a la absorcién de nutrientes se vuelve

mas importante en suelos secos (Finlay, 2004).

El incremento en la eficiencia de la absorcion de nutrientes, especialmente
de P, es considerado uno de los principales beneficios de la asociacién planta-
micorriza debido a que mejora el estado nutricional de las plantas (Treseder &
Allen, 2002; Smith & Read, 2008). Este beneficio se pudo observar en el ensayo
de campo, donde el contenido de P en las plantas con in6culo proveniente del

matorral xerdfito fue significativamente mayor, lo que puede ser atribuible a la alta
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abundancia de un morfotipo de la familia Gigasporaceae presente en el indculo de
matorral (Kalinhoff, 2012), cuya familia se destaca por aumentar la absorcion de P
por parte de la planta (Garcia, 2011). Dado que el micelio extra-radical cumple
funciones de absorcion, se ha propuesto que las especies de Gigasporaceae, al
tener un micelio extra-radical mas extenso, podrian estar proporcionando mayores

beneficios nutritivos a la planta huésped (Hart & Reader, 2002).

Un mayor contenido de P foliar, como efecto de la inoculacion, concuerda
con lo expuesto por Green et al. (1998), quienes indican que este efecto es una
respuesta importante producida por los micosimbiontes a nivel foliar en las
plantas, ya que favorecen la fotosintesis y actia en el metabolismo de las plantas
en forma de ATP. Otros autores trabajando con especies arboreas en zonas
tropicales han demostrado la mayor incorporacion de P y N foliar al ser inoculadas
con HMA (Kalinhoff, 2012; Caceres & Cuenca, 2006; Caceres et al., 2008; Mora,

2010; Huante et al., 1995).

Puesto que los HMA estan implicados tanto en la captacion de agua del
suelo como de fosfato (Safir & Nelsen, 1981), su capacidad para mantener una
nutricion adecuada de P en las plantas en condiciones de sequia, es un factor
importante para mejorar la tolerancia al estrés hidrico (Graham & Sylvertsen,

1984; Nelsen & Safir 1982; Sieverding 1986).

Otro nutriente importante para el desarrollo de la planta es el Ny a pesar de
gue aun existen muchos aspectos que aclarar en cuanto a su absorcion por medio

de HMA, es indudable la capacidad de sus hifas de absorber tanto amonio como
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nitrato (Cuenca, no publicado). Numerosos estudios han demostrado que la
presencia de MA hace un aporte considerable a la absorcién de N por la planta a
partir del suelo, habiéndose reportado casos en los cuales hasta el 42% del N total

absorbido por la planta es aportado a través de las hifas (Smith & Read, 2008).

En este trabajo el contenido de N en C. mollis, en el ensayo de invernadero,
se ve afectado por el tipo de suelo mas no por los tipos de indculos utilizados. Las
plantas cultivadas en suelos de 20 afios mostraron menos incorporacion de N con
respecto a las cultivadas en suelo de matorral, evidenciando una vez mas la
menor compatibilidad suelo-inéculo generada por la alteracién del suelo en la
localidad perturbada, explicada anteriormente. Sin embargo, se pudo observar que
en las plantas cultivadas en el suelo de matorral el contenido de N fue mayor en
los tratamientos micorrizados, aunque no hubo efecto significativo debido a la
procedencia de los HMA demostrando asi, una vez mas, que los HMA estan

involucrados en la absorcién y transferencia de N a las plantas.

En los suelos de la localidad sucesional se observo una alta pedregosidad,
lo cual podria estar afectando la retencion de agua y por ende la movilidad de las
diferentes formas de N disponibles para la planta, ya que estas son capaces de
absorber tanto nitrato (forma maovil) como amonio (forma poco mévil), pero la
movilidad de estas formas se ve restringida en suelos secos (Cuenca, no

publicado).

Por otro lado, en el ensayo en campo no se observaron diferencias

significativas en la respuesta a la micorrizacion en cuanto a la absorcion de N, lo
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gue pudo deberse a que el suelo del matorral esta caracterizado como
extremadamente rico en N (Kalinhoff, 2012), por lo que su absorcion no se ve
limitada. Adem4s, es importante tener en cuenta que el suelo utilizado para el
tratamiento control no fue esterilizado, por lo que de forma natural contaba
igualmente con la presencia de microorganismos del suelo y de HMA que

favorecen la incorporacion de nutrientes.

El hecho de que el contenido de N no se haya visto afectado por las
diferencias en cuanto a la composicion de HMA de cada inéculo, también puede
deberse a que la adquisicion de este nutriente puede estar siendo beneficiada por

alguna familia de HMA presente en ambos inéculos.

Es importante considerar que las MA no solamente poseen la capacidad de
incorporar NH,*(baja movilidad), sino que también se ha encontrado que el NO3
(alta movilidad) puede ser utilizado eficientemente por las plantas micorrizadas
como fuente de N. Cuenca & Azcén (1994) encontraron que en Erythrina
poeppigiana la inoculacion con HMA incrementaba la incorporaciéon de N en
plantas fertilizadas con NO’;. También se han reportado incrementos en la
actividad de las enzimas implicadas en la asimilacién de nitrgeno como producto
de la micorrizacion. En el caso de que la fuente de N sea NO3", se han encontrado
incrementos en la actividad de la nitrato reductasa en plantas micorrizadas, lo que
sugiere que el efecto de las micorrizas se relaciona con el mejoramiento en la
nutricion fosforada de la planta, que influye sobre los altos requerimientos de

fésforo de la enzima (Azcén et al., 1992).
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Como se ha mencionado anteriormente, las leguminosas son elementos
muy importantes dentro de los ecosistemas semiaridos, ya que se caracterizan por
ser altamente micétrofas y ademds, forman una importante simbiosis con los
rizobios, los cuales constituyen una fuente de entrada de N en el ecosistema
(Barea et al., 1992), por lo tanto, su restablecimiento en los matorrales es un paso

clave para la revegetacion (Requena et al., 2001).

Un trabajo realizado por Requena et al. (2001) en un area de un ecosistema
semiarido de la Sierra de los Filambres, Almeria, Espafia, donde la vegetacién
natural era un matorral degradado, demostr6 el importante papel de las
leguminosas arbustivas como fuente de in6culo de HMA para el area circundante y
en la mejora de la nutricion de N a largo plazo. El ensayo consisti6 en la
inoculacion de una leguminosa (Anthyllis cytisoides) con una mezcla HMA nativos,
ademas de bacterias fijadoras de nitrégeno (rizobios). Después de 5 afios, se
observé una mejora en las propiedades fisico-quimicas del suelo, incluyendo el
aumento del contenido de N, lo que se le atribuyd a una mejor nodulacion y
capacidad de fijacion de N resultante de la inoculacion. Ademas, también se
observé una mejora en el estado nutricional (principalmente de N) en las plantas

no leguminosas cultivadas en asociacion a esta leguminosa.

Otros factores distintos a los nutrientes disponibles para las plantas en el
suelo podrian estar teniendo un mayor peso o contribucién a las lentas tasas de
recuperacion del bosque en las areas intervenidas (Holl, 1999). En este sentido,

es importante sefialar que el andlisis de las diferentes especies que conforman
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una cronosecuencia de 2 a 20 afios en la Peninsula de Macanao, después de la
extraccion de arena, mostraron porcentajes de colonizacién micorrizica mayores
de 25%. En parcelas 2 afios de abandonadas se reporta la preponderancia de
Canavalia brasiliensis, leguminosa pionera que ofrece no sélo proteccion al suelo
por ser una forma de vida rastrera, sino que también se encuentra colonizada por
micorrizas, al igual que plantas de rapido crecimiento que se establecen en estas
localidades recién perturbadas como Rhynchelytrum repens y Cenchrus ciliaris,
(Caceres et al. 2009, datos no publicados). Estos resultados en la cronosecuencia
en la Peninsula de Macanao, sugieren que no es la pérdida del inéculo de
micorrizas el que podria estar afectando la recuperacion de estas parcelas, sino la
eficiencia e infectividad de los in6culos de HMA, sumado a otros factores como la
disponibilidad de semillas y cambios en las propiedades fisicas y quimicas de los

suelos (Fajardo, 2007).

Debido a que las especies de plantas muestran diferencias en el grado de
dependencia de las micorrizas, las estrategias de restauracion también deben
tomar en cuenta el nivel de dependencia de las plantas involucradas (Requena et
al., 1996). Gerdeman (1975) definié la dependencia micorrizica (DM) como el
grado en el que la planta depende de la condicidn micorrizada para producir su
méaximo crecimiento o rendimiento, a un nivel dado de la fertilidad del suelo. Para
efectos practicos, el indice de dependencia micorrizica (IDM) se determina
mediante el grado en el que la planta se beneficia de la presencia de MA
comparado a cuando esta asociacion esta ausente, y puede ser utilizado para

comparar la eficiencia simbiotica de distintos inéculos (Plenchette et al., 1983). En
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el presente trabajo el IDM fue determinado bajo condiciones de invernadero,
donde se observd que los cambios en el suelo generados por la perturbacion
también afectan la DM, obteniéndose que en los suelos provenientes de la
localidad sucesional de 20 afios el IDM disminuyé en aproximadamente un 50%.
Este resultado es contrario a lo esperado, ya que leguminosas lefiosas se han
reportado como altamente dependientes a las micorrizas, especialmente en
ecosistemas estresados (Herrera et al., 1993), y por ejemplo, trabajos como el de
Requena et al. (1996), encontraron que la mayoria de las plantas en su estudio en
la Sierra de Filabres, Almeria, estaban fuertemente micorrizadas, indicando un alto
nivel de micotrofia de la vegetacién dentro del ecosistema degradado, donde la
falta de niveles de nutrientes y la escases de agua dificultan la sobrevivencia de
las plantas. Ademas, contrario a lo que esperaban, encontraron una alta
dependencia en una planta con sistema de raices graminoide (Stipa tenacissima),
lo que lo atribuyen a que podria haber crecido en una capa del suelo delgada y
mas rocosa, donde los niveles de nutrientes son extremadamente bajos. La
dependencia micorrizica puede ser alterada por muchas variables tales como el
tipo de suelo, contenido de P en el suelo, especies micorrizicas presentes, etc.

(Menge et al., 1978).

En este trabajo las plantas cultivadas en suelo de 20 afios, no mostraron
diferencias significativas entre si en cuanto a los valores de biomasa se refiere,
independiente del inéculo utilizado. En este sentido, cuando se analizan los
valores de IDM partiendo de una relacion entre los pesos secos de plantas

inoculadas y no inoculadas, por lo general la interpretacion que se da es que hay
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poca dependencia a los HMA .Sin embargo, dado que la respuesta de la planta de
crecimiento en este suelo no fue significativa, se sugiere que mas que interpretarlo
como una baja dependencia deberia esto indicar un efecto muy marcado del suelo
de la parcela sucesional de 20 afios y que deben existir otros factores tanto
biéticos como abidticos que podrian estar afectando el incipiente crecimiento de la

especie en este suelo que no seria atribuible a la compatibilidad con los HMA .

El IDM para C. mollis cuando fue cultivada en el suelo proveniente del
matorral xeréfito fue en promedio de 55%, lo que se compara con una revision
realizada por Tawaraya (2003) de diferentes trabajos, donde discuten la DM de
diferentes grupos de especies vegetales, y donde obtiene que el valor medio de
DM para todas las plantas tomadas en cuenta para dicha revision, fue de un 56%.
En el mismo trabajo de estudiaron varias especies de cultivos de forrajes
procedentes de zonas tropicales y subtropicales, los cuales presentaron en
promedio un 56% de DM. Cuando se comparoé el valor de DM entre leguminosas,
la DM fue mayor en especies tropicales que en especies de zonas templadas

(Crush, 1974).

Se ha reportado que para leguminosas, y para otras especies vegetales, el
valor de DM se redujo con el aumento en el nivel de P en el suelo (Habte &
Musoko, 1994). Las plantas pueden tomar suficiente fosfato con sus raices en
suelos con niveles de P extremadamente altos, por lo que en estas condiciones
las plantas no necesitan P a través de las hifas del hongo que consumen C

derivadas de la planta huésped; por ende, es posible que la planta suprima la
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colonizacion micorrizica en condiciones tan altas de fosforo con el fin de evitar un
asociacion parasitaria (Tawaraya, 2003). Esto podria explicar los valores
obtenidos de dependencia en C. mollis, que aun cuando no son comparables a los
obtenidos en suelos &cidos, es un valor que concuerda con lo encontrado en
zonas aridas (Alarcon & Cuenca, 2005)

La importancia de conocer la DM y los factores que podrian estarla
afectando radica en que podria brindar informacién de cémo podria ser la
respuesta a la micorrizacion de una especie vegetal en su desarrollo en campo,
bajo ciertas condiciones. Esta importancia aumenta en el estudio de areas
degradadas, ya que el IDM podria representar el punto de partida para la
elaboracion de un protocolo que permita determinar la respuesta de las especies
vegetales de interés en los diferentes planes de restauracion en los que se desea

utilizar la inoculacién con HMA como alternativa.

Por otro lado, la respuesta micorrizica (RM) de C. mollis fue determinada en
condiciones naturales en el campo. La RM se puede estimar en base a los
pardmetros determinados, como la biomasa y el contenido foliar de P y N (Van der
Heijden & Kuyper, 2001); en este caso, la capacidad de respuesta fue medida en
base al peso seco de las plantas inoculadas con respecto a las no inoculadas.
Igualmente, es importante tomar en cuenta que el IRM sélo puede ser calculado a
partir de tratamientos con plantas inoculadas y no inoculadas en suelos no
estériles. Este tipo de diferenciacion en bastante confusa en la literatura ya que la

IDM y el IRM son considerados similares y en muchos casos se utilizan suelos
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estériles los cuales no reflejan las condiciones naturales y son poco adecuados

cuando se establecen protocolos de restauracion.

El indice de respuesta micorrizica (IRM) obtenido indicé que C. mollis
presenta una muy baja respuesta a la inoculacion con HMA provenientes de la
localidad sucesional de 20 afios (11,4%), con respecto a la inoculacion con HMA
provenientes del matorral (47,1 %). Esta respuesta al indculo proveniente del
matorral xerdfito sin perturbar podria ser el resultado de una mayor compatibilidad
funcional de esta planta con las especies de HMA mas abundantes en dicho
in6culo. Hay estudios que 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 expresion genética de la simbiosis (Feddermann et al. 2010). La
respuesta a la micorrizacion depende de la duracion del experimento y del
potencial infectivo del in6culo, por lo que en la primera cosecha realizada en el
campo en plantas con 120 DDS no se observé ninguna respuesta a la inoculacion.
Es entonces en la segunda cosecha (248 DDS) donde se comienza a observar la
respuesta a la micorrizacion, en donde es el inéculo de matorral el que favorece el
crecimiento de la planta, lo cual también se ve reflejado en una mayor tasa de
crecimiento relativo (TCR). Estas diferencias se vieron también expresadas
cuando observamos la colonizacion micorrizica, ya que para la primera cosecha
realizada a los 120 dias no se observo colonizacion, mientras que para la segunda
cosecha la colonizacién micorrizica produjo no s6lo una respuesta de crecimiento

sino que esta no vario entre los inéculos.
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En los procesos de restauracion de ecosistemas deteriorados, el
establecimiento y sobrevivencia de las especies vegetales se convierte en un
punto clave. La influencia de la inoculacion con HMA sobre el desarrollo vegetativo
de C. mollis, en condiciones de campo, es notable en el crecimiento del plantones
mas vigorosos, lo cual favorece el establecimiento vegetal. El efecto positivo de la
inoculacién con HMA provenientes del matorral sin perturbar que se refleja en una
mayor TCR en comparacion con los otros dos tratamientos, indica que su
colonizacion micorrizica podria minimizar el tiempo en el que la planta permanece
en un tamafio vulnerable, aumentando asi la probabilidad de sobrevivir al siguiente
periodo de sequia (Rincon et al., 2000). El mantenimiento de una TCR cercana al
valor maximo que puede ser mantenido 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). Por ejemplo, una mayor TCR de
las raices conlleva a una mayor tasa de absorcion de P por unidad de longitud de
raiz o una mayor eficiencia de utilizacibn de P en una etapa temprana de
crecimiento, lo que se hace necesario para satisfacer los altos requerimientos de

nutrientes (Tawaraya, 2003).

La TCR para el tratamiento MM fue tres veces mayor con respecto a los
otros tratamiento (MV y MC). Con respecto al tratamiento MV, esta diferencia
puede ser atribuible, una vez mas, a la compatibilidad funcional con los HMA
presentes en cada inéculo; mientras que con respecto al tratamiento control, la

diferencia se puede atribuir a la densidad del in6culo, ya que el suelo de matorral
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en el que fueron cultivadas las plantas presenta propagulos de HMA de forma
natural, los cuales aumentan con la inoculacion en el tratamiento MM. El beneficio
de la inoculacion con HMA en cuanto a la TCR observado en el presente trabajo,
también ha sido reportado por otros autores. Caceres & Cuenca (2006), por
ejemplo, estudiaron la respuesta de dos especies tropicales (Clusia minor y Clusia
multiflora) a la inoculacion con HMA en dos suelos con pH diferentes y
encontraron que para ambas especies la TCR fue mayor en plantas inoculadas
con respecto al control, en suelos acidos. A su vez, Kalinhoff (2012), en su trabajo
realizado en la peninsula de Macanao con Piscidia carthagenensis, donde las
plantas fueron cultivadas en suelos del matorral xerdfito y de dos localidades
sucesionales distintas (2 afios y 20 afios), también encontr6 mayores TCR en las
plantas micorrizadas en comparacion con las plantas control en todos los suelos

evaluados.

Luego de 248 DDS de realizado el trasplante de C. mollis al campo, se
observé que la inoculacién con HMA incrementé el porcentaje de sobrevivencia de
las plantas en condiciones de campo, en el que los individuos deben sobrevivir a
un periodo de sequia y a altas temperaturas. Esto demuestra el beneficio que le
confieren los HMA a las plantas, sobre todo en los ambientes aridos, donde juegan
un papel cada vez mas importante en la sobrevivencia de las plantas (Smith et al.,

2010).

Estos resultados de incremento de sobrevivencia de las plantas son

relevantes para trabajos de recolonizacion vegetal con especies nativas en
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ecosistemas deteriorados, debido a que practicamente se duplicé la sobrevivencia
de las plantas debido, posiblemente, al importante suministro hidrico que aportan
los HMA a su hospedero durante el periodo de sequia (Monroy et al., 2007), ya
gue las plantas de C. mollis estuvieron expuestas aproximadamente 120 DDS a la

temporada de sequia de la zona.

Muchos trabajos demuestran el beneficio de la simbiosis planta-HMA en
cuanto a la sobrevivencia, como por ejemplo el realizado por Requena et al.
(2001) en el ecosistema semiérido degradado de Sierra de Filambres, donde las
plantulas de Anthyllis Cytisoides se cultivaron en condiciones de vivero y después
de 6 meses fueron trasplantadas en el ecosistema desertificado elegido. La
inoculacion con HMA de las plantas aumenté significativamente su sobrevivencia
en campo, obteniendo un 85% de sobrevivencia para plantas micorrizadas y un

65% para las no micorrizadas.

Después del trasplante en campo no hubo diferencias significativas en
cuanto a la altura entre los tres tratamientos, pero el efecto de la inoculacién fue
observado en la sobrevivencia, tal como lo obtenido por Ramos-Zapata et al.
(2006), en un bosque tropical de la peninsula de Yucatdn, México, donde
realizaron ensayos en dos sitios de diferente edad sucesional, un bosque maduro
y un campo con 8 afios de abandono, donde la inoculacién con HMA de una
palma tropical (Desmoncus orthacanthos) incrementd en el bosque el area foliar,

el contenido de fosforo, pero no la altura, mientras que la probabilidad de
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sobrevivencia de las plantas inoculadas introducidas en campo fue de tres veces

mayor que las plantas control.

Es evidente que el aumento de los nutrientes y agua en la planta, una
mayor y mas rapida produccién de biomasa, una posible proteccién contra
patégenos de la raiz y una posible mejora en las caracteristicas fisico-quimicas del
suelo, debido a la inoculacion con HMA, se tradujo en una mayor sobrevivencia en

campo (Khurana & Singh, 2001).

En conclusién, la inoculacion de plantulas de C. mollis con HMA
provenientes del matorral xerofito sin perturbar, utilizando como sustrato de
siembra suelos provenientes de la misma localidad, constituye un estrategia
favorable que podria representar un factor determinante en el establecimiento y
crecimiento y sobrevivencia de las plantulas de C. mollis en las localidades

perturbadas por la actividad minera.

Finalmente, los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian estar
explicando el hecho de que C. mollis se haya reportado Unicamente en los
matorrales xerdfitos y bosques secos de la peninsula, mas no en las localidades
sucesionales originadas por la extraccion de arena (Fajardo, 2007), pues dicha
perturbacion parece haber afectado de manera importante las caracteristicas del
suelo, dificultando el crecimiento de esta especie vegetal, a lo que se le suma una

baja compatibilidad funcional con los HMA presentes en dichos suelos.
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CONCLUSIONES

Un menor crecimiento y una menor adquisicion de nutrientes en las plantas
cultivadas en suelo proveniente de la localidad sucesional de 20 afios con
respecto a las plantas cultivadas en suelo de matorral, podria ser el resultado
de la alteracién de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo,

resultante de las actividades mineras llevadas a cabo en la zona.

Los in6culos nativos provenientes del matorral xerofito sin perturbar produjeron
mayores efectos positivos sobre el crecimiento de las plantas, lo que podria
deberse a una mayor variedad de morfotipos de esporas de HMA presentes en

este.

La colonizacion micorrizica no esté relacionada con el crecimiento de la planta,
debido a que se encontraron respuestas diferenciales en el crecimiento entre

los in6culos utilizados, mas no en la colonizacion.

Un mayor indice de dependencia observado en las plantas cultivadas en el
suelo de matorral inoculadas con HMA provenientes del matorral podria ser el
resultado de una mayor compatibilidad funcional de C. mollis con las especies

de HMA presentes en este inéculo.

El menor indice de dependencia observado en las plantas cultivadas en suelos
sucesionales podria ser el resultado, no so6lo a una baja compatibilidad, sino de
factores bioticos y abidticos no estudiados en el presente trabajo que podrian
estar dificultando el crecimiento de la planta.
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e Las especies de HMA presentes en el in6éculo de matorral podrian estar
presentando una estrategia de colonizacion mas rapida incrementando la tasa
relativa de crecimiento de C. mollis, disminuyendo el tiempo en el que la planta
se encuentra en su fase mas vulnerable, lo que posteriormente podria verse

reflejado en una mas rapida colonizacién del érea.

¢ Las plantas cultivadas en suelo proveniente del matorral xeréfito inoculadas con
HMA mostraron una mayor sobrevivencia que las no inoculadas, después de
estar expuestas a sequia natural, resaltando la importancia de la reintroduccion
o reforzamiento de los HMA nativos para disminuir la mortalidad de esta planta

en suelos perturbados.

e El uso de un in6culo proveniente de la localidad sucesional de 20 afios podria
resultar eficiente a largo plazo, aunque su efecto no se refleje en los primeros

estadios de desarrollo de la planta.

e El uso de combinaciones adecuadas de suelos e indculos de HMA durante la
etapa de vivero es fundamental para mejorar el crecimiento y sobrevivencia de
C. mollis, tanto en los primeros meses de crecimiento, como en las etapas
posteriores del desarrollo de la planta en suelos degradados, bajo condiciones

estresantes.
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e EIl tratamiento de las localidades perturbadas con suelos provenientes del
matorral y con indculos nativos del mismo, podria representar una estrategia
favorable para el establecimiento y crecimiento de C. mollis, permitiendo la
recolonizacion de la zona intervenida por parte de esta especie vegetal, lo cual
representaria un paso a la conservacion de la misma, ya que actualmente se

encuentra en estado vulnerable.
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Anexo 1. Resultados del ANOVA de dos vias para los diferentes parametros
determinados en la fase de invernadero.

Peso seco Pesoseco Peso seco Peso seco

Anova . . Altura N
hoja tallo raiz total
Suelo (S) *k% **k%k **k%k *k% *k% *k%
Inc’)culo (I) *kk *k% *k% *k%k NS NS
SXI *%k% *%k%k *%k%k *k%k NS NS
***p<0705

108



Anexo 2. Caracteristicas de los suelos del matorral y parcela sucesional de 20 afios
(arbustal). Fosforo (P), Nitrégeno (N), Materia organica (MO). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las medias (p<0.05) utilizando el test de LSD. Tomado de
Kalinhoff, 2012.

Matorral Parcela 20 afios

P Total(mgKg™") 446,7+54a  300,1+20,3b
P disponible (mg Kg™) 46,7+72a 278+4,38b
N (%) 0,40+0,04a 0,16 +0,01b
pH(agua) 6,64+051b 6,93+0,13 b
MO (%) 1,58+0,25a 1,69+ 0,07 b
Arena/Limo/Arcilla (%) 60/31/9 77/18/5
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Anexo 3. Listado de morfotipos de Glomeromycota presentes en los indculos producidos
con los suelos provenientes de matorral y de la parcela sucesional de 20 afios. La
abundancia esté referida al nimero total de esporas observados en tres aislados de 50 g*
de suelo: >50 (alta), 20-50 (media), 5-20 (baja), <5 (rara). Tomado de Kalinhoff, 2012.

Familia Matorral Parc~e 1220
afios
1 Claroideoglomeraceae Claroideoglomus cf. etunicatum Media Alta
2 Entrophosporaceae Entrophospora infrequens Baja Media
3  Glomeraceae Funneliformis geosporum Ausente Media
4  Diversisporaceae Diversispora spurca Baja Ausente
5  Acaulosporaceae Acaulospora cf. leavis Ausente Media
6  Glomeraceae Funneliformis mosseae Ausente Baja
7  Glomeraceae Glomus cf. tortuosum Baja Media
8 Glomeraceae Glomus aggregatum Baja Baja
9  Glomeraceae Sclerocystis sinuosa Media Ausente
10 Glomeraceae Sclerocystis sp. 1 Rara Ausente
11 Glomeraceae Sclerocystis sp. 2 Baja Ausente
12 Amarilla pared delgada Baja Ausente
13 Amarilla pared gruesa Ausente Ausente
14 Glomus sp. 1 Baja Media
15 Glomus sp. 2 Baja Baja
16 Glomus sp. 3 Rara Ausente
17 Glomus sp. 4 Media Ausente
18 Manojito rojo minimo Rara Ausente
19 Manojito amarillo Baja Ausente
20 Manojo espinoso Rara Ausente
21 Amarilla multiples paredes Rara Ausente
22 Gigasporaceae Amarilla con bulbo Alta Ausente
23 Gigasporaceae Amarilla-naranja con bulbo Media Ausente
Namero de morfotipos 19 9
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