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Resumen

El nitrégeno (N) es un macronutriente fundamental en la composicion de &acidos
nucléicos, proteinas y otros elementos celulares. Sin embargo, el triple enlace entre los dos
atomos que lo forman, impide que pueda ser aprovechado por la mayoria de los seres vivos.
Solo un pequeiio grupo de microorganismos que poseen un complejo enzimatico especializado
(nitrogenasa) son capaces de captar el nitrdgeno atmosférico (N;) para convertirlo en formas
asimilables para muchos otros organismos. Estos microorganismos pueden formar una
asociacion simbidtica con algunas plantas, en su mayoria leguminosas, aportandoles el amonio
(NH.*) derivado del desdoblamiento del N, del aire. Este proceso conocido como fijacion
biolégica de nitrégeno (FBN), representa un mecanismo importante de reposicion del N;
perdido en el manejo de ecosistemas productivos. Asi mismo, figura como un potencial
biofertilizante, capaz de sustituir total o parcialmente a los fertilizantes sintéticos. Las plantas, a
su vez, aportan al microorganismo fijador los carbohidratos necesarios para su crecimiento y
desarrollo.

En este trabajo se evalud el potencial de fijacién simbidtica de N, en plantas de un
gradiente sucesional del ecosistema de bosque tropical seco localizado en Chamela, Jalisco.
Dicha estimacion se calculé mediante la abundancia natural del isétopo °N en las hojas de 16
especies. Estas incluyeron leguminosas potencialmente fijadoras, leguminosas y especies de
otras familias no fijadoras; las plantas no fijadoras se utilizaron para obtener valores de
referencia.

La firma isotdpica se mostré mas baja en la mayoria de las especies fijadoras de N,,
alcanzando valores 8N similares al del N, atmosférico (0 o/o00). La categoria de especies no
fijadoras de N, tuvo una marca isotdpica mds alta, como se esperaba, por una mayor
proporcién de N mineral absorbido del suelo.

Las especies fijadoras de N, presentaron concentraciones de N foliar mayores a las de
las especies no fijadoras. Las concentraciones de P y C foliar no mostraron una variacion
significativa. Los cocientes C/N y N/P se encontraron mas bajos en las especies fijadoras,
evidenciando un material mds facil de descomponer, ya que estd concentrada una mayor
cantidad de N. El cociente C/P no mostré diferencias significativas entre las fijadoras y no
fijadoras.

Se comparé el porcentaje de las mismas variables: N, P, C, C/N, N/P y C/P en las especies
creciendo en los sitios de un gradiente sucesional, tomando parcelas que aun se encuentran en
uso ganadero, parcelas con estadios sucesionales temprano, intermedio y tardio (dependiendo
de los afios que tienen de regeneracidon después de su ultimo manejo) y parcelas de bosque
conservado tomadas como referencia. No se observaron variaciones significativas de dichas
variables entre los valores en las diferentes coberturas y el bosque conservado. Sin embargo, se
observé una disminucidn progresiva en la diferencia de la firma isotdpica entre las fijadoras y las
no fijadoras a lo largo del gradiente sucesional. Esto sugiere que la contribucidn de la fijacién de
N a la nutricion de las plantas se reduce con el tiempo sucesional.

Palabras clave: Nitrégeno, fijacion, simbiosis, bosque, sucesién.
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Abstract

N, is a macronutrient critical for the composition of nucleic acids, proteins and other
cellular components. However, the triple bond between its atoms prevents its assimilation by
most living organisms. Only one group of microorganisms possessing a specialized enzymatic
complex (nitrogenase) is able to take up N; from the air and convert it into a form that can be
assimilated by many other organisms. These micoorganisms may form a symbiotic association
with some plants, mainly legumes, and provide them ammonium resulting from the splitting of
atmospheric N. This process, called biological nitrogen fixation, represents an important
mechanism that returns part of the N lost through management in productive agroecosystems.
Similarly, it may act as as a biofertilizer able to replace, partially or fully, the synthetic fertilizers.
Plants, in turn, provide the symbiotic N fixing microorganisms with carbohydrates they require
for growth and development.

This work evaluated the potential for N, fixation in plants from a successional gradient in
a tropical dry forest ecosystem located in Chamela, Jalisco. Such estimate was made from the
natural abundance of the *N isotope in the leaves of 16 species. They included fixing and non-
fixing legumes and also non-fixing, non-legume plants; non-fixing plants were used to obtain
reference values.

Isotopic signature was lower in the majority of N fixing plants, reaching 815N similar to

the atmospheric N (0%). Non-fixing plants had higher isotopic signature, es expected, due to a
higher proportion of mineral N absorbed from soil.

N fixing plants showed higher N concentrations in leaves than non-fixing plants. The
percent of leaf C and P did not show significant variation. Leaf C/N and N/P ratios were lower in
N fixers, suggesting materials easier to decompose because of a higher N concentration. The C/P
ratio, in contrast, did not show significant differences between fixing and non-fixing plants. N, P,
and C concentrations, and C/N, C/P and N/P ratios were compared in the species growing in a
succesional gradient, using plots that were under active pasture management, at early,
intermediate or late successional stages (depending on the number of years under regeneration
after withholding active management), and covered by primary forest (as a reference). No
differences were found between the values measured in the different land covers and primary
forest. However, there was a progressive reduction in the difference between the isotopic
signature of the fixing and the non-fixing plants alog the successional gradient. This suggests
that the contribution of N fixation to plant nutrition diminishes with successional time.

Laboratorio interacciéon planta-microbio-ambiente, CIEco-UNAM 9
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Introduccion

En la situacién actual de cambio global en que se encuentra nuestro planeta, cobra cada
vez mas importancia el conocimiento del funcionamiento de los ecosistemas, es decir, de los
flujos que mantienen la estabilidad de su trama estructural y funcional (Imbert et al., 2004). La
sostenibilidad a largo plazo de los ecosistemas se sustenta en el mantenimiento natural de los
ciclos de nutrientes. Sin embargo, la explotacién forestal o agropecuaria altera los flujos de
nutrientes en los bosques. En ocasiones, los efectos pueden resultar irreversibles, produciendo

importantes alteraciones de la productividad y de otras funciones (Vaca, 2005).

Rodriguez (2011), define un ecosistema como un conjunto de organismos que
comparten el espacio y el tiempo, interaccionan entre si y con su ambiente fisico, el cual esta
constituido por componentes bidticos (plantas, animales, hongos y microorganismos del suelo)
y abidticos de origen orgdnico (mantillo) e inorganico (particulas del suelo mineral, gotas de
lluvia, viento y nutrientes del suelo. Imbert (2004), clasifica el ciclo de nutrientes en un
ecosistema sin manejo mediante las siguientes vias: entrada de nutrientes al ecosistema
(meteorizacion de la roca madre, fijacion bioldgica de nitrogeno, aportes atmosféricos y
transferencias por la biota), flujo de nutrientes entre las plantas y el suelo (absorcidn radical y
foliar, retranslocacién, pluviolavado, pérdidas por herbivoria, desfronde y descomposicién) y
salidas de nutrientes del ecosistema (lixiviacion, escorrentia, emisién de gases y aerosoles,

transferencias por biota y explotacion de recursos).

Dentro de los procesos que constituyen el ciclo externo de los nutrientes, la fijacion
bioldgica de nitrégeno (FBN) representa uno de los de mayor importancia en la naturaleza, ya
que el nitrogeno (N) siendo una molécula esencial para el crecimiento de todos los organismos,

es un elemento necesario en la estructura de proteinas, acidos nucleicos y otros componentes
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celulares (Mayz, 2004). La FBN representa la utilizacion de N por un grupo de microorganismos a
partir del gas inerte que forma parte de la atmdsfera. El N; asi fijado puede ser utilizado
directamente a través de la simbiosis de algunas plantas con los microorganismos fijadores o
indirectamente cuando es transferido al suelo o a otras plantas. Asi constituye un mecanismo de
compensacién de las pérdidas del elemento en forma gaseosa por los procesos microbianos de

nitrificacidn, desnitrificacion y volatilizacion del amoniaco (Martin, 2007).

Se estima que se requieren entre 150 y 200 millones de toneladas de N mineral cada
afio para la produccidon de alimentos en los sistemas agricolas (écita?). Por lo tanto, la
estimacion de la contribucién de la fijacidn bioldgica de nitrégeno a la nutricién de las plantas
tanto en los agroecosistemas como en los sistemas naturales, es esencial para desarrollar
practicas agricolas que puedan satisfacer las necesidades del presente sin comprometer a las
futuras generaciones, mantener los ecosistemas naturales y proveer una fuente de N renovable

para la proteina humana y animal (Unkovich et al., 2008).
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Marco tedrico

Dinamica del Nitrégeno

Entre los diecisiete elementos esenciales para el crecimiento de las plantas, el N, que
constituye de 1% a 3% de la materia seca, es considerado el mas importante (Cérdenas et al.,
2004). Sin embargo, es un nutriente limitante para el crecimiento de los bosques en la mayoria
de los ecosistemas y comuUnmente el nutriente mas critico en regiones semiaridas; por lo tanto,
el estudio de su dindmica es importante durante varias décadas (Hobbie et al., 1999; Souza et

al., 2012).

Con una concentracion de aproximadamente el 79%, este elemento es el mas
abundante en la atmdsfera (Jacobson, 1996). Esta es la Unica reserva de N accesible, pero no
puede ser utilizada directamente por la mayoria de los seres vivos (Baca, 2000). La razén reside
en el triple enlace que se encuentra entre los atomos del nitrégeno molecular (N,), el cual lo
hace relativamente inerte (Harrison, 2003). Para ser utilizado directamente por plantas y
animales, debe fijarse, es decir, combinarse con otro elemento (Hill, 1999). En consecuencia,
aunque la reserva de N; en el aire es enorme, las Unicas formas asimilables por la planta son el

amonio (NH*)y principalmente el nitrato (NOs’) (Grighac y Wery, 1995).

La transformacion del nitrégeno molecular atmosférico en nitrégeno del suelo utilizable
potencialmente por las plantas, se realiza principalmente mediante dos procesos. El N, puede
oxidarse a anhidrido nitrico (N,Os) por accion de las descargas eléctricas y ser trasladadoal suelo
por la lluvia y depositado en él como 4acido nitroso (HNO>) o nitrico (HNOs). El otro proceso es la

fijacién bioldgica, por medio del conjunto de reacciones en las cuales ciertos microorganismos
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integran el N a sus estructuras como elemento de diversos compuestos (Blaya et al., 2003),

permitiendo ganancias muy importantes de N en los ecosistemas (Grignac y Wery, 1995).

Algunas plantas pueden realizar este Ultimo proceso y utilizar el N, atmosférico por su
asociacién con los microorganismos fijadores, sin embargo, el uso de fertilizantes quimicos
constituye otro medio de suministro de N, ya que la mayoria de los cultivos depende del
abastecimiento externo de N para completar su ciclo de crecimiento (Cardenas-Navarro et al.,
2004).. Estos representan un insumo estratégico, el cual dinamiza las diversas actividades
agricolas (Avila, 2001). Sin embargo, su uso no ha sido el mas adecuado, ya que los cultivos
absorben solo una porcion del fertilizante aplicado que oscila entre 10 y 60% (Pefia-Cabriales et
al., 2001) y el excedente termina contaminando el entorno. Los fertilizantes han tenido costos
ambientales importantes, ya que se han venido utilizando en grandes cantidades, aumentando
los aportes paralelamente al aumento en la produccion (Cardenas-Navarro et al.,, 2004) y
ocasionando en México un incremento en su consumo de 5x10* Mg a mas de 5.5x10° Mg en los
ultimos 40 afios (Pefa-Cabriales et al., 2001). En la actualidad se trabaja en la busqueda de
estrategias que permitan controlar el aporte de N a los cultivos, procurando preservar el medio

ambiente (Cardenas-Navarro et al., 2004).

Una vez incorporado el N al suelo por las vias mencionadas anteriormente, éste sufre
transformaciones dentro del ecosistema. Mediante la mineralizacién, el N organico es
transformado a amonio (NH4*) (amonificacién) (Avila et al., 2002), el cual puede adherirse con
facilidad a los sitios de intercambio de carga negativa en los coloides inorganicos y organicos del
suelo; puede ser absorbido por las plantas mediante intercepcidn radical, pues es poco movil, o

puede perderse en la atmdsfera como amoniaco (NHs) (Rodriguez, 2001).
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El exceso de NH, es oxidado a nitrito (NOy) (nitrificacion) por bacterias quimiolitoautétrofas

oxidantes del amonio para la obtencién de energia (Avila et al., 2002) .

2NIly — 30, — 2NO,~ + 2117 + 2IL0

Los nitritos (NO;) son oxidados a nitratos (NOs’) por bacterias oxidantes de nitrito

(Rincon et al., 2012).

AND,: ™ + 0, — 2Ny

El NOs* (compuesto mas movil en el suelo) se difunde con facilidad hacia las raices y
puede ser absorbido por las mismas (Rodriguez, 2001) o, bajo condiciones de anaerobiosis, es
reducido por el proceso de desnitrificacion (Avila et al., 2002). En esta estapa se devuelve el N
filado a la atmdsfera por procesos de respiracion microbiana, a través de la reduccion
desasimilatoria de NOs" y NO2 a N,O y N,, respectivamente; también involucra la reduccién
asimilatoria del NO; para convertirlo en NH4 e incorporarlo al metabolismo celular (Rincén et al.,

2012).

Rincon et al. (2012) determinan que las cantidades del N en los diferentes
compartimientos organicos y minerales esta vinculada a la disponibilidad de nutrientes y a su
susceptibilidad de alteracion debido al manejo, los sistemas de produccion y los procesos del
suelo donde este elemento esté involucrado. Asi, el contenido de N en el suelo varia segun las
condiciones de drenaje, vegetacién, material parental, topografia, cantidad de materia

organica, textura del suelo y las actividades humanas (Paredes, 2013).
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Figura 1. Ciclo del Nitrégeno

Fijacion bioldgica del nitrégeno

La fijacion bioldgica de nitrégeno (FBN) por autdtrofos es un mecanismo de acumulacion
de N en los ecosistemas y una importante herramienta para la restauracidn de los mismos
cuando han sido degradados (Pastor y Binkley, 1998). La FBN se define como la reduccién de
nitrégeno atmosférico a NHscomo una via para la sintesis de aminoacidos, llevada a cabo por
numerosos grupos de bacterias que poseen y expresan un complejo enzimatico multimérico, la
nitrogenasa (Barea, 1998; Capone y Montoya, 2001; Barea, 2005). Esta enzima ha logrado
permanecer en el tiempo, incluso resistiendo la transicién de una atmdsfera anoxigénica a una
oxigénica, por lo que se sugiere que evoluciond desde etapas tempranas de la Tierra (Beltran,
2010). El complejo enzimatico estd constituido por dos metaloproteinas y tres grupos

prostéticos. Para su funcionamiento, el complejo requiere un donador de electrones de bajo
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potencial y de la hidrdlisis de ATP (Baca, 2000). Una de sus principales caracteristicas es que el
0, afecta la estructura de la proteina e inhibe la sintesis de la misma, lo que ocasiona una

represion transitoria y/o permanente (Berman-Franka et al., 2003).

En el proceso de fijacion simbidtica de N, hay transferencia neta significativa de C fijado
fotosintéticamente de la planta a las bacterias fijadoras, la cual se produce simultaneamente
con la transferencia neta de N fijado biolégicamente, directamente de las bacterias a la planta
hospedera (Unkovich et al., 2008). Esta asociaciéon entre el microsimbionte (bacteria) y el
macrosimbionte (planta), promueven la formacién del nddulo, una estructura especializada en

la FBN (Baca, 2000).

La FBN es un proceso que requiere un gasto considerable de energia. La ecuacion global

es:

N, + 8H* + 8e™ + 16Mg-ATP —* 2NHj3 + H, + 16Mg-ADP + 16Pi

Atendiendo a esta consideracion, Baca (2000) menciona que en condiciones naturales se
estima que la demanda energética es mucho mayor de 20-30 moléculas de ATP, por esta razén,
en los microorganismos se han seleccionado mecanismos para inactivar la enzima cuando esta
disponible el N combinado. Esto le permite al mismo mantener las necesidades y evitar un gasto

energético inutil.

Antes del descubrimiento del proceso de Haber-Bosch para la produccion industrial de
fertilizantes nitrogenados, a principios del siglo XX, se consideraba que la FBN proporcionaba
casi exclusivamente la entrada de este elemento en la bidsfera (Rincon et al., 2012). La

atmodsfera contiene alrededor de 10% toneladas de N, y el ciclo del N involucra la
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transformacién de casi 3 x 10° toneladas de N, por afio; como se observa, las transformaciones
no son exclusivamente bioldgicas, por lo que la FBN corresponde solo al 60% aproximadamente
(Baca, 2000). Pastor y Binkley (1998) enfatizan que para lograr el equilibrio en un ecosistema, la
fijacién de N; eventualmente debe tener vias de salida para el N del sistema como la lixiviacidon o
desnitrificacién. Los microorganismos fijadores secuestran casi la misma cantidad de N que pasa
a la atmdsfera por desnitrificacion, con lo que se mantiene un equilibrio aceptable dentro del
ciclo biogeoquimico de este elemento (Barea, 1998). Sin embargo estas vias no deben crecer
simultdaneamente con la tasa de nitrégeno fijado, de otra manera, el sistema nunca comenzaria

la acumulacién de N (Pastor y Binkley, 1998).

El método mas fiable para cuantificar la FBN estd basado en la abundancia natural del
isdtopo fiL3M (Queiroz et al., 2012). Los isétopos son atomos de un mismo elemento que
tienen igual nimero de protones pero varian respecto al nimero de neutrones, sin embargo,
comparten propiedades quimicas semejantes (Schimel, 1993). El N tiene dos isétopos estables:
1N y N, la mayor parte estd compuesto por el isétopo ligero *N (mas del 99.5%) y solo del
0.3630% al 0.3700% de los atomos de N contienen el isétopo pesado N (Unkovich et al.,
2013), debido a que las enzimas de los seres vivos “discriminan” negativamente las moléculas
que tienen el isdtopo pesado e incorporan mas de los ligeros en el material de partida. Esto lo
hacen mediante distintas vias metabdlicas, produciendo moléculas con diferente disminucién
de isétopos pesados en el producto. Asi, viendo la proporcién de estos, pueden deducirse las
posibles vias metabdlicas que lo han originado (Guerrero et al., 2000). Sin embargo, los
isGtopos ligeros (**N) reaccionan més rapidamente que los pesados (*°N). De esta manera,

cualquier proceso en el que haya pérdida de N del ecosistema, resultara en una disminucion
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del is6topo N del suelo y, como consecuencia, el N restante queda enriquecido en N
(Unkovich et al., 2013). Unkovich et al. (2013) destacan que en ecosistemas propensos a la
desnitrificaciéon o la volatilizacion de amoniaco, el NHs*y NOs mostraran niveles elevados de
5N. Sin embargo, esta discriminacion isotdpica de °N originard productos empobrecidos en
relacién al sustrato original; como consecuencia, el N foliar es cominmente pobre en N

respecto al N del suelo (Hogberg y Alexander, 1995).

Contrariamente, en ecosistemas con un ciclo riguroso de N, es probable que el &*°N

del suelo se acerque al del N atmosférico (0 o/00).

Evidentemente, los isétopos sufren alteraciones en su distribucion entre los
compuestos como respuesta a procesos naturales, aportando informacién util acerca del
proceso de FBN (Silvera et al., 2005). La abundancia #15HM de los suelos es a menudo mas alta
que la del N, atmosférico (Hogberg y Alexander, 1995), tal diferencia hace posible la
cuantificacion de la fraccién de N adquirida mediante el proceso de fijacion por especies
potenciales fijadoras de N,, mediante la comparacidn de las firmas isotdpicas con especies no
fijadoras, las cuales dependen del N que hay en el suelo (Queiroz et al., 2012). Las técnicas
isotdpicas de °N ofrecen cuantificaciones globales de la FBN, y ademds, permiten distinguir la
proporcién de N en la planta que procede del suelo, fertilizantes o de la atmdsfera y facilita los
valores de FBN integrados para todo un ciclo de desarrollo de un ecosistema especifico

(Cérdoba et al., 2011).

Este método representa una ventana para entender como diversos componentes del
ecosistema ejercen influencia sobre la dinamica del N (Hobbie et al., 1999). Ademas, refleja el
efecto de factores como: asociaciones con micorrizas, variacion temporal y espacial de la

disponibilidad de N, cambios en la demanda de N por la planta y multiples fuentes de N con
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valores §15M diferente (Silvera et al., 2005). Sin embargo, dichas variables influyentes no se han
explicado en su totalidad debido a dificultades en la comprensidon de las interacciones entre el
suelo, los microbios y la comunidad vegetal. Estas se han visto agravadas por problemas en la
extrapolacion de los factores de fraccionamiento isotdpico (Hobbie et al., 1999) vy
transformaciones isotdpicas que originan cambios en la abundancia relativa de isdtopos pesados
y livianos entre el sustrato de la fuente y sus productos (Silvera et al., 2005). Hobbie et al. (1999)
ilustran algunos ejemplos de modelos de simulacion dindmica, los cuales representan
herramientas potencialmente poderosas para mejorar la interpretacién de las mediciones de
isdtopos de N, ya que se basan en un conocimiento profundo del flujo entre los almacenes de

los ecosistemas y los fraccionamientos isotdpicos en condiciones de campo.

Schmidt et al. (2003) enumeran algunos factores que influyen en los valores fiL5M del
suelo; entre ellos se encuentran: la edad del suelo, la perturbacion, la frecuencia de fuego, la
humedad del suelo, la precipitacion, el pastoreo, el potencial neto de

mineralizacidn/nitrificacion y las fuentes puntuales de isétopos distintos de N.

Importancia agricola de la fijacion biolégica del nitrégeno

Barrios (2007) caracteriza al menos tres formas en las que la FBN puede contribuir a la
productividad: i) cuando el nitrégeno fijado va directamente en el producto cosechado (granos,
hojas o lefia), ii) cuando el N fijado entra en el forraje utilizado en la produccidon animal vy iii)

cuando contribuye al mantenimiento y la restauracién de la fertilidad del suelo.

Debido a la liberacién o mineralizacién lenta del nitréogeno organico en el suelo, el N
frecuentemente se convierte en un elemento limitante de la produccién de los cultivos; por ello,

se hace ampliamente necesaria la utilizacién de fertilizantes nitrogenados para corregir la
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deficiencia de N y elevar el rendimiento. Sin embargo, debido a los altos precios que han
alcanzado los recursos energéticos utilizados para la elaboracidn de dichos insumos, ha surgido
la necesidad de encontrar alternativas para obtener rendimientos adecuados (Posada, 2005). En
este contexto, la importancia de la biota del suelo para la mejora de la fertilidad y productividad
de la tierra a través de procesos bioldgicos, se convierte en un componente clave de una

estrategia hacia la sostenibilidad agricola.

En los ultimos afios se ha demostrado un creciente interés en el desarrollo de sistemas
agricolas con una alta eficiencia en el uso de recursos internos, y por lo tanto, menor
requerimiento de entradas y costos (Barrios, 2007). Para tal efecto, la FBN puede contribuir
directamente proporcionando de manera natural el N a las partes vegetativas, vainas, semillas y
tubérculos de plantas que se utilizan como alimento para el ganado o cosechas para el consumo

humano (Unkovich et al., 2008).

Microorganismos fijadores de nitrégeno

Existen diferentes formas de vida que participan en los procesos que se llevan a cabo en
el suelo; sin embargo, las comunidades microbianas poseen un papel principal en el
mantenimiento de los ciclos biogeoquimicos (Rincdn et al., 2012). La fijacién simbidtica de N,, es
un proceso impulsado exclusivamente por bacterias (Barea, 2005), las cuales interactian con las
raices de algunas plantas, principalmente leguminosas, estableciendo una simbiosis mutualista
(Barea, 1998). En el ecosistema de bosque tropical seco (BTS), las leguminosas juegan un papel
importante dentro del ciclo de FBN en asociacidn con las bacterias, ya que son la familia mas
abundante de este bioma (Gonzalez, 2001). Las leguminosas contienen alrededor de 20 000

especies, distribuidas en las subfamilias Caesalpinoideae, Mimosoideae y Papilionoidae
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(Moreira, 2012), las cuales representan un suministro importante de N al suelo, ya que ademas
de aportar N mediante el proceso de FBN, lo hacen mediante la deposicién de sus residuos en el

suelo (Grignac y Wery, 1995).

Las bacterias fijadoras de N, presentan una amplia diversidad taxondmica, diferentes
estilos de vida y asociacién con la planta hospedera (Baca, 2000), Dentro de los
microorganismos que realizan la fijacion de nitrégeno existen dos grandes grupos: los de vida
libre y los simbiontes (Tortora et al., 2007). Entre las bacterias de vida libre pueden encontrarse
especies de los géneros: Clostridium, Klebsiella, Desulfovibrio (anaerdbicas facultativas),
Azotobacter, Beijerinckia (aerdbicas obligadas) y algunas bacterias fotosintéticas. Especies de
Azospirillum, Enterobacter, Pseudomonas y Burkholderia, establecen relaciones favorables con
las plantas, fijando el N en asociacion cercana con ellas. Asimismo, los bacilos Gram negativos
denominados “rhizobios”, forman una relacion simbidtica que estad controlada genéticamente
por ambos miembros de la asociacion y atraviesa por varios estados de desarrollo que culminan
en una estructura especializada en la FBN denominada nédulo (Mayz-Figueroa, 2004). Este
proceso es inducido por un ‘'intercambio de sefales" entre el microsimbionte y el
macrosimbionte, promoviendo la unién del microorganismo a los pelos radicales de la planta.
Después de esto, los productos de los genes de nodulacién de la bacteria sintetizan los factores
de nodulacién (genes Nod), en respuesta a la excrecion por la planta de sustancias de tipo
flavonoide, provocando la curvatura de los pelos radicales del macrosimbionte y la penetracion
de la bacteria, “formando el hilo de infeccion”. Dentro de éste se desarrollan los
microorganismos hasta llegar al cértex radical, permitiendo la infeccidn bacteriana de las células

adyacentes. De tal forma, los genes Nod estimulan la division de las células vegetales,

produciendo finalmente el nédulo (Baca, 2000; Gonzalez, 2001).
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Existen rhizobios capaces de nodular a un gran nimero de plantas hospederas, sin
embargo, otros nodulan Unicamente a una sola especie (Gonzalez, 2001). Estudios
documentados por Perret et al, (2000) describen que la promiscuidad simbidtica es
ampliamente dispersa en la naturaleza, no estd asociada con un grupo taxonémico bacteriano o
vegetal en particular y tampoco se correlaciona con el habito de crecimiento de la leguminosa.
Sugiere que tal vez la Unica similitud es que las bacterias y plantas promiscuas se encuentran

principalmente en zonas calidas o tropicales del mundo.

Fésforo

El fésforo (P) necesario para el mantenimiento de la vida es poco en comparacién con la
demanda de oxigeno o didxido de carbono (Jacobson, 1996); sin embargo, es un macronutriente
esencial para el crecimiento y desarrollo biolégico (Tilak et al., 2005). El P es considerado un
nutriente determinante en muchos casos debido a su escasez en forma accesible en la bidsfera
(Jacobson, 1996). Esto se debe a que, aunque la concentracidon promedio de este elemento en el
suelo es de 0.05%, solo el 0.1% del P total presente esta disponible para las plantas, debido a su
fijacion quimica y baja solubilidad (Tilak et al., 2005). Este elemento proviene de las apatitas y
depdsitos de fosfato natural de donde se libera a través de procesos de meteorizacién,
lixiviacion, erosidn, y extraccion industrial como fertilizante (Rincén et al., 2012). Una fraccion
pequefia se encuentra en forma soluble, la cual estd en equilibrio con la fraccién labil que
comprende el P orgdnico facilmente mineralizable y los fosfatos débilmente absorbidos a las
arcillas coloidales. La mayor parte se encuentra en formas insolubles o fijadas, principalmente
como minerales primarios fosfatados, humus, fosfatos insolubles de Ca, Fe y Al y fosfatos fijados

por los éxidos y minerales silicatados (Picone, 2002).
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Davidson et al. (2007) mencionan que el P es generalmente considerado como el
nutriente limitante mds comun para la productividad de los bosques maduros de las tierras
bajas tropicales. Sprent (1995) lo refiere como un elemento limitante en el proceso de FBN, ya
gue debido a su necesidad de ATP, éste tiene un requisito de P especialmente alto. Sin embargo,
algunas observaciones realizadas por Wurzburguer et al., (2012) cuestionan la forma en que
esto podria ser generalizable, ya que los resultados de su estudio realizado en bosques
tropicales de Panama, mostraron que el P como Unico nutriente no resulté ser limitante en
ninguna circunstancia; no asi al combinarse con Mo, ya que juntos constituyen un factor

limitante de la FBN en suelos pobres en P.

Los hongos micorrizogenos juegan un papel importante en el suministro de P del suelo
en las zonas tropicales, ya que la disponibilidad de este elemento en forma asimilable por las
plantas es frecuentemente baja (Fernandez-Martin, 2003). El conjunto de hifas fungicas
asociadas penetran la raiz de la planta ramificdndose en el suelo y formando una extensa red
capaz de captar P de zonas inaccesibles a las raices y de interconectar subterraneamente raices
de plantas de la misma o de diferente especie, permitiendo el libre flujo del P obtenido entre las

raices interconectadas (Camargo-Ricalde et al., 2012).

Bosque tropical seco

El bosque tropical seco (BTS), comiUnmente conocido como selva seca, selva baja
caducifolia o bosque tropical caducifolio, se refiere a un tipo de comunidad vegetal o ecosistema
propio de las partes mas secas de las regiones tropicales donde la precipitacién presenta una
fuerte estacionalidad (Meave, 2012). Los BTS son ecosistemas importantes a escala global

porque representan componentes primordiales en el proceso de FBN. Estos bosques ocupan el
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42% de la superficie tropical mundial y el 47% del area forestal en Latinoamérica (Garcia et al.,
2002). En México, cubren 60% del area ocupada por los bosques tropicales del pais (Trejo et al.,
2000). Ocupan extensiones considerables en la vertiente Pacifica, sobre todo en la cuenca del
rio Balsas y en las laderas de la Sierra Madre Occidental desde Colima hasta Sonora, donde se
presenta en los intrincados cafiones de la Sierra y se extiende desde Baja California hasta
Chiapas. En el lado del golfo se desarrolla en la zona de |la Huasteca, en la sombra pluviométrica
de la Sierra de Naolinco, la parte alta de la cuenca del rio Papaloapan, casi todo el estado de
Yucatdn y parte de la depresion central de Chiapas, al norte de Tuxtla Gutiérrez. En la vertiente
del Golfo, el drea de BTS mas septentrional se localiza en la regidon conocida como Huasteca;
cubre un territorio de los estados de Veracruz, Tamaulipas y San Luis Potosi (Pennington et al.,

2005).

Balvanera et al. (2000) describen al BTS como un sistema bioldgico que es mucho menos
atractivo a primera vista que el bosque tropical humedo, ya que a diferencia de éste, enfrenta
durante varios meses del afio una severa carencia de agua y la vegetacion pierde sus hojas
durante un periodo de cinco a ocho meses del afio. Generalmente, este sistema presenta sélo
un estrato arbdreo y sus arboles tienen una altura de 8 a 12 m, ramificdAndose a baja elevacidn,
ademas de que otras formas de vida, como arbustos y lianas, también son importantes (Trejo

et., al 2000).

Llama la atencidén que este ecosistema se caracteriza por tener un patréon de lluvias
marcadamente estacional (mas de 4 meses secos). La temperatura media anual rebasa los 22°C
y su cociente P/T (precipitacidn anual/temperatura media anual) es alrededor de 30 (Garcia et

al., 2002).
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Los BTS aportan funciones y servicios ecosistémicos (SE) de gran relevancia para las
sociedades humanas (Ramos et al., 2012), beneficios derivados de los componentes abidticos y
bidticos, asi como de las interacciones entre ellos (Balvanera, 2012). Desgraciadamente, este
tipo de bosque esta siendo talado a una tasa muy alta, llegando a estimarse una transformacién
de bosque a pradera de 1.35 millones de hectareas por afio (Garcia et al.,, 2002). Pineda y

colaboradores (2007) reportan una tasa de deforestacién anual entre 1.4% y 2%.

Alteraciones por el manejo

Las actividades humanas han alterado profundamente los ciclos biogeoquimicos
generando una serie de problemas ambientales, incluyendo descensos generalizados en la salud
de los bosques, cambios en la diversidad y composicién de especies (Cleveland et al., 2010). Hoy
en dia, el BTS sufre una conversion acelerada hacia la agricultura y/o hacia pastizales (Cotler et

al., 2002).

El tipo de cambio de uso de suelo mas comun en las zonas tropicales es la roza, tumba y
guema, la cual representa la primera de tres etapas subsecuentes en la transformacion del BTS.
Se ha discutido que el fuego modifica los tamafos de los almacenes de nutrientes y altera los
mecanismos de proteccion de los mismos, por lo que su pérdida se prolonga en las siguientes
etapas de la transformacién (Maass et al., 2002). Por otro lado, genera una reduccién de la
biomasa. Romero-Duque (2008) reporta una variacion de la misma de 28 a 268 Mg/ha,,
mientras que estudios en la regién de Chamela documentan la pérdida de biomasa de hasta un

82% por este tipo de perturbacién (Jaramillo et al., 2003).

De manera general, los bosques tropicales cesan, en mayor o menor grado, su
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regeneracidn bajo sistemas de uso intensivo y extensivo (Romero-Duque, 2008). Investigaciones
anteriores documentadas por Mitchell et al. (2000) muestran que factores relacionados con este
sistema de uso, influyen en la restauracion de la estructura original del bosque y la composiciéon
de las especies. Como resultado, tales condiciones inhiben su recuperacion y pueden dar lugar a
un ecosistema distinto: los bosques secundarios, definidos por Finegan (1997) como la
vegetacioén lefiosa que se desarrolla en terrenos abandonados después de que el bosque que
originalmente ocupaba ese sitio ha sido destruido por la actividad humana. La vegetacion
secundaria representa una parte cada vez mayor de todas las dreas de bosque que quedan en
las zonas tropicales. A pesar de que estos sitios pueden ser utilizados durante muchos anos,
algunos son finalmente abandonados debido a la reduccién de la productividad, cambios
econdmicos o politico-sociales (Queiroz et al., 2012). Sélo el 27% del BTS original permanece
inalterado en México, el otro 73% tiene algun trastorno, alteracién, degradacion o una
conversion total de su estructura y funcion (Cotler et al., 2002). El futuro de este bioma depende
en gran medida de la conservacién de los bosques primarios restantes, de la regeneracion y
restauracién de los bosques secundarios (Maza et al.,, 2011) y del manejo sustentable de las

areas que se encuentran en uso constante.

En un estudio realizado por De Freitas et al. (2012) en un ecosistema similar en Brasil,
con especies leguminosas herbdceas fijadoras de N, localizadas en doce sitios con diferentes
afios de regeneracidn, se observé claramente que la contribucién proporcional de la FBN, fue
alta para todas las especies en este ecosistema. Sin embargo, las cantidades de N fijado por
unidad de area fueron bajas (0.22 a 5.00 kg ha), lo que se atribuyé a las bajas proporciones de
biomasa en las leguminosas en todas las etapas de regeneracidn. Aunque la fijacion fue baja, los
importes fijados podrian tener un impacto ambiental significativo a través de su efecto

acumulativo durante muchos afos. Asi, este efecto puede ser particularmente importante en los
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primeros anos de la regeneracidn, cuando la fijacion es mas alta, lo que ayuda a compensar las
pérdidas de N debido al uso agricola anterior. Sin embargo, Souza et al. (2012) argumentaron
gue la ausencia de la FBN en los sitios de regeneracién desafia la visién tradicional de la ventaja
ecoldgica de la FBN de especies de leguminosas en la regeneracion de la vegetacion.

En la zona de Chamela, Jalisco, se esta realizando un proyecto a largo plazo en el cual se
investiga la ecologia funcional del BTS. Se han evaluado flujos, balances de agua y nutrimentos
con el objetivo de conocer la estructura y el funcionamiento del ecosistema tropical mas
abundante del pais, tanto en condiciones naturales como bajo uso agropecuario y forestal.
Dentro del mismo, Gonzalez-Ruiz (2001) investigd la fijacion de nitrogeno por leguminosas
arbdreas en esta zona, asi como las caracteristicas de la asociaciéon simbidtica Rhizobium-
leguminosa. Evalud la dindmica de la nodulacién de las principales leguminosas arbéreas tanto
en la estacién seca como en la lluviosa y reporté que la FBN por la asociacién leguminosa-
rhizobio se da Unicamente en la temporada de lluvias. Cuantificd la actividad nitrogenasa de
estas leguminosas utilizando la técnica de reduccién de acetileno y observd una estrecha
relacién entre la actividad de los nédulos y la humedad del suelo. Aisld, caracterizé y evalud
cepas potencialmente fijadoras de N, de nddulos colectados en campo.

Sin embargo, es necesaria investigacion adicional para lograr el entendimiento del
proceso de FBN en ambientes tropicales y en particular en los BTS de México, ya que son
muchas las variables que pudieran influir sobre este. Ademas, los estudios isotdpicos para este
ecosistema son escasos en comparacion con la gran cantidad de estudios que han sido
publicados en zonas templadas, dejando del lado al tipo de vegetacion tropical mas abundante
del pais (Gonzélez-Ruiz, 2001).

Por lo anterior, el objetivo general del presente trabajo se enfoca en evaluar la

capacidad de fijacion simbidtica de nitrogeno en leguminosas con diferente distribuciéon en
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coberturas vegetales mas comunes actualmente en el ecosistema de bosque tropical seco de la

costa de Jalisco, México. Los objetivos particulares son:

e Cuantificar la abundancia natural del isdtopo N en las hojas de 16 especies vegetales,
tanto fijadoras como no fijadoras (de referencia), para evaluar el potencial de fijacion

biolégica de nitrégeno.

e Determinar el porcentaje de N, P y C en las hojas de especies fijadoras y no fijadoras,
para relacionarlo con el nivel de fijacién de nitrégeno estimado en plantas muestreadas

en varios tipos de cobertura vegetal.

e Relacionar la concentraciéon de N total foliar con la tasa de N derivado de la fijacion
simbidtica de N, en plantas de diferente distribucién para estimar la importancia de la

fijacién de N en varios tipos de cobertura vegetal.

Hipotesis

La fijacidn bioldgica de nitrégeno desciende al aumentar la edad sucesional, debido a la
baja disponibilidad de nutrientes en el suelo de las parcelas ganaderas y las etapas sucesionales
tempranas con respecto a las etapas sucesionales tardias y al bosque conservado, donde las

pérdidas son menores y el ciclaje de N es mas eficiente.
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Zona de estudio

Bosque tropical seco en Chamela, Jalisco

Este estudio se llevd a cabo en el municipio de La Huerta, Jalisco, México, en la Reserva
de la Biésfera de Chamela-Cuixmala y en sus alrededores. Alli se ubica la Estacion de Biologia
Chamela de la Universidad Nacional Auténoma de México, a 19° 30’N, 105° 03’ O y ocupa 3319
ha. La regién de Chamela—Cuixmala se ubica al noroeste de la provincia fisiografica de la
denominada Planicie Costera Suroccidental, que comprende desde San Blas en Nayarit hasta
Acapulco en Guerrero. Se sitla en la subprovincia Sierras de la Costa de Jalisco y Colima, de la

Provincia Sierra Madre del Sur (Ceballos et al., 2010).

Es una regidon predominantemente montafiosa, y su relieve estd dominado por lomerios
y algunas planicies aluviales que se presentan, especialmente, cerca de la desembocadura de
arroyos y rios. Las elevaciones montafiosas representan el 85% de la regidn y las planicies el 15%
restante (Ceballos et al., 2010). EI BTS ocupa laderas y crestas, el bosque tropical sub-caducifolio
llanuras y zonas riberefias (Burgos y Maass, 2004). Los suelos son entisoles jévenes, poco
desarrollados, en substratos de riolitas y basaltos (Yrizar y Sarukhan, 1993); poco profundos, de
textura franco-arenosa (Galicia et al., 2004). La capacidad de retencion de agua del perfil del
suelo es de 75 mm (Burgos y Maass , 2004). Aproximadamente un 30% de la materia organica
en el suelo se concentra en la parte superior a 6 cm de profundidad (Galicia et al., 2004), cuyo
pH varia entre 6.5 y 7.5 (Nava et al., 2000) y la densidad aparente es de 1.25 g/cm? en promedio
(Campo et al., 1998). Las concentraciones de Ny C en el suelo son 15.290 ug Cgty 1850 ug N g
! respectivamente (Garcia et al., 1999). La relacién C/N en los suelos documentada por Garcia-
Oliva et al. (1999) varié de 9.1 en suelos de bosque conservado a 7.05-10.04 en suelos

perturbados. La concentracion total de P en el suelo en los primeros 10 cm es 355 + 24 ug/g
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(Campo et al., 1998). La temperatura media anual es de 22°C y la precipitacion media anual es
de 788 mm. El periodo de lluvia (c. 93%) se sitla entre junio y octubre, de noviembre a mayo se

produce una larga estacion seca (Garcia Oliva et al., 2002).

La flora de la regidon de Chamela esta compuesta de al menos 1149 especies de plantas
vasculares, en 572 géneros y 125 familias. Las familias de plantas con mayor riqueza de especies
son Leguminosae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, y Bignoniaceae, y mds del 10% de las especies son

endémicas de los estados de Jalisco y Colima, México (Lott, 1993 o Lott & Atkinson, 2002).

En la regidn, el 85% de las tierras de cultivo se localiza en las montafias con la
agricultura de subsistencia (Garcia-Oliva et al., 1995), después de la tala y quema del bosque
original. El drea abierta a la agricultura pierde productividad en un par de afios y después se
cultiva con pastos de las especies Panicum maximum Jacg. (zacate Guinea) y Pennisetum ciliare
L. (zacate buffel) para ganaderia. Seguido de algunos afos de uso, las praderas también pierden
productividad y son abandonados, lo que permite la regeneracion natural de las comunidades
de plantas (Garcia-Oliva et al., 1995). Estas son dominadas inicialmente por especies herbaceas
y arbustos que se desarrollan con éxito en los sitios abiertos (Maza, 2011). La erosiéon del suelo
representa un problema grave en el drea y se ha reportado un promedio de tasa de erosién de
70 y 31 Mg ha?! yr! en parcelas experimentales que fueron cubiertas con maiz y pasto

respectivamente (Garcia-Oliva et al., 1994).
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Figura 2. Ubicacion de la Reserva de Chamela-Cuixmala y los ejidos a su alrededor, en la costa
de Jalisco.

Sitios de estudio

Se trabajo en 19 parcelas experimentales que presentan diferentes tipos de cobertura
vegetal y edades de regeneracion natural (Figura). Diez de éstas fueron establecidas en el 2004
como parte de un proyecto de investigacién grupal de largo plazo sobre Manejo de Bosques
Tropicales (MABOTRO). Las parcelas elegidas estan ubicadas en ejidos aledafos a la Reserva de

la Biésfera Chamela-Cuixmala, en propiedades privadas y también dentro de la misma reserva.
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La cantidad de sitios por edad de abandono (contada desde la ultima tala y/o quema del
sitio) fue la siguiente: cuatro potreros activos en uso ganadero, siete sitios de entre 4 y 9 afios
de regeneracion (estadio sucesional temprano), tres sitios con 18 a 20 afios de regeneracion
(estadio sucesional intermedio), dos sitios con mas de 30 afios de regeneracidon (estadio
sucesional tardio) y tres sitios de bosque conservado sin perturbacién humana en los ultimos 50
afios, por lo menos (Cuadro 1). Los potreros activos se consideran con edad de regeneracion
igual a cero. Las edades de abandono se obtuvieron en investigaciones anteriores a través de
entrevistas a los propietarios de los terrenos (Trilleras-Motha, 2008). Cada sitio tiene una
extensién minima de una hectarea, se encuentra ubicado en ladera con pendiente entre 10 y 25

grados, y predomina la exposicion hacia el sur.

Los potreros se sembraron con pastos para la produccion ganadera después de la roza-tumba-
guema del bosque primario (Sandoval-Pérez, 2007) y llevaban activos entre 15 y 35 afios. De
acuerdo con Romero-Duque et al. (2007) y Trilleras-Motha (2008) los sitios con regeneracién
secundaria tardia que se eligieron para el estudio originalmente también se encontraban
cubiertos por bosque seco primario, los cuales fueron convertidos a praderas. Se mantuvieron
pastoreados regularmente durante algunos afos y después se abandonaron. Los sitios de
bosque conservado se encuentran situados dentro de la Reserva de la Bidsfera Chamela-

Cuixmala en la Estacidn de Biologia de Chamela de la UNAM
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Cuadro 1. Edad de regeneracion y ubicacion de los sitios muestreados.

n2 Nombre Categoria@le@egeneracion  Anos@ezbandono N (o}

1 EloyABAfuera Potrerofl) 0 19935.705' 105202.501'
2 Perdida Potrerofl) 0 19233.805' 105204.510'
3 Estanque Potrerofl) 0 199233.823' 105204.805'
4  Cerrito Potrerofl) 0 19933.701' 105204.734'
5 EloyAlBAdentro 4@BERII) 4 19935.705' 105902.501"
6  PastizalBantailruz e e e )] 7 19935.235' 105202.108'
7  PastizalZapata 4@BERII) 7 19923.033' 104956.927"
8  SantaruzB@EGB 4zmDAII) 7 19936.042' 105202.622'
9  RanchitosB&E®H 4@BERII) 7 19236.862' 105201.252'
10 CaimanesB&EDb 4@BERII) 7 19928.394' 104956.702'
11 Pastizaldan@Vateo 4@BERII) 9 19234.853' 105203.637"
12 Caiman2 18=EROF!N) 18 19928.053' 104956.218'
13 Ranchitos@@E2 18@RO0A|) 18 199235.547' 105200.545'
14  Escolar 18=EROF!) 20 199235.920' 105202.892'
15 Abuela >30QIV) 33 19938.795' 105210.519'
16  SaniNicolas >30{IV) 37 199238.925' 105910.444'
17 Buho BosqueonservadoV) NA 19929.937' 105202.497'
18 Tejond BosquelonservadoRV) NA 19230.393' 105902.352'
19 Tejéndl BosquelonservadoV) NA 19230.321' 105202.256'

Disefio experimental y muestreo

Las muestras se colectaron a inicios del periodo de lluvias, en julio del 2013. Las especies

seleccionadas para la investigacién se muestran en el Cuadro (2). La seleccién de las especies se

hizo en funcién de su distribucidon en todo el ecosistema, privilegiando las especies de mayor

distribucién para poder comparar su firma en sitios con cobertura y caracteristicas diferentes. La

determinacién de la capacidad de fijacidn de las especies muestreadas se basé en los informes

de nodulacion de la literatura, por consiguiente, se colectaron leguminosas potencialmente

fijadoras de N, y también leguminosas no fijadoras de N, y otras especies no leguminosas y

nofijadoras que fueron utilizadas como referencia. Posteriormente se ratifico el estatus

fijadora/no fijadora mediante muestreos de raices y crecimiento de las especies en macetas con

suelo.
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Cuadro 2. Especies seleccionadas para la investigacion en la region de Chamela, México.

ESPECIESFIJADORASEDEN FAMILIAE ESPECIESENO@IJADORASIEMN FAMILIAR

AcaciaBfarnesianafL.)ANilld. Leguminosae Bahuinia@livaricatal. Leguminosae
Acaciella®ingustissimagMill.)Britton®®Rose. Leguminosae Caesalpinia@aladeniaBtandl. Leguminosae
Apoplanesiaibaniculataarel®res|.B Leguminosae CaesalpiniafriostachysBenth. Leguminosae
Diphysabccidentalis@®Rose. Leguminosae Caesalpinialatyloba®.MWatson Leguminosae
Leucaenalanceolata®.Batson.B Leguminosae Caseariaorymbosaunth Flacourtiaceae
LonchocarpustriocarinalisMicheli. Leguminosae

LonchcarpusnutansBousa. Leguminosae

Mimosa@irenosa@Willd.)®oir. Leguminosae

Mimosafigrafl. Leguminosae

Piptadenia@onstrictagMicheli®Rose@x?  Leguminosae
Micheli)d.&F.BMMacbr.B

Se selecciond un total de quince especies. Se distinguieron diez especies leguminosas
potenciales fijadoras de N,, de las cuales ninguna se encontré presente en todas las etapas de
regeneracién. En estadios tempranos se encontré a Acacia farnesiana en la mayoria de las
parcelas, Apoplanesia paniculata se localizd en estadios tardios de regeneracion. Se colectaron
cinco especies de referencia: cuatro especies leguminosas no fijadoras de N,y una especie no
leguminosa y no fijadora de N,. Solo una especie, que es no fijadora, se encontrd presente en
todas las fases de regeneracion: Caesalpinia eriostachys. Caesalpinia caladenia se localizé en la
mayoria de las parcelas con estadios tempranos de regeneracion. El siguiente cuadro muestra la

distribucién de las especies muestreadas en los 19 sitios.
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Cuadro 3. Distribucién de especies muestreadas en los sitios de estudio de Chamela, Jalisco.
Las celdas vacias indican que la especie no se encontroé en el sitio. Los nimeros de las
columnas corresponden a los sitios mencionados en el Cuadro (1).

1 (/2 (3 |4|5|6 |7 |8 |9 (10|11 (12|13 |14|15|16 (17 |18 19
Acaciafarnesianal X X x| ox | ox X x| ox X
Acaciella@ngustissimall X X X X X X X X X X
Apoplanesia@aniculatal) X X X X X X X X X X X
Bahuinia@ivaricata? X X X X
Caesalpiniataladeniall X X X X X X X X X X
Caesalpiniariostachys?l xo|ox | ox fox x| ox | x| x x |ox x| x| x| x| x| x| x| ox
Caesalpiniatlatyloball X X X X X X X X
Casearia@orymbosal X X x X X X X X x
Diphysaccidentalisl X X X X X
Leucaenafanceolata X
Lonchocarpus@riocarinalis? X X X X X X X
Lonchocarpus@nutanst) X X X X X X X X X
Mimosa@irenosall X X X X
Mimosa@igral! X
Piptadenia@onstrictal xofox | ox X x| ox X X X X X X X

Las especies muestreadas para el estudio se seleccionaron aleatoriamente por parcela,
incluyendo especies potencialmente fijadoras de N y especies de referencia. De cada especie se
localizaron por lo menos cinco individuos y de cada uno se muestrearon cinco de las hojas mas
jovenes, pero ya completamente desarrolladas, ubicadas entre la cuarta y quinta comenzando
del dpice hacia la base, cuidando que estuvieran expuestas al sol. Se formé una mezcla

compuesta con todas las hojas para cada especie y para cada parcela.

Las hojas se transportaron al laboratorio en bolsas de papel;-y se secaron en un horno a
80°C durante 24 horas. El objetivo del secado es eliminar el agua del material sin pérdida de
compuestos organicos y sin el crecimiento de microorganismos contaminantes (bacterias y

hongos) (Unkovich et al., 2008).
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Anadlisis en laboratorio
Se prepararon las muestras compuestas de cada especie de cada sitio mezclando las
muestras foliares. Las hojas se molieron gruesamente en un molino de café Krups GX4100 y

posteriormente se pulverizaron en un molino de bolas de acero Retchen.

Determinacion de P total

Se colocaron 0.20 g de material vegetal y 0.80 g de mezcla digestora (compuesta de
K2SO4y Cu,SO,4 en proporcidon 10:1 respectivamente) en un tubo digestor. Se afiadieron 3 ml de
H,0, y 7 ml de H,SO4 y se dejé reposar durante 24 horas. Posteriormente, las muestras se
digirieron a 370°C durante tres horas y media. Al concluir la digestién, los tubos se aforaron a 75
ml con agua destilada. Los extractos fueron filtrados con papel Whatman #1 y leidos en un
autoanalizador de Bran-Luebbe Auto Analyzer Ill, Nordestedt, Alemania (Método No. 696-

82WM, Sistema Industrial Technicon 1997) por el método colorimétrico de molibdato.

Para leer las muestras, se hicieron diluciones hasta obtener concentraciones que
estuvieran dentro de la curva de calibracion registrada en el autoanalizador. La dilucién utilizada
fue 1:3. Con los datos obtenidos del autoanalizador se realizaron los cdlculos correspondientes

para obtener los valores de porcentaje de nutriente por gramo de muestra.

Determinacion del porcentaje de C, N y firma isotopica de N

Se pesaron entre 0.0040 g y 0.0060 g de muestra foliar finamente molida en cubetas de
estafio, las cuales se doblaron perfectamente y se empaquetaron para ser enviadas al
Laboratorio de Isdétopos Estables de la Meseta del Colorado (CPSil) con sede en la Universidad

del Norte de Arizona (NAU), EUA, para su andlisis. La determinacion se realizd con un
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espectrometro de masas Thermo Electron. Las muestras son gasificadas mediante combustidn
para ser introducidas al espectrdmetro de masas en el cual son ionizadas. Sus moléculas se
separan conforme a su masa para posteriormente medir la proporcién de masa/carga de
acuerdo a la relacidn R de isdtopos pesados (*°N) a livianos (¥*N). Posteriormente estas

proporciones son convertidas a valores delta (f) en partes por mil mediante la férmula (1):

§ = [feee -] 1000 (1)

—ALin—mi

donde Restsandar S€ refiere a una proporcién estdndar de material aceptado internacionalmente,
asegurando que los datos entre diferentes estudios y laboratorios sean comparables (Silvera et

al., 2005).

Con los valores de concentracion de C, N y P se calcularon los cocientes C/N, C/Py N/P y
su variacién dentro de los sitios estudiados. Con los valores de #15N de las especies fijadoras y
no fijadoras de referencia se calculd la aportacion de la fijacién atmosférica a la captacion total

de N de la planta (Unkovich et al., 2008) para cada especie con la férmula:

G195 B dr plants de referencia — 8 B de lepuminosa Njador de ¥, y 100

Ml = SL1FN e planla de relerencias — a1%8 del N,

Este es un ejemplo de un modelo simple de la mezcla de las dos fuentes de captacién de
N por una planta. En este caso las especies a estudiar estan utilizando una combinaciéon de N
atmosférico y N mineral proveniente del suelo para su crecimiento. [Las especies utilizadas
como referencia mostraron un fL5M mds alevado que las especies fijadoras, el cual podria
provenir del N mineral del suelo (Unkovich et al., 2008) y algunas fuentes alternas, como las

asociaciones con hongos micorrizicos.
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Se realizd un ajuste por fraccionamiento isotopico mediante el uso de la siguiente
féormula, en la cual se usaron diferentes valores de "B”para calcular el porcentaje de nitrégeno
derivado de la fijacién atmosférica por simbiosis (%Ndfa). El valor “B” corresponde al valor &15M
de plantas potenciales fijadoras de N, cultivadas en ausencia de un suministro de N mineral, de
acuerdo a lo propuesto por Unkovich et al. (2008). Para ello es necesario cultivar las especies
fijadoras en un sustrato libre de cualquier otra fuente de N que no sea el N del aire, para
forzarlas a utilizar el N del aire y medir su firma en el mismo estado fenolédgico en el que se

muestrearon las plantas a evaluar.

8% N de planla de celerencia — el T Iepurninusd Njadoca de ¥, 110

WMl = —
" AU U placta de ceferencia — O 1

Se buscé obtener un valor B para las especies fijadoras estudiadas, de las cuales se pudo
obtener semilla y se logré el establecimiento de la planta. Se montaron macetas con 2 kg de
arena autoclavada tres veces y se sembraron semillas recién germinadas de cada especie. Una
semana después la arena se inoculd con una suspensién de suelo de campo filtrada a través de
varias capas de malla de 20 micras de apertura. A partir de la fecha en que fue evidente el
agotamiento de las reservas de N de la semilla (amarillamiento en las hojas), se suministré una
solucidon nutritiva de Hoagland sin fuentes de N cada dos semanas para proveer los otros macro
y micronutrientes para el desarrollo de las plantas. Las plantas se mantuvieron en un cuarto de
crecimiento con condiciones semicontroladas y se revisaron cada mes, descubriendo las raices
para verificar la presencia de nddulos. Varias especies (Haematoxylon brasiletto, Diphysa

occidentalis, Mimosa arenosa, Apoplanesia paniculata) no lograron establecerse en la arena
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estéril y murieron después de unas semanas. En la mayoria de las plantas que no murieron el
crecimiento fue muy lento y la nodulacién aparecié de manera irregular después de 3 meses.
Tratandose de especies lefiosas en estado adulto no fue posible obtener un valor para el mismo
estado fenoldgico, y considerando el tiempo que tomaria tener la firma isotdpica bajo estas
condiciones especiales (afios), se cosecharon las plantas a los cinco meses cuando la mayoria
habia nodulado y reverdecido. Las hojas se procesaron y mandaron a analizar de la misma
manera que las hojas muestreadas en campo. Unicamente se logré tener suficientes
repeticiones (minimo tres) para cinco especies. Por esta razén, para tener datos que permitieran
comparar todas las especies, se utilizaron también los valores B publicados para otras especies
similares o sugeridos para las estimaciones. Dichos valores B son: 0, -1.24 y -2%; el primer valor
(0%) asume que no hay discriminacion de isGtopos durante el proceso de fijacidon de N, y el valor
de -2% se utilizé como un valor extremo en el estudio (Hogberg 1997). Se adopté el valor de -
1.24% obtenido por Reis et al. (2010) para Mimosa caesalpinifolia, especie lefiosa y cercana a las
especies que se evaluaron en este estudio, al ser cultivada en ausencia de un suministro de N
mineral. Los valores B medidos fueron: -0.17% obtenido a partir de Lonchocarpus ericocarinalis y

-0.49% a partir de Lonchocarpus mutans.

Para evaluar los cambios en la fijacién de N en los diversos tipos de cobertura vegetal se
calculé también la diferencia de #il5Mentre fijadoras y no fijadoras, que indica cuanto N
adicional al que esta disponible en el suelo consiguen las especies fijadoras creciendo en las
mismas condiciones bidticas y abidticas que las no fijadoras. Entre mas se parecen los valores de
las dos especies, menor se considera la contribucién de la fijacidén a la nutricidon de la plantas.
Por lo tanto, entre mas se acerca la diferencia a cero, hay menos fijacion. Se escogieron pares de
especies, con una especie de cada tipo, para obtener el valor de la diferencia a lo largo del

gradiente de edad sucesional. Las especies de referencia fueron Casearia corymbosa,
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Caesalpinia eriostachys, Caesalpinia caladenia, Bauhinia divaricata y Caesalpinia platyloba. Se
mantuvieron, en lo posible, los pares de especies de referencia y fijadora, pero como no se
encontraron las mismas especies en todos los sitios fue necesario usar las especies que se
encontraban presentes. Para comprender mejor la variacidn asociada a este estimador de la

fijacién, se usaron todos los datos disponibles para cada sitio.

Analisis estadisticos

Los valores obtenidos de las especies muestreadas se agruparon en dos grupos
independientes de acuerdo a su potencial de fijacidn: especies fijadoras de N y especies no
fijadoras de N. Las variables se sometieron a un analisis estadistico inferencial (contraste de
hipdtesis) mediante pruebas no paramétricas de comparacion con la prueba H de Kruskal-Wallis,
ya que los datos no tuvieron una distribucion normal, ni varianzas homogéneas, y ninguna
transformacion resolvid estos problemas. Se realizé una comparacion entre los rangos de cada

grupo, determinando la variacién de los parametros fiL3N, N total, P total y C total.

Posteriormente, los datos se agruparon por categoria sucesional, teniendo asi cinco
categorias: potrero, estadio sucesional temprano, intermedio, tardio y bosque conservado. Se
hizo la comparaciéon con la misma prueba H de Kruskal-Wallis de los siguientes parametros

entre las categorias descritas: fiL3M, N total, P total, C total y %NDFA.

Se hizo una comparacién entre el promedio de &15N di- laxespecies fijadoras y no

fijadoras, por categoria sucesional, mediante un analisis de T student.
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Resultados

Firma isotdpica de las especies

En la Figura (2) se muestra el prumedin de S1L5M de las especies potenciales
fijadoras de N, y las especies de referencia. Las sefiales fiL5M denotan diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) entre las especies fijadoras y no fijadoras, éstas van
desde 1.28% de Leucaena lanceolata, especie que reportd la firma mas baja creciendo en campo
en este estudio, hasta 4.36% de Caesalpinia caladenia, la cual reporté el valor §1L5M mas alto.
La variacidon en la firma isotépica de algunas especies fue muy alta, como en Lonchocarpus
mutans y Apoplanesia paniculata dentro de las fijadoras y Caesalpinia platyloba, dentro de las
no fijadoras. Se confirmd, al crecer algunas especies en macetas, que Lonchocarpus mutans
forma nédulos, pero tardé mas de cuatro meses en formarlos. Aunque se tenia confirmacion de
que Lonchocarpus eriocarinalis nodula en campo, no se logré obtener nédulos de L. mutans en

campo.

Al agrupar los valores fiL5M correspondientes a cada categoria (Figura 3), se encontrd la
firma isotépica significativamente mas baja en las especies fijadoras de N, lo cual se traduce en
la composicién isotépica mds cercana al valor fiL5N del N atmosférico (0 0/00). La categoria de
especies no fijadoras de N muestra una marca isotdpica mas alta, esto debido a la asimilacion de

N mineral absorbido del suelo por la especie.
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Piptadenia constricta
Diphysa occidentalis
Lonchocarpus mutans
Mimosa pigra
Mimosa arenosa
Acacia farnesiana
Apoplanesia paniculata 1
Acaciella angustissima
Leucaena lanceolata
Caesalpinia caladenia
Cassearia corymbosa
Caesalpinia platyloba
Bauhinia divaricata
Caesalpinia eriostachys

Lonchocarpus eriocarinalis

Figura 3. 515N de especies leguminosas potenciales fijadoras de N,y especies de referencia
muestreadas en la region de Chamela, México. Se muestra el valor promedio y la desviacion
estandar de todas las muestras colectadas de cada especie.
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Figura 4. Promedio y desviacion estandar de H15M para las especies leguminosas
potencialmente fijadoras de N y las especies de referencia muestreadas en la region de
Chamela, México. Letras diferentes indican diferencias significativas.

A pesar de la gran variacidn intraespecifica, se encontré que Mimosa arenosa (1.15 +/-
0.49), y Acacia farnesiana (1.69 +/-1.91), tuvieron valores de B en el invernadero similares a los
que se midieron en campo. En cambio la firma de Acaciella angustissima fue mas baja (0.84 +/-
1.37). En particular, las de Lonchocarpus mutans ( -0.32 +/-1.27) y L. eriocarinalis (-0.17 +/-1.25)
mostraron valores muy bajos y por lo tanto una mayor capacidad de fijar N. Ninguno de estos

valores se acercd al valor tomado de la literatura para una especie similar, Mimosa

caesalpinifolia, que sugiere una mayor capacidad para fijar N.

Concentraciones de nutrientes en las hojas

Las concentraciones de C, N y P en las hojas se compararon entre los grupos de fijadoras
y no fijadoras (Cuadro 4). Las concentraciones de C y P no mostraron una variacidn
estadisticamente significativa entre las fijadoras y las no fijadoras. Sin embargo, la

concentracién de N mostro diferencias significativas (P<0.05), con una concentracion mas alta
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de N en las especies potenciales fijadoras de N. El porcentaje de N en las muestras foliares varié

desde 2.65% en Casearia corymbosa hasta 5.12% en Leucaena lanceolata.

Los cocientes C/N y N/P fueron significativamente diferentes entre las especies fijadoras

y las no fijadoras (P<0.05). Estas ultimas relaciones, al ser mas bajas en las especies fijadoras,

evidencian que se trata de un material facil de descomponer por contener una mayor

concentracién de N. Las variables C, N.&15M, P y el cociente C/P no mostraron diferencias

significativas entre las fijadoras y las no fijadoras.

Cuadro 4. Concentracion de C, N, P, relacion C/N, C/P y N/P de especies leguminosas
potenciales fijadoras de N, y especies de referencia muestreadas en la region de Chamela,
México. Se muestran promedios y desviaciones estandar. Varios individuos se agruparon en

cada especie.

ESPECIE %C %N %P C/N* c/p* N/P
FIJADORASEDEMN

Acaciafarneasiana 44.593%.81 3.71@@.00 0.33@@.12 12.52R2.708146.85@@5.48 11.77@2.99
Acaciella®@ingustissimal) 47.4933.048 4.28@M.46 0.33@@.108 11.25@F.81 158.37@33.27 14.05E2.06
ApoplanesiaBaniculata 42.36@3.72 3.25@.33 0.292H@.06 13.09=d.87E148.87@28.08 11.43ER2.35
Diphysalccidentalisi 38.81@F2.58 3.24@@.63  0.25@.04 12.32@R2.42 159.49=20.88 13.19=2.34
LeucaenaBanceolata 47.94@®M.00 5.12@®D.00 0.29@H@.00 9.37@D.00 165.97&MD.00 17.72EHD.00
Lonchocarpus@riocarinalis 43.9323.342 3.06@®d.30E 0.30&H.078 14.42@F.29R151.68@31.90 10.52@7.94
Lonchocarpus@nutansk 41.052.43 3.92@®.92 0.282[.04 11.45@.930151.82@26.43 14.593B.94
Mimosa@irenosal 44.37@2.93 3.06EM®.45F 0.312®.108 14.72@F.20150.07EE36.28 10.2322.208
Mimosaigral 46.02@®.00 3.80&®.00 0.25@H@.00 12.12@M@.00 181.28=.00C 14.96EH.00
Piptadenia@onstrictal 42.4133.758 3.102®.31R 0.28@H.088 13.72@@.927161.53@38.56 11.80@R.72H

MEDIA 43.9 3.65 0.29 12,5 157.59 13.03

DESVIACIONESTANDARZ 2.85 0.67 0.03 1.6 10.37 2.33

REFERENCIA

Bahuinia®livaricatal 41.843F.068 4.05@.22 0.45@E.168 10.35@@.698100.54E29.82 9.64R2R2.55

Caesalpinia@aladeniall
Caesalpinia@riostachysl
Caesalpinialatylobal
Casearial@orymbosaPl

MEDIAR

DESVIACIONESTANDAR

43.88=3.130

44 37=5.280

47.46=3.460

45.10.840
44.53
2.04

2.92(HD.303
2.71ED.4203
3.18ED.35H
2.65ED.41R
3.1
0.57

0.30H.06
0.28E[.070
0.320E[.070
0.30E:@.070
0.33
0.07

15.113A.20@151.11237.01 10.02@2.350
16.520H7.88168.7523.90 10.26@2.49R
14.960A.75[155.20229.54 10.43=(2.230
17.220A.95[157.24233.62 9.35E2.66
14.83 146.57 9.94
2.68 26.55 0.44

Los * indican diferencias significativas (P<0.05) entre las especies de referencia y las especies
fijadoras de N de los cocientes C/N 'Y C/P.
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Firma isotdpica de las especies bajo diferentes coberturas vegetales

La firma isotdpica de las especies no fijadoras fue significativamente mas alta que la de
las potencialmente fijadoras solamente en las coberturas de potrero activo y sucesional
temprano (<10 afos, cuadro x). La tendencia fue la misma en las coberturas de sucesional
intermedio, sucesional tardio y bosque primario, pero la diferencia entre los dos grupos de

plantas fue menor y el tamafo de la muestra también fue bastante menor en esas coberturas.

Cuadro 5. Promedio y desviacion estandar de la firma isotépica de las especies no fijadoras y
potencialmente fijadoras creciendo en sitios con diferente cobertura vegetal dentro del
ecosistema de bosque tropical seco. Se presenta el numero de determinaciones
independientes (muestras compuestas por especie obtenidas de sitios diferentes dentro de
cada cobertura) asociadas a cada valor y el valor de p para la comparacién de los promedios
de los dos grupos de especies dentro cada cobertura con una prueba t de Student
(alpha=0.05).

615N 615N
COBERTURA ENOFIJADORAS n FIJADORAS n VALOR®P
POTRERO 3.82[.900 13 2.32@3.03b 21 0.0198
SUCESIONALETEMPRANO 3.71D.54 17 2.443[0.74H 32 0.0037
SUCESIONALANTERMEDIOR  2.91RH.86 8 1.693H.53 10 0.1849
SUCESIONALETARDIOR 2.65@M@.44 4 2.33@M.89 4 0.7233
BOSQUERPRIMARIO 2.80&MA.37 10 1.393M4.13 4 0.3017

Estimacion del porcentaje de N derivado de la fijacion simbiética

La mayoria de la especies potenciales fijadoras de N obtuvo menos del 50% de su N de la
atmoésfera (Cuadro 6) asumiendo valores de B de -1.24% y -2%. Suponiendo que no hay
discriminacién isotopica durante el proceso de fijacién (B=0%), los porcentajes fueron mayores.
Esto se traduce en una basta variacion en la estimacidn del N derivado a través de la fijacion
simbidtica que va desde el -46.24% de Piptadenia constricta hasta el 83.03% de Acaciella

angustissima, ambas localizadas en un estadio intermedio de regeneracién y usando un valor B

Laboratorio interacciéon planta-microbio-ambiente, CIEco-UNAM 45



E. M. Chavez-lbarra

de 0%. Usando el valor B extremo, de -2%, los valores de fijacién corresponden a -27.38% vy
49.17%, respectivamente. A pesar de que Piptadenia constricta tuvo firmas isotdpicas altas v,
por lo tanto, datos negativos en el %Ndfa en los potreros y en las categorias sucesionales, en el
bosque conservado tuvo firmas mas bajas y derivd al menos un porcentaje de N bajo de la
fijacién. Apoplanesia paniculata, en cambio, Unicamente tuvo firmas altas y %Ndfa negativos en
el estadio sucesional tardio. Todas las demds especies derivaron al menos una parte del N de la

fijacién en todos los sitios en donde se muestrearon.
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Cuadro 6. Firma isotépica 154 obtenida para las leguminosas potenciales fijadoras de N, y
especies de referencia muestreadas en la region de Chamela México. Se indica el promedio y
la desviacion estandar obtenidos de las determinaciones independientes (sitios diferentes
donde la especies fue colectada), aunque cada muestra independiente proviene de la muestra
compuesta de las hojas de al menos cinco individuos en cada sitio. Se presenta el promedio y
la desviacion estdndar para cada tipo de especie en agrupaciones que corresponden a
diferentes periodos sucesionales. También se presenta la estimacion del porcentaje de
nitrégeno derivado de la fijacion de la atmdsfera (%Ndfa) por las especies fijadoras calculada
con cuatro valores B, tres fueron tomados de la literatura y los que se pudieron determinar en

este estudio.

COBERTURA n 815N %Ndfa
Valor@nedido Valor@medido
(L.Rriocarinalis) (L.@nutans)
(B=0%) (B=-1.24%) (B=-2%) (B=-0.17) (B=-0.49)
0-4@iosdPOTRERO)
A.Bngustissima 2 2.03 46.9 35.41 30.79 449 41.57
A.farnesiana 3 1.64 57 43.04 37.42 54.57 50.52
A.paniculata 1 1.58 58.81 44.41 38.61 56.3 52.13
D.Bccidentalis 3 3.42 10.45 7.89 6.86 10.01 9.26
L.Briocarinalis P 1.98 48.29 36.46 31.7 46.23 42.8
L.@anceolata 1 1.28 66.43 50.16 43.62 63.6 58.88
L.@nutans 4 3.38 11.7 8.83 7.68 11.2 10.37
M.Grenosa 1 1.47 61.5 46.44 40.38 58.88 54.51
P.&onstricta 4 4.12 -7.66 -5.79 -5.03 -7.34 -6.79
7-9=fosITEMPRANO)
A.Rngustissimal 6 1.52 59.08 44.29 384 56.5 52.19
A.Farnesianal@ 6 1.78 52.12 39.07 33.87 49.84 46.04
A.paniculata 2 1.85 50.28 37.69 32.68 48.08 44.42
D.B®ccidentalis 2 3.03 18.48 13.85 12.01 17.67 16.33
L.Briocarinalis 4 2.47 33.57 25.17 21.82 32.1 29.66
L.@nutans 4 2.53 31.74 23.79 20.63 30.35 28.04
M.@renosa 1 2.59 30.32 22.73 19.7 28.99 26.78
M.Bbigra 1 2.25 39.25 29.42 25.51 37.53 34.67
P.&onstricta 6 3.96 -6.63 -4.97 -4.31 -6.34 -5.86
18-20fosFINTERMEDIO)
A.Engustissima 2 0.49 83.03 58.19 49.17 78.44 71.04
A.paniculata 3 1.66 43.01 30.14 25.47 40.63 36.8
L.Briocarinalis 2 1.53 47.38 33.21 28.06 44.76 40.54
L.@nutans 1 0.54 81.48 57.11 48.26 76.98 69.72
P.Ronstricta 2 4.25 -46.24 -32.41 -27.38 -43.68 -39.56
33-37@iosATARDIO)
A.@Bbaniculata 2 2.97 -11.99 -8.17 -6.83 -11.27 -10.12
M.Grenosa 2 1.7 35.99 24.52 20.51 33.82 30.37
HBOSQUEEONSERVADO)
A.paniculata 3 0.59 78.85 54.63 45.97 74.33 67.1
P.Ronstrictal 1 2.19 21.52 14.91 12.55 20.29 18.31
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La diferencia en filiMentre las especies fijadoras y las no fijadoras mostré una relacién
negativa con la edad sucesional (Figura 4), que indica que la fijacion de N disminuye con el
tiempo sucesional. Si se incluyeran solo los valores medidos en los potreros activos y los sitios
con edad sucesional conocida, la relaciéon seria claramente lineal y negativa (R2=0.48). Sin
embargo, cuando se incluyeron los sitios con bosque conservado, asumiendo arbitrariamente
gue tienen una edad de 100 afios (la edad real se desconoce), la relacion no fue lineal.. Esto se
debe a que la diferencia aumenta, de manera general, en algunos puntos en el bosque
conservado. Nuevamente, se observd una gran variaciéon en todos los sitios que indican una
heterogeneidad espacial alta en la fijacién de N incluso dentro del mismo sitio, pero la amplitud
de la variacidn en el bosque conservado hace que no se distinga de las otras coberturas y que la

linea vuelva a subir.
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Figura 5. Relacién entre la diferencia de #15M y el tiempo sucesional, incluyendo los datos del
bosque conservado como referencia, calculada para especies leguminosas potenciales
fijadoras de N y especies de referencia muestreadas en la regiéon de Chamela, Jalisco.
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Nutrientes foliares por estadio sucesional
El analisis estadistico de las variables mencionadas en el Cuadro [checar numeracién] no

mostré diferencias significativas entre las categorias.

Cuadro 7. Concentracién de C, N, P, relacion C/N, C/P y N/P de especies leguminosas
potenciales fijadoras de N, y especies de referencia muestreadas en un gradiente sucesional
en la region de Chamela, México. Se muestran promedios y desviaciones estandar. Se
agruparon todas las muestras de cada grupo de especies en cada estadio sucesional.

ESTADIOR
SUCESIONAL %C %N %P C/N c/p N/P
FIJADORASDEMN
O-4@ﬁosEﬂPOTRERO) 44.050H®5.26 3.642[.87 0.29=@D.05 12.71@3.40 154.41*34.87 12.643.05
7—9@ﬁosl1TEMPRANO) 42.98=3B.79 3.54&[.72 0.31&@.10 12.55@R2.39 150.9136.81 12.35@3.63
18-20@ﬁosmINTERM EDIO) 43.60H#.73 3.38M@.73 0.30[.082 13.19A.810R 152.79@36.790 11.762.99
33—37@ﬁ0$@TARDIO) 43.927.89 3.33&[.06 0.27&[D.04 13.20@[.50 166.43@R22.85 12.59@[.50
BOSQUERLONSERVADO 41.98#.00 3.09[.320 0.25@[.07 13.65@.54 175.54@#5.51 12.98[3.49
MEDIAR 43.31 3.40 0.28 13.06 160.02 12.46
DESVIACIONEESTANDAR 0.85 0.21 0.02 0.44 10.59 0.45
REFERENCIA
0-4Bf0sdPOTRERO) 45.54335.13 3.25B@.458  0.312D.06 14.1937.93  151.56286.81  10.74R®2.328
7—9@ﬁosl1TEMPRANO) 43.85(3.92 2.862[.66 0.34&[D.12 15.892.87 143.22330.87 9.10R2.43
18-20@fiosHINTERMEDIO) ~ 47.65@B.108  2.80mD.36  0.29%M.06 17.213@.988  172.25@53.138  9.9922.710
33—37@ﬁOS@TARDIO) 43.08#.01R 2.83&[.26 0.29™.03 15.25E[.430 147.87@R2.72 9.68.26
BOSQUERLONSERVADO 43.025.883 2.778@.37  0.252@.05 15.522@.808  175.12@@25.298 11.332@.92
MEDIAR 44.62 2.90 0.30 15.61 158.00 10.17
DESVIACIONEESTANDAR 1.98 0.20 0.03 1.09 14.65 0.88
Discusion

En este estudio fue posible evaluar el potencial para la FBN en especies leguminosas
lefiosas y la influencia del tipo de cobertura vegetal en las estimaciones de fijacién con el
método de abundancia natural de &15k en un ecosistema de bosque tropical seco. Este es,
hasta donde se pudo documentar, el primer reporte de la firma isotdpica de N estable en
México en un ecosistema de bosque tropical. Ain cuando existen varios factores que limitan la

capacidad para cuantificar con precisién el N fijado, los datos obtenidos de varias especies
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creciendo en las condiciones de heterogeneidad bidtica y abidtica que genera el cambio de
cobertura vegetal, permiten hacer una primera aproximacién sobre el potencial real de fijacidén
de algunas especies de amplia distribucién en el BTS. Las altas concentraciones de N, en la
atmosfera hacen dificil detectar con exactitud los pequefios cambios en la concentracion de N
resultante de la fijacion; debido a esto, los métodos utilizados pueden o no proporcionar
estimaciones exactas. Ademds, la FBN resulta un proceso temporalmente heterogéneo,
particularmente en la zona de estudio, ya el bosque tropical seco de Chamela presenta una
fuerte estacionalidad con grandes variaciones inter- e intra-anuales en la precipitacion (Maass y
Burgos, 2011). La fijacion puede ser condicionada por la lluvia, ya que el establecimiento de la
simbiosis leguminosa-rizobio depende de la disponibilidad de agua, la cual aumenta
considerablemente el movimiento bacteriano favoreciendo el desarrollo de la infeccidn de las
raices finas (Gonzalez-Ruiz, 2001). Esto permite suponer que al haber realizado la colecta en el
mes de julio, ya iniciado el periodo de lluvias, la densidad de rhizobios es considerable, y se
esperaria que la cantidad de nitrégeno fijada fuera mas alta en comparacién que en los meses
de sequia. En un trabajo anterior realizado por Gonzalez-Ruiz et al. (2008) en la misma zona, se
reportdé que la formacién de nédulos y, por lo tanto la FBN por la asociaciéon leguminosa-
rhizobios, se da Unicamente en el periodo de lluvias, ya que la lluvia favorece la produccion de
compuestos carbonados como los exudados radicales que necesitan los rhizobios para su
multiplicacidn. A pesar de las limitaciones del método utilizado, resumidas por Unkovich et al.
(2008), y del muestreo, que se limitd a un solo momento cuando se sabe que hay variaciones
estacionales en la nodulacidn en este ecosistema (Gonzalez-Ruiz et al., 2008 ), este estudio
aporta buena evidencia de que las especies fijadoras estan fijando nitrégeno en los sitios de

estudio. Ademds se estima que podrian derivar hasta la mitad del nitrégeno de sus hojas por
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medio de la fijacién simbidtica, lo cual se veria reflejado en la productividad, composicién y
diversidad de este ecosistema.

La FBN depende de factores espaciales debido a la distribucion irregular de especies
potenciales fijadoras de N y de los recursos disponibles en cada lugar. Schmidt et al., (2003)
documentd entre los posibles factores que influyen en los valores &15M de las plantas a la
precipitacién, el fuego y el pastoreo. La variabilidad de estos factores, presentes en algunos de
los sitios de muestreo, aunada a otros factores nutricionales y a las asociaciones con hongos
micorrizicos que pueden transferir el N fijado entre las plantas que colonizan, resultan en una
fuerte variacion de la firma isotépica 815N entre las especies, sean o no sean fijadoras.

Asimismo, la incompatibilidad quimica entre los individuos no-nodulados y los rhizobios
gue se encuentran en el suelo originan una gran variacién en la nodulacién y en la tasa de FBN

entre especies y entre individuos de una misma especie (Gonzalez-Ruiz, 2001).

Especies

Al separar las especies por categoria de capacidad de fijacién, el fi15N de las especies
potenciales fijadoras de N fue mas bajo que las especies tomadas como referencia, confirmando
el potencial de fijacidn al tener una sefial fiL5M m3s cercana a la del N atmosférico (0 0/00). Se
confirmé el estatus de nodulacidn en las especies muestreadas, ya sea en campo o en macetas.
Una sola especie, Haematoxylon brasiletto, no pudo ser verificada en ninguna de las dos
condiciones y se elimind del estudio. También se documentd que en promedio las especies
fijadoras tienen, como se esperaba, una concentracion de N foliar mas alta que las especies no
fijadoras. No obstante, la alta variacién registrada dentro de cada especie no permitioé separar
con claridad algunas especies fijadoras de las no fijadoras, como fue el caso de Piptadenia

constricta, Diphysa occidentalis y Lonchocarpus eriocarinalis, dentro de las fijadoras, vy
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Caesalpinia eriostachys dentro de las no fijadoras. Es probable que esto se deba al intercambio
de N fijado simbidticamente a través del micelio de los hongos micorrizicos con los que se
asocian estas especies, como sugiere Hogberg (1997). Todas las especies estudiadas forman
estas asociaciones; sin embargo, esta explicacion es mas pertinente para las firmas bajas en
especies no fijadoras que las firmas altas en las fijadoras. En este Ultimo caso es mas factible que
la firma alta se relacione con una inhibicién de la fijacion por alta disponibilidad de N en el suelo
o por falta de los recursos o condiciones 6éptimas para la fijacion. Dentro de estas dos
posibilidades, es mas probable la primera, porque se ha encontrado una alta disponibilidad de
nitrégeno en el suelo de estos mismos sitios, sobretodo en forma de nitrato (del Castillo-
Veldzquez, 2014). Esta hipotesis de inhibicion se ve reforzada ademds por las altas
concentraciones de nitrégeno en las muestras foliares, de entre 2.65% y 4.28%, que se
obtuvieron para estos sitios. La alta disponibilidad de N de los sitios sucesionales debe provenir
de mecanismos naturales de liberacién de este nutriente ya que ninguno de estos recibe
fertilizacion.

La relacion C/N y N/P mostré diferencias significativas entre fijadoras y no fijadoras.
Dado que los datos de las concentraciones de C y P, en cambio, no mostraron diferencias
significativas entre las especies muestreadas, se deduce que las fluctuaciones se deben a las
diferencias encontradas en el N. La relacién C/N de las fijadoras fue mas baja, lo cual sugiere su
capacidad de fijacion de N como fuente adicional al suelo. La relacién N/P, en cambio, se
encontrd significativamente mas elevada en las especies fijadoras de N, haciéndolas
potencialmente mds labiles en un sentido y en el otro mas recalcitrantes a la descomposicion.

Datos obtenidos por Unkovich et al., (2008) sugieren que la discriminacién entre “N y
15N durante la fijacion de N en toda la planta es relativamente pequefia. Sin embargo, mientras

que el §15N de la planta total, que depende por completo de la fijacién de N es cercano a 0%, el
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filiMde los brotes es cominmente menor que 0%. Ya que es dificil colectar los sistemas
completos de raices de las leguminosas en el campo, las estimaciones de FBN se basan, en su
mayoria en el analisis de los brotes Unicamente; como consecuencia, debe hacerse una
correccidn debido al fraccionamiento isotépico. Para esto se requiere la determinacion del valor
“B", el cual, para este experimento, se midié para dos de las leguminosas utilizadas en este
estudio Lonchocarpus eriocarinalis y Lonchocarpus mutans. Los valores de "B” obtenidos (-0.17
y -0.49, respectivamente), son menores que los documentados por Unkovich et al., (2008),
quienes sefalan que los valores de "B” de las pldntulas de muchas especies tropicales se
encuentran por debajo de 1%. La diferencia observada podria deberse al tiempo en que se
cosechd la muestra, ya que se recolectd a los 5 meses de edad de las plantas. Con respecto a lo
anterior, Unkovich et al. (2013) sefala que los valores "B” obtenidos de plantas de invernadero
deben ser evaluados en las mismas etapas de desarrollo de la leguminosa fijadora de N
muestreada en campo, ya que los efectos de fraccionamiento cambian sustancialmente con la
edad de la planta. La cepa rhizobial involucrada en la simbiosis y sus efectos sobre la masa de
nodulos pueden también influir en el valor "B” (Unkovich et al., 2008), por lo tanto, al no
conocer las cepas responsables de la FBN en los sitios de campo e inocular con filtrado de cepas
desconocidas podriamos haber obtenido una capacidad diferente de FBN por parte de las cepas
utilizadas en la inoculacidn de este experimento. Sin embargo, el valor "B obtenido para ambas
especies no tiene un impacto importante sobre el calculo del %Ndfa, ya que éste es menor al
50% en la mayoria de los casos.

Existen varios métodos utilizados para cuantificar la capacidad de fijacion de N de una
especie determinada: balance de N, diferencia de N, ureidos, cuando la composicién **N del N
del suelo es mayor que la del N atmosférico, reduccidon de acetileno, evolucién de hidrégeno,

entre otros (Unkovich et al., 2008). Sin embargo, el método utilizado para este estudio se basé

Laboratorio interacciéon planta-microbio-ambiente, CIEco-UNAM 54



E. M. Chavez-lbarra

en la determinacién de las marcas isotdpicas de las especies muestreadas. Como cada uno de
los métodos antes mencionados, tiene ventajas y desventajas, aln asi, este método es el mas
utilizado para analisis de este tipo, aunque una de sus limitaciones es el alto costo por muestra

de la determinacién de la marca isotdpica mediante el espectrometro de masas.

Sitios y coberturas vegetales

Varios autores (Hogberg y Alexander, 1995; Vitousek et al., 2002; ) sefalan que el P
podria tener influencia sobre el proceso de fijacion de N. Sin embargo, otros estudios
documentan que éste no es un factor limitante para el proceso (Wurzburguer et al., 2012). Un
estudio realizado por del Castilllo-Veldzquez (2013) en las mismas parcelas, sugiere que la
disponibilidad de P en los potreros es mas baja que en el bosque maduro, pero no es clara su
recuperacién durante las primeras décadas de la sucesién, a diferencia del N que si se recupera
e incluso puede superar los niveles medidos en el bosque maduro. Por ello, es mds probable
gue la diferencia en la firma isotdpica entre las fijadoras y las no fijadoras se vaya reduciendo
con el tiempo sucesional debido al aumento en la disponibilidad de N en el suelo y no a la
escasez de P.

Las proporciones de N fijado en plantas que se encuentran en areas de vegetacion del
bosque conservado se supone son bajas, un hecho atribuido al ciclaje eficiente de N en este
sistema con pocas pérdidas en el flujo de nutrientes. Queiroz et al., (2012) enfatiza que cuando
estas dreas son perturbadas y abandonadas después de la quema y el uso agricola, como en el
caso de las parcelas con sucesidn secundaria utilizadas para este estudio, los suministros de N
en el suelo decrecen y aumenta significativamente la tasa de FBN. Por lo tanto, las especies
fijadoras de N fungen como regeneradoras en la vegetacidn natural de estas areas. La cantidad

de N fijado por la especies leguminosas se encontrd con variaciones importantes en los sitios de

Laboratorio interacciéon planta-microbio-ambiente, CIEco-UNAM 55



E. M. Chavez-lbarra

regeneracion. Varias especies de referencia tuvieron una firma isotépica mas baja en etapas mas
avanzadas de sucesion. De Souza et al. (2012) reporta resultados similares, donde la variacion
del N proveniente del proceso de FBN en especies potencialmente fijadoras podria ser
igualmente atribuido a la transferencia de N fijado por leguminosas, mediante asociaciones
micorrizicas, a especies con poca o nula capacidad de fijar N. Esto sugiere que las micorrizas
juegan un papel clave en la redistribucion de nitrégeno en el suelo y su transporte a la
vegetacién. Sin embargo, todavia no hay estudios isotdpicos del ciclo del N que hayan evaluado
a los hongos micorrizicos como una posible explicacion de las variaciones de las firmas
isotopicas (Hobbie et al., 1999). Otra serie de factores que podrian limitar el proceso de FBN
desde otra indole han sido enumerados por Vitousek (1991), estos son: i) reduccion de la
tolerancia a la sombra de los fijadores simbidticos, incapaces de desarrollarse en sistemas de
dosel cerrado, ii) alta sensibilidad de los organismos a limitaciones causadas por el suministro de

algun nutriente, iii) pastoreo en suelos ricos en microorganismos fijadores de N.

Se deduce que las variaciones que pudieron existir posteriores al disturbio ocasionado al
bosque primario se han disipado después del tiempo de regeneracion propio de cada parcela, lo
gue se torna relevante en el entendimiento del proceso de regeneracion del BTC y su flujo de

nutrientes.

Conclusion
El bienestar, mantenimiento y restauracién de los ecosistemas forestales
depende en gran medida de los flujos de nutrientes que se llevan a cabo de manera natural en

los mismos. Sin embargo, los disturbios ocasionados por el aumento en la poblacién a nivel
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global y el uso irracional de los servicios que proveen estos ecosistemas, han afectado de forma
directa el ciclaje de nutrientes, y como consecuencia, el funcionamiento natural del medio.

Se observé un mecanismo de retroalimentaciéon negativa en la concentracion de N
fijado, por el cual la tasa va disminuyendo progresivamente con el aumento de la disponibilidad
de N mineral en sitios de bosque conservado. La relacién de la fijacion de N (derivada de la
diferencia entre las firmas de las especies fijadoras y no fijadoras) con la edad sucesional
corresponde precisamente a lo opuesto de la relacién edad sucesional vs disponibilidad de N (y
sobretodo de nitrato) que encontré del Castilllo-Veldzquez (2013) para estos mismos sitios. Esta
relacion inversa sugiere que efectivamente, la disponibilidad de N es un factor importante de
control de la fijacion simbidtica en este ecosistema.

Este trabajo permitié obtener una estimacién del potencial de fijacidon simbidtica de N
de especies leguminosas en un ecosistema de bosque tropical seco, lo cual proporciona un
acercamiento al entendimiento de la importancia de este proceso y sus limitaciones. No
obstante, es necesario considerar que todos los métodos existentes para estimar la fijaciéon de N
en asociaciones planta-bacteria tienen sus limitaciones y estan basados en supuestos muy
dificiles de comprobar en la mayoria de los casos (Nardoto et al. 2013). Debido a esto, las

estimaciones deberian considerarse preliminares e interpretarse con precaucion.
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Apéndice.

Cuadro 8. Promedio y desviacion estandar de la firma isotdpica de las especies no fijadoras
creciendo en sitios con diferente cobertura vegetal dentro del ecosistema de bosque tropical
seco. Se presenta el nimero de determinaciones independientes (muestras compuestas por

especie obtenidas de sitios diferentes dentro de cada cobertura) asociadas a cada valor.

COBERTURA n 815N
0-4ZAosHPOTRERO)
A.Engustissima 2 2.033/-@.52
A.Harnesiana 3 1.643/-@.70F
A.@paniculata 1 1.58+/-A.6F
D.Bbccidentalisl 3 3.423/-0.9
L.Eriocarinalis 2 1.98=/-A.1
L.danceolata 1 1.28
L.Bnutans 4 3.38@/-2.0
M.Erenosa 1 1.47
P.Ronstricta 4 4.123/-A.0
7-9@fosHTEMPRANO)
A.Engustissimal 6 1.52+/-@.6F
A.Harnesianal 6 1.78=/-@.7
A.@baniculata 2 1.853/-A.5
D.Bccidentalis 2 3.03+/-2.0R
L. riocarinalis 4 2.473-/-@.4
L.Bnutans 4 2.533/-A.2
M.Erenosa 1 2.59
M.@bigra 1 2.25
P.Ronstricta 6 3.963/-0.8
18-20=inosHINTERMEDIO)
A.Ehngustissima 2 0.493-/-[.3F
A.@baniculata 3 1.663/-@.6
L.Rriocarinalis 2 1.53@/-@.3
L.@nutans 1 0.54
P.Ronstricta 2 4.25/-A.0
33-37EHnRosdTARDIO)
A.@baniculata 2 2.973/-A.0
M.Zrenosa 2 1.703/-F.0E
ABOSQUERLONSERVADO)
A.Bbaniculata 3 0.593/-A.2
P.Ronstrictal 1 2.19
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COBERTURA n 815N
0-4=fos{POTRERO)
B.&livaricata 2 2.823/-@.4F
C.Raladenia 4 4.773/-A.7
C.&orymbosa 2 3.773/-A.3
C.Rriostachys 3 3.06+/-R.20
C.®platyloba 2 4.703-/-3.1

7-9@inosATEMPRANO)
B.&livaricata
C.&xaladenia
C.&torymbosa
C.&Eriostachys
C.iplatyloba

NG BN

18-20@&fiosHINTERMEDIO)

C.&xaladenia 1
C.torymbosa 2
C.Rriostachys 3
C.@latyloba 2

33-37@&iiosHTARDIO)

C.&torymbosall 1
C.Rriostachys 2
C.iplatylobal@ 1

HBOSQUERONSERVADO)
C.&aladenia 1
C.Rriostachys 3
C.iplatylobal 2

2.95+/-M.60
4.053-/-0.6
3.873/-3.0
3.383/-®.7
4.323-/-A.4

4.04
3.13+/-@.70@
2.23+/-@.60
2.22+/-@.60

2.61
2.233-/-M.2
3.11

4.3
1.613-/-0.4
2.473/-@.8
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