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SUMMARY

To test the hypothesis that the availability of soil inorganic nitrogen controls the nitrogen fixation per D. macrostachya plant, in
this work the variation of biological nitrogen fixing by D. macrostachya was measured along the distance from the forest-savanna
boundary to the forest inside, in a gradient of soil inorganic nitrogen, at two riverine forests of the Gran Sabana. Biological nitrogen
fixing increased from the inner forest (2-8 kg ha™ year?) to the forest-savanna boundary (15-35 kg ha?year?), depending on plant
density that decreased from the forest boundary (1,178 plants ha) to forest inside (664 plants ha) and was not correlated to inorganic
nitrogen soil concentration. Our results suggest that, contrary to the generally observed trend, biological nitrogen fixing is regulated
by factors other than soil inorganic nitrogen as light environment and phosphorus availability.

Key words: forest-savanna, nitrogen, nitrogen fixation.

RESUMEN

Con el objetivo de comprobar la hipotesis de que la abundancia de nitrogeno inorganico del suelo controla la fijacion bioldgica por
planta, se midi6 la variacion de la fijacion biologica de nitrogeno de D. macrostachya en un gradiente de nitrogeno inorganico del
suelo a lo largo de la distancia desde el borde del bosque con la sabana hasta el interior del bosque, en dos bosques riberefios de la Gran
sabana. La fijacion biologica de nitrégeno aumento desde el interior del bosque (2-8 kg ha*afio?) hacia el borde bosque-sabana (15-35
kg hatafio), dependiendo de la densidad de plantas, que disminuy6 desde el borde del bosque (1.178 plantas ha) hacia el interior del
mismo (664 plantas ha) y no se correlaciond con la concentracion de nitrogeno inorganico del suelo. Los resultados sugieren que la
fijacion bioldgica por planta en D. macrostachya esta siendo regulada por otros factores diferentes al nitrogeno inorganico del suelo
como el ambiente de luz y la disponibilidad de fosforo.

Palabras clave: bosque-sabana, nitrogeno, fijacion biologica.

INTRODUCCION

La abundancia de nitrégeno limita y determina la es-
tructura, diversidad y funcion de los ecosistemas terrestres
(Vitousek et al. 2002) siendo su mayor fuente de entrada
a los sistemas la fijacion bioldgica (Gruber y Galloway
2004). Asi, en ambientes pobres en nitrdgeno se espera
que los organismos fijadores de nitrogeno atmosférico ten-
gan ventajas que les permitan ser elementos abundantes
que suplan la deficiencia de nitrégeno (Vitousek y Howar-
th 1991). Sin embargo, las evidencias sobre los factores
que controlan la fijacion bioldgica de nitrégeno son con-
tradictorias, algunos autores sefialan que la fijacion es con-
trolada principalmente por la abundancia de nitrogeno in-

organico en el suelo (Vitousek et al. 2002), mientras otros
indican que la temperatura y la abundancia de fésforo son
los principales limitantes de la fijacion biologica (Hedin
et al. 2009).

La Gran Sabana (18.000 km?), Parque Nacional Canai-
ma, en el altiplano del escudo guayanés venezolano, esta
formada por un complejo mosaico de vegetacion (Huber
1995), donde dominan los bosques y las sabanas. Los bos-
ques se presentan como islas rodeadas por extensas areas
de sabana (Huber y Folster 1994), en cuyos limites se ha
evidenciado su reemplazo por sabana (Méndez y Bilbao
2000). Esta sustitucion obedece a un proceso de sabani-
zacion de largo plazo intrinseco al sistema, originado
por una combinacion de factores entre cambio climatico
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(Rull 1999), aumento en la frecuencia de incendios (Rull
1999), fragilidad intrinseca de los bosques y la naturaleza
extremadamente pobre de los suelos (Folster 1986, Dez-
zeo 1994). Aunque el nitrogeno es abundante en los suelos
(nitrégeno organico: 4,26 g kg, y ~144 pmol L™ de NH,
profundidad de 10 cm; Folster et al. 2001), contrario a lo
generalmente observado en ambientes con suficiencia de
nitrégeno, estos bosques presentan dominancia de la le-
guminosa Dimorphandra macrostachya Benth. (Dezzeo et
al. 2004, Dezzeo y Chacon 2006). Asi mismo, se ha re-
gistrado que la materia organica de suelo y los nutrientes
varian en los parches de bosque segun su cercania al limite
con la sabana (Bilbao et al. 2011), sin que se conozca hasta
ahora como influencia esta variacion, especialmente en la
disponibilidad de nitrégeno, sobre la actividad fijadora de
D. macrostachya.

Este trabajo somete a prueba la hipdtesis de que la
abundancia de nitréogeno inorganico del suelo controla la
fijacion bioldgica por planta, informacion crucial al mo-
mento de pensar en estrategias de conservacion y manejo
del bosque y sus limites como areas de recuperacion. En
tal sentido se evalua la relacion entre el nitrégeno fijado
por los ndédulos de D. macrostachya y la variacion del
nitrégeno inorganico del suelo seglin su cercania al limite
con la sabana.

METODOS

Fueron seleccionados dos bosques riberefios, Parupa
(05°43" N 61°35" O; 1.226 m s.n.m.), con temperatura
promedio anual de 20,6 °C y 1.625 mm de precipitacion
promedio anual y El Oso (05°16°27”N; 61° 07°20”0,
1.200 m s.n.m.), con temperatura promedio anual de 20 °C
y precipitacion promedio anual de 2.000 mm, ambos do-
minados por la leguminosa D. macrostachya (Fabaceae) y
con suelos Ultisoles que provienen de la erosion de la roca
precambrica.

Se determiné la densidad de plantas adultas de D. ma-
crostachya con un diametro a la altura de pecho (DAP)
mayor a los 10 cm, siguiendo el método del punto cuadran-
te (Krebs 1989) en 10 puntos paralelos al limite del bosque
con la sabana y sobre las distancias de 3 m, considerado
como limite, 15 m como transicion y 70 m, como bosque
maduro. Durante las estaciones del afio de sequia y lluvia,
se muestreo al azar y sobre cada distancia un total de nue-
ve plantas de D. macrostachyacon 10 < DAP < 15 cm. Se
cont6 el nimero de ndédulos por planta. Cada noédulo fue
incubado in situ en un vial hermético de 30 mL con una
atmosfera de acetileno al 10 %. Se tomaron muestras de la
atmosfera de incubacion a las 1, 6, 12, 18 y 24 horas y se
determind el etileno producido por cromatografia de gases
con columna poropaq Q, usando como blanco incubacio-
nes sin nddulo. Se utilizo el factor de conversion de 1 mol
N_~3 mol de C,H, (etileno) producidos (Rennie y Rennie
1983). La densidad de nddulos fue determinada segun el
numero de nddulos adheridos a la raiz por planta muestrea-
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da, estandarizado por un volumen de suelo de 0,05 m®y
por la frecuencia de plantas en estado nodulado activo. La
frecuencia de nodulacion fue estimada como ntimero de
plantas con nédulos activos entre el total de plantas mues-
treadas. Los nddulos se secaron en estufa hasta peso cons-
tante para determinar su peso seco. La fijacion biologica
de nitrogeno por area fue estimada segun:

Fijacion biologica de nitrogeno (kg ha? afio!) = masa
de nulos por area (g ha) x tasa de fijacion por nodulo (g g*
hora) x 24 horas dia™ x 365 dia afio*x 0,001 kg g.

El nitrégeno inorgéanico de suelo (amonio+nitrato) fue
determinado sobre el suelo rizosférico de cada planta si-
guiendo el método estdndar de extraccion en KCI 2M, de-
terminacion del amonio por método del fenato y del nitrato
por el mismo método luego de su reduccion por cadmio
(Anderson e Ingram 1993).

Para evaluar la variabilidad provocada por la distan-
cia al limite bosque-sabana y la localidad sobre las varia-
bles evaluadas se utilizo la comparacion del intervalo de
confianza al 95 % para cada grupo. La variabilidad de la
fijacion bioldgica de nitrogeno en ndédulos de D. macros-
tachya se analizd mediante un andlisis de covarianza (AN-
COVA), usando la distancia al limite como covariable y la
estacion del aflo y localidad como factores. Se selecciond
el modelo de mejor ajuste a los datos usando el criterio
de informacion de Akaike (Akaike 1974), que indica que
el mejor modelo es aquel con menor valor de Akaike. La
relacién entre fijacion bioldgica de nitrégeno y nitrégeno
inorganico de suelo se evaludé mediante correlaciones de
Spearman.

RESULTADOS

No se encontré diferencia entre el nimero de nodulos
por planta segun la localidad de muestreo, distancia desde
el limite del bosque o estacion del afio. Aunque no hubo di-
ferencia estadistica (P > 0,05), la frecuencia de nodulacion
fue similar entre las distancias de 3 y 15 metros del limite
y disminuy¢ hacia el interior del bosque. La masa de no-
dulos por area varid entre 60 y 390 g ha, fue superior en
la localidad de El Oso, con una tendencia a la disminucion
hacia el interior del bosque en ambas localidades sin im-
portar la estacion, lo que es resultado de la disminucion de
la densidad de plantas y de la probabilidad de nodulacion
hacia el interior del bosque (cuadro 1).

Los parametros del modelo que mejor explico la va-
riacioén de la fijacion de nitrégeno fueron: bO = 2,00, b01
(E1 Oso) = 0,89, b, (Parupa) = 0,39 y b,=2,0 x 107, (R*=
0,86, P < 0,001, cuadro 2), no existi6 efecto de la estacion
del aflo y el efecto de la localidad de muestreo indicé que
la fijacion fue menor en Parupa que en El Oso (b, > b,
con b, = constante) (figura 1), como resultado de la dis-
minucién en la densidad de plantas y la probabilidad de
nodulacién. No se encontrd una relacion significativa con
la concentracion de nitrogeno en el suelo a lo largo del
gradiente (figura 2).
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Cuadro 1. Frecuencia de nodulacion, densidad de D. macrostachya y masa de nodulos por area en el bosque segtin su distancia al limite
con la sabana. Se indica el intervalo de confianza al 95 % (IC,). Letras diferentes indican diferencia estadistica con P < 0,05.

Nodule frequency, D. macrostachya density and mass of nodule per area, following its distance to the forest-savanna boundary. 95 %
confidence interval is indicated (ICy,). Different letters indicate statistical significance at P < 0.05.

) ) ) El Oso Parupa
Distancia al limite
3m 15m 70m 3m 15m 70m
Frecuencia de nodulacion 0,9 0,9 0,5 0,9 0,9 0,5
Nmero de nddulos por 250+ 130a 140+£032a 190+065a  2,09+098 140=0.86a 1,87=0,67a
planta (media + IC,)
Densidad de plantas
(D. macrostachya) ( nimero ha'*) 1.475 1.100 i 880 625 550
Nédulos (g ha') (media + IC,,) 390£270a  165+90a 105+ 90ab 170 = 140ab 105 + 60ab 60 +20b
Cuadro 2. Modelos de la relacion entre la fijacion biologica de 40
nitrégeno y la distancia al limite del bosque, la estacion del ailo y Oso
la localidad de muestreo.*modelo de mejor ajuste.
L L 30 o
Tested models of the relationship between biological o~ — ES‘”C{?“ seca
nitrogen fixation and the distance to the forest-savanna boundary, season ;o &= Estacion de lluvias
(j) and study sites (i).* best fitted model. o 8 20
L2 '
Modelo Akaike 2 "
. - . . g =
b0+b?i+b0jJr.bOijerl(d}stanc%a)er“(d1stanc1a)+ 98,38 % s
blj(dlstan01a)+blij(dlstanc1a)+8 o § ™
= 3 L |
by by by by, b, (distancia) b, (distancia)+ 06,0 539 parupa
b,(distancia)+e ' :é S
. . . . £ 30
b0+b9i+b0jfb1(d1stanc1a)+b1i(dlstan01a)+ 97.96 3 a
blj(dlstanma)—s-s 3 3
by+by by b, (distancia)+b, (distancia)+e 95,99 ?ﬁ é 20
by by +by b, (distancia)+e 94,79 g
*p,+b, +b, (distancia) e 93,21 g 10
b,+b,(distancia)+e 155,88 0 i
bytbyte 114,98 0 20 40 60 80
b,te 115,58 Distancia del bosque al borde con la sabana (m)
Figura 1. Fijacion simbidtica de nitrogeno en D. macrostachya
. respecto a la distancia al limite del bosque con la sabana, en los
DISCUSION § 4

Los resultados no muestran relacion entre la abundancia
de nitrégeno inorganico y la fijacion atmosférica de nitro-
geno, sugiriendo que deben existir controladores ambienta-
les mas importantes, como la disponibilidad de fosforo y de
luz (Hedin et al. 2009). La variacion en la fijacion biologica
de nitrogeno a lo largo de la distancia hacia el limite del
bosque estuvo controlada principalmente por la densidad
de plantas, evidenciando que la diferencia en disponibili-
dad de nitrégeno no influencia la capacidad de fijacion de
nitrogeno por planta, la cual debe ser similar en las diferen-
tes distancias al limite del bosque, en contradiccion con la
teoria generalmente aceptada hasta el momento (Vitousek
et al. 2002). Houlton et al. (2008) encontraron que, dada la
alta demanda de nitrégeno para la sintesis de fosfatasa, la
fijacion biologica de nitrégeno representa una ventaja en

dos lugares estudiados, El Oso (arriba) y Parupa (abajo).

Symbiotic nitrogen fixation in D. macrostachya relative to its
proximity to the forest-savanna boundary, at two studied sites, El Oso
(top) and Parupa (down).

aquellos ambientes limitados por fosforo cuya temperatura
ambiental (alrededor de 26 °C) favorece la expresion de la
nitrogenasa. En los bosques estudiados, la disponibilidad
de este elemento para las plantas es muy baja (Chacon y
Dezzeo 2004), lo cual explicaria la falta de relacion entre el
nitrégeno inorganico y la fijacion de D. macrostachya. La
adquisicion del nitrogeno del suelo por parte de la planta
depende de la disponibilidad de carbono y fosforo, por lo
que los hallazgos de Houlton et al. (2008) sugieren que,
aun existiendo nitrégeno en el suelo, este no serd tomado
por la planta hasta tanto no se supere la limitacion por fos-
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Figura 2. Relacion entre la concentracion de nitrogeno inorga-
nico de suelos y la tasa de fijacion simbiotica de nitrogeno en
D. macrostachya.

Relationship between soil inorganic nitrogen and symbiotic
nitrogen fixation of D. macrostachya.

foro. Houlton et al. (2008) proponen que las plantas supe-
ran la limitacion por fosforo a través de la fijacion bioldgica
de nitrégeno, de tal manera que el carbono adquirido por
fotosintesis y el nitrogeno fijado es directamente invertido
en sintesis de fosfatasa y mantenimiento de simbiontes so-
lubilizadores de fosforo del suelo, lo cual origina la pérdida
del control del nitrégeno inorganico sobre la fijacion.

La variacién en la fijacion simbidtica de nitrogeno a
escala poblacional a lo largo de la distancia al limite del
bosque debe ser explicada por factores reguladores de la
densidad poblacional. El aumento de la fijacion simbidtica
de nitrogeno hacia la frontera del bosque podria deberse a
un ambiente de mayor cantidad de luz, como un efecto de
apertura del dosel hacia el limite bosque-sabana (Dezzeo
et al. 2004, Dezzeo y Chacon 2006), donde la fijacion bio-
logica de nitrogeno se ve favorecida en los individuos de
D. macrostachya (Vitousek et al. 2002). La hipoétesis de li-
mitacion por sombra en la fijacion simbiotica (Vitousek et
al. 2002) explicaria la disminucion de la fijacion simbioti-
ca hacia el interior del bosque. Asi, una mayor nodulacién
en la zona de limite del bosque, donde las condiciones de
luz favorecen la fijacion de CO,, la competencia por fosfo-
ro con los microorganismos del suelo puede ser ganada por
la planta gracias a la inversién de carbono en sintesis de
raiz, excrecion de fosfatasa y asociacion con micorrizas.

Se comprueba que existe un aumento importante de la
fijacion biologica de nitrogeno de D. macrostachya desde
el bosque hacia la sabana, que no esta relacionado con la
abundancia de nitrégeno inorganico del suelo. Estos resul-
tados soportan las hipotesis de la limitacion por fosforo y
limitacion por sombra como controladores de la fijacion
simbiotica de nitrogeno.
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