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RESUMEN

El fésforo (P) es uno de los macronutrimentos que limita la productividad de las sabanas. La estacionalidad
climdtica a la que estdn sometidas afecta fuertemente los procesos de nutricién vegetal. En este trabajo estudia-
mos la presencia de micorrizas arbusculares (MA), el componente microbiano y las actividades enzimaticas de
la fosfomonoesterasa acida (AFA) y la deshidrogenasa (ADH) en la rizéstera de Trachypogon plumosus Nees
graminea nativa y dominante de estos ecosistemas. Las determinaciones sobre MA incluyeron cl nimero mas
probable ¥ el porcentaje de longitud de raiz micorrizada (%LRM). El estudio se realizd durante las estaciones
seca v lluviosa en ires parcelas ubicadas en la Estacién Experimental La Iguana, Estado Guérico, Venezuela.
Las parcelas diferfan en el orden taxonémico del suclo ¥ en el contenido de P total. Los resultados indican que
los tres ordenes de suelo tienen una fertilidad muy baja. Los valores de potencial infectivo de MA son
similares a los registrados en otras sabanas tropicales. Los valores de % LRM resultaron altos. especialmente
considerando que 7. plumosus es una graminea. La actividad AFA aumentd en la estacion lluviosa en todos los
casos. Sin embargo. la ADH disminuyé durante la estacién Iluviosa, sugiriendo que los microorganismos del
suelo no intervienen en el aumento de la AFA. La colonizacién por MA, v los cambios estacionales tanto en la
actividad microbiana como en la AFA pudieran ser mecanismos cruciales relevantes para la disponibilidad y
toma de P por parte de I plumosus en ecosistemas de sabana.

ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the most limiting macronutrients in savannas. Seasonality strongly affects nutrition
processes in such ecosystems. We studied the ocurrence of arbuscular mycorrhizae (AM). the microbial
component and phosphatase activity in the rhizosphere of native Trachvpogon plumosus Nees in three acid
savanna soils differing in taxonomic order and P content. We quantified P mineralizing activity and AM
dynamics in rhizospheric samples of T. plumosus during the dry and the rainy seasons at three sites at the
Estacion Experimental La Iguana, Gudarico State, Venezuela. We characterized the soils and enumerated the
infective AM propagules using the most probable number method on Sorghum vulgare Pers. We determined
acid phosphomonoesterase activity (APA) and dehydrogenase activity (DHA) in rhizospheric samples. We
also determined AM colonized root length percentage (%CRL) in 7. plumosus. Our results show that the three
soil orders have a very low fertility. AM infective potential shows values similar to those reported for other
tropical savannas. Also, AM %CRL was high for a grass species. APA increased in the rainy scason in all
cases. However, DHA decreased during the rainy season suggesting that soil microorganims did not mediate
the increase in APA. AM colonization, seasonal changes in microbial activity, and in APA seem to be crucial
processes for P availability and uptake of 7. plumosus in savanna ecosystems.
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INTRODUCCION

Aproximadamente un tercio del territorio venezo-
lano estd dominado por los ecosistemas de sabana.
En general, los suelos de sabana son muy
meteorizados, de pH acido, con muy baja fertilidad
y escaso contenido nutricional, lo que redunda en
una baja productividad primaria (Jordan 1984). El
Fosforo (P) es uno de los macronutrimentos mas
limitantes en las sabanas debido a la alta
meteorizacion de sus suelos (Tiessen y Col., 1984).
Estos ecosistemas estin sujetos a una marcada
estacionalidad lluvia-sequia. Los ecosistemas de sa-
bana venezolanos estan dominados por gramineas,
entre las cuales destaca Trachypogon plumosus
Nees. De hecho, muchas sabanas son conocidas
como sabanas de Trachypogon. Sin embargo, a
‘pesar de que pueden encontrarse especies arbdreas
como Curatella americana Linn. Mauritia
flexuosa Linn. y Bowdichia virgiloides H. B. &
K. éstas no llegan a formar un dosel continuo, pre-
dominando el estrato herbaceo (Sarmiento 1981).

En estudios de fraccionamiento del P realizados
en sabanas venezolanas Hernidndez-Valencia y
Lopez-Hernandez (1999) encontraren que solo un
4% del P Total del suelo se encuentra en formas
disponibles 0o como P inorganico labil (Pi). Este
fraccionamiento también mostrd la importancia de
los microorganismos en el ciclaje del P ya que 6%
del P en el ecosistema estaba presente como P
microbiano. Por otra parte, se encontrd que 24%
del P del suelo se encuentra en formas de P orga-
nico labil y moderadamente labil (Po) las cuales
son potencialmente disponibles para las plantas.
Aunque el Po no puede ser directamente incorpora-
do por la planta, puede hacerse disponible luego de
ser mineralizado a formas inorganicas (Ascencio
1997). La actividad de la enzima fosfomonoesterasa
acida (AFA) permite la utilizacion de formas de P
no disponibles para las plantas, al hidrolizar el Po a
Pi (Clarholm 1993). La mineralizacion del Po ocu-
rre en la rizosfera cuando las fosfatasas son libera-
das por las raices de las plantas (Helal y Dressler
1989), los microorganismos del suelo (Asmar y
Col., 1995) y las lombrices (Satchell y Martin
1984).

Las MA contribuyen al crecimiento y nutricion
de las plantas, especialmente a través de la toma

de P (Dighton 1983; Smith y Gianinazzi-Pearson
1988). Este efecto puede deberse a que la raiz
micorrizada puede explorar un mayor volumen de
suelo, aunque algunos autores sostienen que las hifas
del hongo MA podrian tener acceso a fuentes de P
que no son accesibles para la planta (Koide 1991; Li
y Col,, 1991; Jayachandran y Col., 1992). Otros ase-
veran que el micelio, externo a la raiz, de los hongos
formadores MA puede mineralizar el Po (Jaya-
chandran y Col., 1992; Tarafdar y Marschner 1994).

Tanto la AFA (Fox y Comerford 1992;
Clarholm 1993) como la colonizacion por MA
(Tarafdar y Marshner 1994; Joner y Jakobsen
1995) son estimuladas por la deficiencia de P.
Adicionalmente, los microorganismos rizosféricos y
las MA pueden interactuar sinergisticamente contri-
buyendo en la nutricion fosforada de la planta
(Toro y Col., 1996; Singh y Kapoor 1998).

En este trabajo queremos investigar algunos de
los mecanismos que operan en la rizésfera de las
plantas y afectan el crecimiento de las plantas en
sabanas. Por lo tanto, consideramos a los
microorganismos y la AFA rizosférica como meca-
nismos cruciales para la disponibilidad y toma de P.
Nuestro interés se centra en los procesos
bioquimicos que ocurren en la rizésfera de las es-
pecies nativas de suelos deficientes en P. Por ello
estudiaremos la actividad microbiana a través de la
actividad de la enzima deshidrogenasa (ADH), la
mineralizacién del Po a través de la AFA y la
dindmica de las MA en la rizésfera de la especie
autoctona 7. plumosus de tres suelos de sabana
que difieren tanto en el orden de suelo como en
su contenido de P total.

MATERIALESYMETODOS

Area muestral. Las parcelas de trabajo se ubi-
can en la Estacién Experimental La Iguana, cerca
de Santa Maria de Ipire, Estado Guarico, Venezue-
la (8° 25' N y 65° 25" W). Estan constituidas por
sabanas donde Trachypogon plumosus Nees es la
especie graminea dominante, con individuos disper-
sos de Curatella americana Linn. como compo-
nente arbéreo. La precipitacion promedio anual es
1200 mm (concentrada en la estacion lluviosa entre
mayo y septiembre) y la temperatura promedio
anual 27.9°C.
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Caracterizacion y muestreo de los suelos.
Se seleccionaron parcelas con suelos de los orde-
nes Entisol. Ultisol y Vertisol que mostraban mar-
cadas diferencias en la textura. Para la carac-
terizacion general del suelo las muestras tomadas
durante la estacion seca, se secaron al aire y se
tamizaron (< 2 mm). Para los restantes analisis
biologicos de la rizosfera se colectaron muestras
durante las estaciones de sequia y lluvia, entre
1999 v 2000. v se almacenaron en bolsas plasticas
selladas a 4°C hasta su procesamiento. El contenido
de humedad para el Entisol en sequia fue 0.42% y
en lluvia 3.41%. para el Vertisol en sequia fue
9.48% v en lluvia 17.71% y para el Ultisol 3.16%
en sequia v 10.46% en lluvia.

Las raices de I. plumosus se secaron en estufa
a 60°C v se mantuvieron secas hasta cuantificar las
MA. Para la caracterizacion general del suelo se
realizaron las siguientes determinaciones: 1) P total
se midid mediante digestion con acidos perclérico y
sulfurico. Posteriormente el P se determind
colorimétricamente  (Olsen vy Sommers 1982;
Murphy v Riley 1962): 2) P-NaHCO, determinado
con una extraccion 0.5M NaHCOS-Iuch de 16
horas de agitacion (Bowman y Cole 1978); 3) El
pH del suelo se mididé con un electrodo de vidrio
(con una relacion suelo:agua de 1:5) y la textura
del suelo seglin el método de Bouyoucos.

Determinaciones enzimaticas en la rizosfera.
La actividad de la deshidrogenasa (ADH) se deter-
miné colorimétricamente como la degradacion del
TTC (clorure de trifenil tetrazolio) a TFF (trifenil
formazany después de incubar la muestra de 1.5 g
de suelo fresco durante 24 horas. Los valores se
expresarcn como ug de TFF liberados por gramo
de suelo seco por 24 horas. de acuerdo a Casida y
Col.. (1964). La AFA se determind colorimétri-
camente como la degradacién de PNF-P (p-
nitrofenol fosfator a PNF (p-nitrofenol) después de
incubar las muestras de | g de suelo fresco a pH
4.5 durante 30 minutes. Los valores se expresaron
como ug de PNF liberades por gramo de suelo seco
por hora. de acuerdo a Tabatabal v Brenmer (1969,

Determinaciones de micorrizas arbusculares.
Se cuantificaron los prepaguics in: de MaA
por el método del nimero mas probable (NMPy
(Sieverding 1991). Se tamizd (<1 c¢my el suelo nati-

vo (0-13 c¢cm) tomade de los tres sitios de muestreo
durante la estacidn seca v se esterilizaron durante
una hora a vaper fluente por tres dias consecuti-
vos. Se realizaron diluciones seriadas (1:10) de sue-
lo no estéril estérii v se colocaron en macetas de
250g, con 3 repeticicnes por dilucidn. Se colocod
una semilla de Sergion videare Pers. (esterilizada
superficialmente con hipoclorito de sodio al 10%)
por maceta. A los <0 dias se tomaron las raices y
se aplicd la metodoiogia de aclaramiento y tincion
con Azul de Tripan. para la observacion de las
estructuras tipicas de MA (Phillips v Hayman
1970). Los datos se expresaron como el niimero de
propagulos de MA presentes en 100 g de suelo; los
intervalos de confianza se asignaron de acuerdo a
Fisher y Yates (19701

La rafces de 7. plumosys colectadas en los pe-
riodos de Huvia v sequia se lavaron cuidadosamente
y se les aplico metodologia de Phillips v Hayman
(1970) para la observacion de las MA. La coloni-
zacion de las raices se cuantificd en el microscopio
a una magnificacion de 10X v se expresé como el
porcentaje de longitud de raiz micorrizada (%LRM),
de acuerdo a Giovanetti v Mosse (1980).

Analisis estadisticos. Los datos se analizaron
con una prueba de ANOVA de una via para ob-
servar las diferencias estadisticas entre las medias
muestrales. Luego se aplico el test de Duncan para
establecer el orden de las diferencias entre ellas
(P=0.05), de modo que las medias seguidas por la
misma letra no difieren significativamente.

RESULTADOSY DISCUSION

Analisis quimico y textural de los suelos.
Formas del fosforo. Los suelos son ligeramente 4ci-
dos y con muy bajo contenido de P total (Tabla 1).
El P-NaHCO. considerado como disponible para
las plantas (Bowman v Cole 1978) es extremada-
mente bajo en los tres ordenes de suelo estudiados.
Estos resultados apoyan lo encontrado por ofros in-
vestigadores (Rov v Singh 1993) en ecosistemas
estecionales tropicales. en los que el P es uno de
los macronumrinmientos mas iimitantes.

Algunos autores consideran que el P disponible
aumenta a medida que la textura se hace mas fina
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Tabla 1. Caracterizacion general y valores del nimero mds probable para tres suelos acidos de sabana

ORDEN DE SUELO Entisol Vertisol Ultisol

Textura Arenoso Franco-arcilloso Franco-arcillo-arenoso
pH 54a 57b 54a

P-Total (ug g) 59.8a [435¢ 93.0b
P-NaHCO, (ug g") 49b 0.75a 1.4 ab

Potencial infectivo de propdgulos 4354 435.4 189.5

MA/100 g suelo
(intervalos de confianza de 95%)

(100.2 - 456.0)

(100.2 - 456.0) (44.4-201.84)

Valores seguidos por la misma letra no difieren significativamente (n=3). Test de Duncan (P=0.05).

(Lopez-Hernandez y Niiio 1993; Zubillaga y Giuffré
1999). Sin embargo, nuestros resultados sugieren
exactamente lo contrario, el P-NaHCO, es menor
a medida que la textura se hace mds fina y es
extremadamente bajo en el caso del Vertisol. Por
lo tanto, la adsorcién del P en estos suelos parece
ser mayor a medida que el contenido de limo y
arcilla incrementan (O‘Halloran y Col., 1987).

Actividad enzimatica en la rizosfera. La
AFA increment6 significativamente durante la esta-
cion himeda en todos los suelos estudiados. Este
incremento es notablemente mayor para el Entisol.
La AFA no es significativamente diferente en el
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Vertisol y el Ultisol en cada estacion (Figura 1).
Estos resultados sugieren que la mineralizacion del
P, expresada como AFA, incrementa durante la es-
tacion lluviosa, cuando la nutricion de las plantas y
el lavado de los nutrimentos es mayor (Roy y
Singh 1995). Por otra parte, se ha registrado mayor
mineralizacion en suelos de textura fina (Lopez-
Hernandez y Nifio 1993), lo cual explicaria la me-
nor AFA en el Entisol, independientemente de la
estacion.

No es de esperar que las deshidrogenasas de
origen microbiano estén libres en el suelo, por lo
tanto la ADH expresa la actividad de células vivas

B Sequia
O Lluvia

Entisol

Vertisol Ultisol

Orden de suelo

Figura 1. Cambios estacionales en la actividad fosfatasica de la rizosfera de T. plumosus en tres suelos acidos de sabana

{(Media +/- ES). Test de Duncan (P=0.05).
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y por ello es utilizada como indicadora de actividad
biologica (Frankenberger y Dick 1983). Algunos
autores indican que la actividad microbiana es me-
nor a medida que la textura del suelo es mas
gruesa (O’Halloran y Col., 1987). Por otra parte, la
ADH parece ser mayor a medida que la textura se
hace mas gruesa (Cooper y Warman 1997), lo que
contrasta con nuestro resultado de menor ADH
para el Entisol (Figura 2). Aunque varios factores
del suelo, como la textura, afectan la ADH, esta
actividad enzimatica puede utilizarse para detectar
cambios estacionales en la actividad bioldgica del
suelo (Cooper y Warman 1997). Por esta razon en
este trabajo enfocamos nuestro interés en los cam-
bios estacionales de ADH.
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La actividad microbiana. expresada como ADH,
disminuve significativamente durante la estacion lu-
viosa en todas las parcelas. tal como se ha descrito
en ecosistemas tropicales afectados por la
estacionalidad (Campo v Col. 1998). La mayor
ADH durante la estacion seca apoya la idea de
que en los ecosistemas estacionales los microorga-
nismos del suelo son mas activos en el periodo seco,
precisamente cuando sus depredadores y las plantas
tienen menor actividad (Singh v Col.. 1989). De he-
cho, Ingham y Col. (1986) indican como en un
ecosistema estacional las poblaciones de nematodos
que se alimentan de protozearios. microartropodos
fungivoros y bacterias diminuven durante la sequia, en
tanto que la poblacion bacteriana incrementa.

B Sequia
OLluvia

0,00
Entisol

Vertisol

Ultisol

Orden de suelo

Figura 2. Cambios estacionales en la actividad deshidrogenasica en la rizésfera de 7. plumosus en tres suelos dcidos de sabana

(Media +/- ES). Test de Duncan (P=0.05).

En ecosistemas de sabana, asi como en otros
ecosistemas tropicales afectados por baja fertilidad
y fuerte estacionalidad. los microorganismos del
suelo ademas de estar adaptados a las condiciones
de sequia juegan un importante papel en el ciclaje
estacional del P. inmovilizandolo durante la estacion
seca \ liberandolo durante la estacion lluviosa
(Singh y Col.. 1991: Hernandez-Valencia 1996). La
importancia de los microorganismos del suclo en estos
estudios se ha evaluado en términos del contenido de
nutrimentos en la biomasa microbiana. Nuestros resui-

tados confirman estos hallazgos tomando en cuenta
la actividad de los microorganismos del suelo (ADH)
en vez del contenido nutricional presente en las célu-
las vivas de la biomasa microbiana.

Por otro lado. ios microorganismos de ia rizds-
fera pueden contribuir a Ia nutricién dei P a través
de Ia sintesis v liberacion de fosfatasas cuando el
P no esta disponible (Speir y Cowling 1991;
Clarholm 1993). Sin embargo. el descenso en ADH
durante la estacidn lluviosa sugiere que el incre-
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mento en AFA durante ese periodo no estd media-
do por los microorganismos rizosféricos, ya que las
enzimas fosfatasicas extracelulares pueden haber es-
tado presentes en el suelo o proceder de la planta.

Determinaciones sobre micorrizas. El niime-
ro de propagulos infectivos (NMP) es alto y no
estadisticamente diferente en los tres suclos
muestreados (Tabla 1). Las diferencias texturales
no afectan este parametro, en los ecosistemas na-
turales, tal como sugiere Sieverding (1991). Los va-
lores son mayores que los descritos para sabanas
naturales de Colombia, sin embargo es interesante
resaltar que en sabanas manejadas en las que se
ha cultivado yuca (Manihot esculenta) los valores
de NMP son hasta 6 veces mayores que en saba-
nas naturales, Esto indicaria que la seleccion de los
cultivos y el manejo adecuado podria incrementar el
potencial infectivo por MA en los suelos de saba-
na. Una de las razones por la que no conseguimos

100,00 -
~
=
S 80,00 -
|
Tt
[~
2
£ 60,00 -
E
= 40,00 -
s
‘0
S 20,00 -
R
0,00

Entisol

Vertisol

diferencias significativas en este parametro podria
ser que el método del NMP tiene amplios interva-
los de confianza (Porter 1979) lo que impide la
separacion de las muestras. Adicionalmente, a pe-
sar de que esta metodologia permite aproximarse al
namero de propagulos del suelo, la mezcla y dilu-
cion del suelo requerida para su preparacion causa
la ruptura de la red de hifas del hongo de MA lo
que incide en una subestimacion del nimero de
propagulos (Jasper y Col., 1993). Un adecuado ma-
nejo de los suelos de sabana puede incrementar el
potencial de MA presente, incrementando a su vez la
eficiencia de la simbiosis MA en la captacién del P
(Dodd y Col., 1990; Toro y Lopez-Hernandez 1998).

Los valores de colonizacion por MA registrados
como %LRM en in T. plumosus fueron mayores
en el Entisol y el Ultisol durante la estacion seca,
pero no asi en el Vertisol (Figura 3).

B Sequia
O Lluvia

Ultisol

Orden de suelo

Figura 3. Porcentaje de longitud de raiz micorrizada de T. plumosus en tres suelos dcidos de sabana (Media +/- ES). Test de Duncan (P=0.05).

Varios factores ambientales como la estaciona-
lidad, pueden causar diferencias en el %LRM. Ta-
les variaciones dependerian de caracteristicas
intrinsecas a la combinacién del hongo MA y la
planta (Smith y Read 1997). Por lo tanto, resulta-
ria arriesgado adjudicar sélo a una causa la varia-
cion estacional del %LRM.

Dado que las plantas herbaceas con raices fi-
nas, abundantes pelos radicales y rapido crecimien-
to son menos sensibles a la colonizacion por MA
(St John 1980), podria considerarse que T.
plumosus mostro altos valores de colonizacion por
MA. Algunos autores (St. John y Col., 1983; St.
John y Uhl 1983) en estudios de gramineas en sa-
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banas del Amazonas venezolano observaron que
Panicum pilosum alcanzé un LRM de 54.7%, en
tanto que los valores de Andropogon bicornis
fueron de 29.8%. Aunque ambas son especies
graminoides de ecosistemas de sabana, sus valores
de %LRM no son tan elevados como los encontra-
dos por nosotros en T. plumosus, lo que sugiere la
importancia de la presencia de las MA como me-
canismo crucial para la captacion de P por parte
de esta especie en ecosistemas de sabana.

Estacionalidad y asincronia en actividades
enzimaticas y micorrizacion de I. plumosus.
Los cambios pardmetros bioquimicos descritos pare-
cen estar actuando en asincronia para satisfacer la
demanda y disponibilidad de P en la rizosfera de T.
plumosus en cada estacion como se resume en la
figura 4.

(AFA)
t mw Trachypogon plumosus
Estacion Seca

B om0 h e SN =y
Y
Ev
. tg

Figura 4. Relacion entre la mineralizacién del Po, la actividad
microbiana y las micorrizas arbusculares en la rizdsfera de
Trachypogon plumosus afectada por la estacionalidad climética de

los ecosistemas tropicales de sabana.

En la estacion seca se observa un incremento
en la actividad microbiana (expresada como ADH)
y consecuentemente la inmovilizacion de P por par-
te de los microorganismos es mayor, el Pi por
mineralizacion (expresada como AFA) es menor.
La colonizacion de 7. plumosus por MA aumenta,
entonces, en respuesta a una condicion de menor
contenido de P del suelo rizosférico.

En la estacién Iluviosa hay una disminucion de
la actividad microbiana (expresada como ADH),
por lo que hay una menor inmovilizacion de P por
parte de los microorganismos, y el contenido de Pi
por mineralizacion (expresado como AFA)
incrementa, proporcionando Pi a la solucién del
suelo. La colonizacion de 7. plumosus por MA
disminuye en respuesta a la mayor disponibilidad de
P en el suelo rizosférico.

CONCLUSIONES

En los ecosistemas de sabana, asi como en
otros ecosistemas tropicales afectados por la
estacionalidad, la AFA parece ser un importante
mecanismo de adaptacion para la captacion de P.
Durante la estacion lluviosa la AFA incrementa,
pero los microorganismos de la rizésfera no pare-
cen intervenir en la actividad mineralizadora regis-
trada. Los microorganismos rizosféricos parecen
contribuir al ciclaje del P mediante la inmovilizacién
y liberacién de P durante las estaciones seca y
lluviosa respectivamente. Los altos valores de
micorrizacion registrados para 7. plumosus sugieren
que este puede constituir un mecanismo crucial
para la toma de P por parte de las especies nati-
vas en suelos deficientes. Un resumen de las acti-
vidades registradas propuestas como mecanismos
se presenta en el esquema de la figura 4.
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