Acta Biol. Venez., Vol. 21 (2):21-28
Junio, 2001

DINAMICA DEL FOSFORO Y ACTIVIDAD BIOLOGICA EN LAS
MICORRIZOSFERAS DE DOS ECOSISTEMAS ADYACENTES CON
VEGETACION Y SUELOS CONTRASTANTES

PHOSPHATE DYNAMICS AND BIOLOGICAL ACTIVITY IN THE
MYCORRHIZOSPHERES OF TWO ADJACENT ECOSYSTEMS WITH
CONTRASTING VEGETATION AND SOILS

Marcia Toro, Julio Blones e Ismael Herndndez-Valencia

Laboratorio de Estudios Ambientales, Instituto de Zoologia Tropical, Facultad de Ciencias, Universidad
Central de Venezuela, Caracas 1041-a, Apartado 47.058, Venezuela. E-mail: mtoro@strix.ciens.ucv.ve;
ihernand@strix.ciens.ucv.ve

RESUMEN

Los microorganismos solubilizadores de fosfatos contribuyen al ciclaje del fosforo (P) en el suelo, ya que al
interactuar con las micorrizas arbusculares (MA) favorecen su utilizacidn por las plantas, particularmente en
suclos pobres en P. En este trabajo se estudiaron las diferentes formas del P presentes en la rizésfera de las
especies predominantes en dos ecosistemas que se desarrollan sobre sustratos geol6gicos contrastantes: un
bosque deciduo sobre suelos calcdreos y una sabana sobre suelos cuyo material parental es de origen volcdni-
co. En el bosque se estudiaron las especies Oplismenus hirtellus (L.) P. Beauv. (Poaceae), Croton niveus Jacq.
(Euphorbiaceae), Machaerium robiniaefolium (DC.) Vogel (Fabaceae) y Calliandra laxa (Willd.) Benth.
(Fabaceae), mientras que en la sabana se estudié a la graminea Schyzachirium sanguineum (Retz.) Alston
(Poaceae). En la micorrizésfera de las plantas seleccionadas, se determind el niimero de hongos y bacterias
solubilizadores de fosfatos, asi como el porcentaje de colonizacién de MA, como indicadores del aprovecha-
miento del P en las rizosferas de las especies mencionadas. Se encontraron diferencias significativas en el pH
y en los contenidos de calcio, P disponible, P microbiano, P total y actividad fosfatdsica, siendo mayores en
las especies del bosque respecto a la sabana. El nimero de microorganismos totales y de solubilizadores de
fosfatos fue mayor en el bosque. El mayor niimero de solubilizadores de fosfato calcico del suelo calcdreo
sugiere que los microorganismos predominantes estarian adaptados a utilizar las formas de P asociadas al
calcio en este suelo. Los resultados sugieren también que los altos valores de colonizacion micorrizica y de
organismos solubilizadores de fosfatos en las especies del bosque constituirian un mecanismo que favorece la
absorcidn de P por parte de una vegetacion con mayor demanda de este elemento.

ABSTRACT

Phosphate solubilizing microorganisms contribute to phosphorus (P) cycling in soil, interacting with
arbuscular mycorrhiza (AM) and enhacing plant P nutrition, specially in P-deficient soils. It was studied
different P fractions in the rhizosphere of dominant species of two different ecosystems. A deciduous forest
growing on calcareus soils and a open savanna growing on volcanic soils. Oplismenus hirtellus (L.) P. Beauv.
(Poaceae), Croton niveus Jacq. (Euphorbiaceae), Machaerium robiniaefolium (DC.) Vogel (Fabaceae) and
Calliandra laxa (Willd.) Benth. (Fabaceae), were the forest species studied and the grass Schyzachirium
sanguineum (Retz.) Alston (Poaceae) in the savanna. It was quantified the number of rhizospheric
solubilizing fungi and bacteria and AM colonization to establish the role of these organisms on the use of P.
pH and the content of, calcium, available P, microbial P, total P and phosphatase activity were significantly
higher in the forest rizosphere. Total and phosphate solubilizing microorganisms were also higher in forest
rhizospheres. A higher number of calcium phosphate solubilizing microorganisms was detected in these
rhizospheres suggesting an adaptation of soil microorganisms in using phosphate calcium as the dominant
form of P in the forest soil. The higher AM % colonization and phosphate solubilizing microorganisms in the
forest rhizospheres could represent a mechanism to increase P uptake of more nutrient demanding vegetation.
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INTRODUCCION

El P disponible para las plantas se encuentra en
muy baja cantidad en la solucion del suelo, espe-
cialmente en_los suelos dcidos y/o neutro calcareos,
en donde esta fuertemente fijado en formas insolu-
bles del hierro, aluminio y/o del calcio (Lopez-
Hernandez, 1977). Estudios previos han demostrado
que los hongos y bacterias pueden solubilizar estos
compuestos (Illmer, 1995); asi, la accién combinada
de estos organismos junto con las micorrizas arbus-
culares (MA) puede favorecer la utilizacion del P
por las plantas, particularmente en suelos 4cidos 6
pobres en dicho elemento (Toro y col., 1996).

La colonizacién micorrizica conduce a cambios
en la composicion mineral y fisiologia de los tejidos
vegetales, afectando la exudacién radical. Estas
modificaciones fisicas y quimicas en el ambiente
que rodea a la raiz afectan a las poblaciones
microbianas, estableciéndose la  micorrizosfera,
zona con caracteristicas microbianas y de exuda-
cion diferentes a una raiz no micorrizada (Linder-
man, 1988). Entre los microorganismos de interés
que se desarrollan en esta zona se encuentran las
bacterias promotoras de crecimiento vegetal, las
cuales desempeifian diferentes funciones como: solu-
bilizacion de fosfatos, control bioldgico, produccion
de hormonas y sustancias de crecimiento.

El interés de este estudio fue conocer la exis-
tencia y abundancia de microorganismos capaces
de solubilizar fosfatos en la rizésfera de plantas
nativas de suelos ligeramente 4cidos y/o neutros
con escaso contenido de P disponible y en donde la
presencia de las MA desempeiiaria un papel funda-
mental en la captacion del P para la planta
(Azcon-Aguilar y Barea, 1992). En este sentido,
resultaria interesante comprobar si dichas poblacio-
nes estan funcionalmente adaptadas, para lo cual se
investigd su capacidad solubilizadora y mineraliza-
dora de los fosfatos predominantes en dichos sue-
los: el fosfato calcico y el fésforo organico (como
inositol fosfato). Varios autores como Barea y col.,
(1975) y Toro y col., (1997) sugieren que estos
microorganismos interactan de forma sinérgica con
las MA en la captacion del P para la planta, espe-
cialmente en presencia de fuentes de P poco solu-
bles como la roca fosférica. Si la poblacién micro-
biana nativa muestra capacidad de solubilizar las

fuentes de fosforo poco soluble presentes en el
suelo nativo, es de suponer que en interaccién con
las MA, constituirian un mecanismo biolégico que

facilitaria la nutricion y adaptacién de las plantas en

dichos suelos. En este trabajo se evalué la capaci-
dad solubilizadora de fosfatos de poblaciones micro-
bianas de la rizosfera de plantas que se desarrollan
en ecosistemas contrastantes, asi como la presencia
de MA relacionandolas con las formas insolubles
del P presentes en el suelo.

MATERIALES Y METODOS

Ecosistemas Estudiados. La zona de estudio
se ubica a 480 m.s.n.m. aproximadamente, al cen-
tro norte de Venezuela cerca de la localidad de
Pardillal, Estado Aragua (9° 55’50"N, 67° 01°37"
O). Se seleccion6é un bosque deciduo y una sabana
abierta ubicados a lo largo de una toposecuencia.
El bosque se desarrolla sobre colinas de origen
calcareo pertenecientes a la Formacién Guérico y
donde se presentan suelos con moderado a alto
porcentaje de saturacién de bases y moderado con-
tenido de materia orgdnica pertenecientes al orden
molisol (Soil Survey Staff, 1992). Entre las especies
dominantes se encuentran: Oplismenus hirtellus
(L.) P. Beauv. (Poaceae), Croton niveus Jacq.
(Euphorbiaceae), Machaerium  robiniaefolium
(DC.) Vogel (Fabaceae), Calliandra laxa (Willd.)
Benth. (Fabaceae) vy Bouwrreria cumanensis
(Loefl.) Scultz.

La sabana se ubica en la parte inferior de la
secuencia (pie de monte), y en ella predominan
suelos entisoles de origen volcdnico pertenecientes
a la Formacién Tiara (Gonzéilez de Juana y col.,
1980). Estd conformada principalmente por un es-
trato herbaceo dominado por la especie Schyza-
chirium sanguineum (Retz.) Alston (Poaceae) vy
en menor proporcion por Hiparrhenia rufa (Nees)
Stapf. El componente lefioso es muy disperso y
esta representado por Curatella americana (L.) y
Byrsonima crassifolia (H.B.&K). Vale destacar
que Schyzachirium sanguineum es graminea tropi-
cal nativa, tipica de suelos con moderados a alto
contenido de calcio (Hernandez-Rosas, 1995).

Muestreo. Los muestreos se realizaron en junio
de 1999, lo cual coincidié con el periodo de lluvias
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de la region. En el bosque se ubicaron 4 de las
especies mds representativas identificadas como
Oplismenus hirtellus, Croton niveus,
Machaerium rabiniaefolium y Calliandra laxa.
De cada una de estas especies se tomaron mues-
tras de suelo rizosférico superficial (0-10 cm). De
forma similar se tomaron al azar 4 muestras de
suelo rizosférico de la graminea dominante
Schizachyrium sanguineum. Para los analisis
microbiolégicos y quimicos se tomaron tres
submuestras de la muestra original, con lo cual
cada rizosfera es analizada por triplicado. Para el
analisis de parametros fisicoquimicos del suelo las
submuestras se secaron y tamizaron (2 mm). Para
las determinaciones microbioldgicas y bioquimicas
las submuestras se refrigeraron hasta el momento
de procesarlas.

Analisis del Suelo

Anilisis Fisicoquimicos. En las porciones de
las muestras de suelo tamizadas se determinaron
los siguientes parametros: textura, capacidad de in-
tercambio cationico, porcentaje de materia orgénica,
contenido de bases cambiables, porcentaje de satu-
racion de bases (Anderson e Ingram, 1989), fosforo
disponible (Pi-bicarbonato), fosforo organico labil
(Po-bicarbonato), fésforo microbiano y fosforo to-
tal (Hedley y col. 1982), fosforo organico total
(Saunders y Williams 1955), nitrégeno por oxidacion
himeda de Kjeldahl y pH en agua (1:5)
(Jackson,1958). El contenido de las formas de P
moderadamente labiles y resistentes (organicas e
inorganicas) y en consecuencia con menor disponi-
bilidad para las plantas (Tiessen y col. 1984) se
determind como la diferencia entre el contenido de
P total de dicha fraccién (orgéanica e inorganica) y
el contenido de P labil (P-bicarbonato).

Andlisis Microbiolégicos y Bioquimicos. En
las submuestras de suelo rizosférico refrigeradas se
determind la actividad de la enzima fosfomonoes-
terasa (Tabatabai y Brenmer, 1969). Para la deter-
minacién de microflora total se tomd 1 g de suelo
rizosférico y por diluciones seriadas en solucion sa-
lina (NaCl, 0.82%) se sembraron distintas diluciones
en placas de Petri con el medio Lockhead
(Varma, 1998). El medio contenia: inositol fosfato,
fosfato calcico 6 roca fosforica (Riecito con 28.9%
de P,0,) para evaluar la capacidad de solubilizacion

de los microorganismos sobre dichas fuentes insolu-
bles. La adicion de sulfato de estreptomicina (100
ng/mL) y de cicloheximida (40 pg/mL) permiti6 la
cuantificacién selectiva de bacterias y hongos por
separado. Las placas se incubaron a 28 °C durante
cuatro dias 6 hasta aparecer halos de aclaramiento
alrededor de la colonia bacteriana, indicativos de la
solubilizacion del fosftao adicionado. Se contabilizé
el nimero de bacterias y hongos totales que cre-
cian en el medio, asi como el numero de
solubilizadores de bacterias y hongos solubilizadores
de cada uno de los fosfatos insolubles, los cuales
eran reconocidos por la formacion del halo de acla-
ramiento descrito anteriormente. Los datos se pre-
sentan como unidades formadoras de colonias por
gramo de suelo rizosférico (ufc/g de suelo
rizosférico). Se tomaron las raices secundarias de
cada una de las especies descritas y se les aplicd
la tincion con azul de tripan (Phillips & Hayman,
1970). Posteriormente se cuantificaron al microsco-
pio mediante el método de la cuadricula
(Giovannetti & Mosse, 1980 ). Se cuantificaron las
esporas de hongos MA en cada una de las
rizosferas aislandolas mediante la metodologia de
tamizado himedo y decantacion (Schenck, 1982).

Anilisis Estadisticos. Se hizo una compara-
cién de las medias poblacionales para verificar la
diferencias entre las mismas utilizando la prueba de
U Mann-Whitney.

RESULTADOS

Las rizosferas estudiadas mostraron diferencias
significativas en cuanto al contenido de materia or-
ganica y calcio, siendo superiores en los suelos del
bosque (Tabla 1). Asociado a los elevados conteni-
dos de calcio y la muy baja actividad del aluminio
intercambiable en el bosque (no detectado con el
método utilizado), el suelo presenta un pH ligera-
mente alcalino de 7.4. En contraste, los suelos de
la sabana muestran un pH ligeramente acido (6.2)
debido a mayores contenidos de aluminio intercam-
biable y moderados contenidos de calcio. Los con-
tenidos de P disponible y P microbiano también
fueron superiores en los suelos del bosque, hecho
que puede relacionarse con el pH, los mayores
contenidos de materia organica (Tabla 2) y con
condiciones microclimaticas mas favorables.
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Tabla 1. Caracterizacion quimica del suelo rizosférico de los
ecosistemas estudiados.

Parametro Sabana Bosque
Textura Franco Franco
pl (H20 1:5) 6.28a 7.42b
% Materia organica 2.79a 4.84b
Capacidad Intercambio Catiénico

(CIC) 13.88a 20.63b
Nitrogeno Total (%) 0.19a 0.2b
Ca (cmol/kg suelo) 3.23a 11.63b
Magnesio (cmol/kg suelo) 2.54a 3.31b
Potasio (cmol/kg suelo) 0.14a 0.20b
Sodio (cmol/kg suelo) 0.02a 0.03b
Hierro libre (cmol/kg de suclo) 0.02a 0.02b
Capacidad de intercambio

cationico (cmol/kg de suclo) 13.88a 20.63b
Porcentaje de saturacién de bases 42.8a 73.5b
Actividad fosfatasica (ug pNF/gh) 324.8a 119.7b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
para cada parametro (U Man-Whitney P<0.03)

Sin embargo, en ambos ecosistemas las formas
de P disponible fueron bajas y representan menos
del 2% del P total. Por su parte, la actividad
fosfatédsica mostré valores significativamente mayo-
res en las rizosferas de la sabana, lo que puede
estar relacionado con menores contenido de P dis-
ponible.

En cuanto a la microflora, se obtuvo que el ni-

-mero total de hongos y bacterias fue mayor en las

rizosferas del bosque (Fig. 1 y 2). Al menos 11 %
del total de bacterias de las rizosferas de sabana
mostraron capacidad de solubilizar los fosfatos inso-
lubles ensayados. En el bosque las bacterias
solubilizadoras de fosfato calcico y mineralizadoras
de inositol fosfato fueron mas numerosas alcanzan-
do hasta un 22% (Figura 1). Dentro de la pobla-
cion total de hongos en la sabana, al menos un
11% mostrd capacidad de solubilizar y mineralizar
las fuentes de fosforo insolubles predominantes en
el sistema: el fosfato calcico y el fosforo organico
(inositol fosfato). Para el bosque estos valores fue-
ron 38 y 46 %, respectivamente (Figura 2).

La longitud de raiz colonizada por MA (%
LRM) alcanz6 valores de 48 % en las raices de S.
sanguineum, especie predominante de la sabana. El
nimero de esporas registrado en ésta rizosfera fue
de 596/100 g suelo. En el bosque, el valor prome-
dio de %LRM fue de 67% y el niimero promedio
de esporas fue 436/100 g suelo (Tabla 3).

DISCUSION

El fraccionamiento de fosforo en la rizosfera de
los dos ecosistemas, mostrd que el contenido de P
total es superior en el bosque debido a la contribu-

Tabla 2. Fracciones de fésforo presentes en las rizésferas de las especies de los ecosistemas de sabana y bosque estudiados pg/g)

Formas de fosforo Sabana Porcentaje Bosque Porcentaje
respecto al P respecto al P
total total
Inorganico Labil 2.87a 1,7 4,04b 1,7
(P-Bic)
Otras formas 78,22a 47,4 150,91b 63,0
moderadamente labiles y
resistentes
Total © 81,09a 49,1 154,95b 64,7
Organico Labil 11,17a 6.8 9,05a 3,8
(P-Bic)
Otras formas 72,69a 44,1 75,70a 31,5
moderadamente labiles y
resistentes _ -
Total ' 83,86a 50,9 84,73a 35,3
Total 164,95a 100 239,68b 1060
Fasforo microbiano 8,062 4.9 15,89b 6,6

1 etras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas para cada pardmetro (U de Mann-Whitney P<0,05)




Toroy col.: Fésforoy actividad biolégica en las micorrizésferas 25

Tabla 3. Numero de esporas de hongos MA /100 g suelo
rizosférico y % longitud de raiz micorrizada en las especies de
sabana y bosque estudiadas

Sabana Bosque
No. de esporas /100 g suelo 596 a 436 b
% longitud de raiz micorrizada (%LRM) 48 a 67b

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
para cada pardmetro (U de Mann Whitney, P<0,05)

cién de las formas de P inorganicas moderadamen-
te labiles y resistentes, hecho posiblemente asociado
a la presencia de fosfatos de calcio, en virtud de
la naturaleza calcdrea de estos suelos (Tabla 2).
Por su parte, el contenido de P disponible en am-
bos casos fue bajo, mientras que el total de las
formas labiles (P disponible y Po 1abil) de mas facil
acceso a las plantas, concentraron menos del 10%
del P total. De estos resultados es evidente la im-
portancia de los microorganismos como catalizado-
res de la mineralizacion fésforo organico y la
solubilizacion de otras fuentes inorgdnicas resisten-
tes (P-Ca, P-Fe y P-Al). En este sentido cabe
destacar, el mayor numero de solubilizadores de
fosfato calcico detectado en el suelo calcareo (bos-
que), lo que sugiere que los microorganismos
rizosféricos dominantes estarian adaptados a utilizar
las formas de P asociadas a este sustrato.

La mineralizacion del P organico es mediada por
fosfatasas producidas por la raiz, los microorganis-
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mos y/o la mesofauna del suelo. La activacion de
estas enzimas ocurre como respuesta al aumento
de la demanda de P por la vegetacién o los
microorganismos, mientras que su actividad disminu-
ye cuando existe un suministro adecuado (McGill y
Cole 1981; Singh y col., 1991), es por ello que se
ha utilizado la actividad fosfatasica como indice
para estimar estrés por deficiencia de P (Ascencio,
1997). Asi, en las rizdsferas de las sabanas, la ma-
yor actividad de fosfatasas 4cidas podria atribuirse
al menor contenido de P disponible y una mayor
demanda por parte de la vegetacién, la cual se
desarrolla sobre suelos poco profundos (<15 c¢cm de
profundidad). Otro factor, que no debe obviarse es
que la sabana presenta valores de pH ligeramente
dcido que favorece la actividad de las fosfatasas
acidas (Tabatabai y Bremmer, 1969).

La presencia de raices finas y muy ramificadas
no afectd la presencia de MA en la especic S
sanguineum. El porcentaje de LRM para esta es-
pecie fue de 48%, mostrando tendencias similares a
las registradas por St. John y Uhl (1983) para
Panicum pilosum (55%) y levemente superiores en
relacion a Andropogon bicornis (30%), gramineas
nativas de sabanas del Amazonas venezolano. Las
especies del bosque mostraron en promedio un
67% de LRM, valor ligeramente inferior al 100% y
89 % registrados para la caatinga amazoénica por
St. John y-Uhl (1983) y Moyersoen (1993) respec-
tivamente; y similar al 66% reportado para el bos-

E Bacterias Tbtal&s E Sol. Roca P [ Sol. P-Ca B Sol. Inositol F.

Figura 1. Bacterias totales y solubilizadoras de fosfatos en las rizésferas de bosque y sabanas estudiadas.
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Figura 2. Hongos totales y solubilizadores de fosfatos en las rizésferas de bosque y sabanas estudiadas.

que de Tierra Firme del Amazonas venezolano (St.
John y Uhl, 1983). La simbiosis micorrizica es im-
portante en el establecimiento de las especies y
formacion de los bosques (Janos, 1980), lo cual es
corroborado por los valores de % LRM promedio
registrados en este trabajo. Sin embargo, una mejor
aproximacion en este sentido se obtendria con estu-
dios de un mayor nimero de individuos por especie
y mas especies autdctonas del bosque seco. En
ambos ecosistemas se registrd un importante nime-
ro de esporas de hongos MA el cual es uno de los
propagulos formadores de esta simbiosis, junto con
las raicillas colonizadas por MA y el micelio de
hongos MA (HMA) externo a las raices. Dado que
las esporas no son el Gnico propagalo infectivo de
las MA con capacidad colonizadora, este parametro
no siempre correlaciona con el grado de coloniza-
cion de las raices (Smith y Read, 1997), por lo que
se sugiere profundizar mas a este respecto, determi-
nando la importancia de cada uno de los propagulos
infectivos mencionados en los distintos ecosistemas.

Son escasos los trabajos que relacionan la fun-
cionalidad de las poblaciones microbianas con la
utilizacién del P en ecosistemas naturales. En este
sentido cabe destacar el trabajo de Véazquez y col.,
(2000), quienes encuentran organismos solubilizado-
res de fosfato calcico en la rizésfera de mangles

considerandolo como posible adaptacion de estas
especies vegetales a ambientes pobres en P. Esto
pudiera asumirse en los ecosistemas estudiados en
este trabajo. Los altos valores de porcentaje de
LRM y de organismos solubilizadores de fosfato
calcico y mineralizadores de fosfato registrados en
el bosque, constituirian un mecanismo que incre-
mentaria la absorcion de P por parte de una vege-
tacion con mayor demanda de este elemento.

CONCLUSIONES

Los ecosistemas estudiados se caracterizan por
una baja disponibilidad de P y una proporcion ma-
yoritaria de formas moderadamente labiles v resis-
tentes, que no son accesibles a las plantas en el
corto plazo (Tiessen y col. 1984). En esta situacion
se manifiesta la importancia de los organismos
mineralizadores y solubilizadores que permitirian a
las plantas disponer de P proveniente de aquellas
fuentes mads resistentes. El estudio muestra que en
las rizésferas de ambos ecosistemas existe una flo-
ra microbiana capaz de solubilizar fosfatos
inorganicos y mineralizar fosfatos organicos, aunado
a ello el sistema radical se encuentra fuertemente
colonizado por MA, escenario en donde puede exis-
tir una sinergia efectiva entre organismos
solubilizadores y MA, que redundaria en la nutricion
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de P. Los suclos del ecosistema de bosque son los
mas favorables para el desarrollo de los
microorganismos solubilizadores de fosfatos; ya que
en ¢ste, la abundancia relativa de hongos
solubilizadores fue mayor que la de bacterias para
los tres fosfatos ensayados. La mayor actividad de
la enzima fosfatasa acida en la sabana pudo ser
inducida por los bajos contenidos de P inorgéanico

y la existencia de un pH ligeramente acido que
favorecen su actividad.
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