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EL ciclc del nitrégeno no tiene una duracién fija, sino
aproximada, y aguanta lo que puede, unas veces mds y otras menos,
en esto se parece a los contribuyentes. El ciclo del nitrégeno es como
una pescadilla que se muerde la cola: esto de que el nitrégeno pase de
la atmdsfera a los seres vivos (...) vy de los seres vivos a la atmésfera
(en forma de urea, albuminoides, amincdcidos y otras guarradas), es
alge que debe creerse bajo juramento, ya que se mire como se mire,
no tiene ni sentido comin. "

Camilo José Cela. Premio Nobel de Literatura
"El ciclo del nitrégeno”, Nuevas escenas matritenses, 1966.

" La nutricién de las plantas en general, depende ciertamente,
de la composicién de la flora edafica de la rizosfera.(...) Si las
plantas son capaces de atraer bacterias beneficiosas mediante sus
excretas radicales, no ha de resultar sorprendente que puedan atraer
a huespedes no invitados, los clales, como los organismos
bheneficiosos, se adapten a secreciones especificas de la raiz."

Lorenz Hiltner (1862-1923). Profesor de Agronomia de la
Escuela Técnica de Agronomia de Munich.
Acufiié el termino "rizosfera" en 1904.
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1, INTRODUCCION



En el suelo, los macronutrientes, son puestos a disposicién de los
productores primarios gracias a las transformaciones llevadas a cabo por los
microorganismos edaficos. De esta manera se permite el trdnsito a los

consumidores primarios y al resto de la cadena trdfica.

También la microflora edafica y la vegetacién, entre otros factores,
inciden sobre la composicién granulométrica y mineraldgica, favoreciendo el
desarrollo de una estructura adecuada que sirve de soporte a sus actividades.
Dicho efecto se verifica a través de los sistemas radicales (Lynch, 1981), debido
a la produccién de materiales orgdnicos por parte de las raices vy
microorganismos eddficos y por la formacién de agregados de bacterias vy
hongos. Todo ello contribuye al desarrollo de una estructura edéfica que
permite el intercambio de nutrientes, asi como el almacenamiento de agua y aire
para las plantas. Esta regién de intensa actividad microbiana, en la que
interaccionan plantas y microorganismos de una forma intima se conoce con el
nombre de rizosfera y se define como el volumen de suelo influenciado por la
raiz. Este término fue acufiado por Hiltner en 1904 si bien ha sido redefinido en
distintas ocasiones.

En el presente trabajo se abordan distintos aspectos del efecto rizosfera,
referidos fundamentalmente, a la dinadmica del ciclo del nitrégeno y a la
influencia de las poblaciones bacterianas sobre el crecimiento del vegetal, razén
por la cual hacemos referencia al ciclo del nitrégeno en primer lugar.

1.1. El ciclo del nitrégeno

A partir de los trabajos de Hutchinson (1950), el estudio de las
comunidades microbianas edaficas, junto a los componentes biéticos y abidticos
con los que se desarrollan, han sido objeto de profundos estudios debido a su
decisiva incidencia en la conservacién del medio. En este sentido al cicle del
nitrégeno se le ha prestado especial atencidn.

El nitrégeno es un elemento muy abundante en el planeta en las rocas
igneas (14 x 10° Tg), sedimentos y rocas sedimentarias (4 x 10° Tg), como
nitrégeno atmosférico (3.9 x 10° Tg), nitrégeno de biomasa ocednica (5 x 10°
Tg) y nitrégeno de biomasa terrestre (1.5 x 10°). A pesar de su abundancia,



la biodisponibilidad es baja. La causa de ello estd en que el nitrégeno molecular
es inaccesible para la mayor parte de los seres vivos por lo que no se puede
utilizar como fuente de nitrégeno. Sélo algunocs microorganismos son capaces de
emplearla como tal.

Las etapas del ciclo del nitrégeno consisten en una serie de reducciones
v oxidaciones sucesivas, que conducen a la transformacién del nitrégeno en
formas accesibles al metabolismo de animales, plantas y microorganismos,
haciendo circular este elemento de manera ciclica a través del suelo y de la
atmésfera (Figura 1.1). Estas etapas son:

* Fijacion del nitrégeno: es la reduccién del nitrégeno molecular a
amoniaco, que puede ser utilizado de esta forma o incorporado a los compuestos
organicos.

* Mineralizacidén: es la transformacién del nitrégeno orgdnico en nitrégeno
mineral. Estrictamente, la mineralizacién es el mismo proceso que la
amonificacién (Blackburn, 1983 ; Turner y Franz, 1985). Alef y Kleiner (1986)
lo definen como la liberacién de amonio a partir de compuestos organicos
nitrogenados que desaparecen como fuente de nitrégeno o de carbono durante

el proceso.

* Nitrificacién: oxidacién del amonio hasta nitrito o nitrato.

* Desnitrificacién: reduccién del nitrato hasta éxidos de nitrégeno o

dinitrdégeno.

Sprent (1990) habla de dos grupos de microorganismos implicados en las
etapas antes citadas. Por una parte los que actian sobre compuestos de
nitrégeno e incorporan a sus células el producto de la reaccién (fijadores y
mineralizadoras) y los que usan la reaccién con fines energéticos (nitrificantes
y desnitrificantes).
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Figura 1.1: Representacién esguemidtica del ciclo del nitrégeno.

El ciclo del nitrégeno ha sido objeto de especial atencién por diversas
razones, entre las que podemos destacar:

— El incremento de nitrificacién y desnitrificacién puede ir acompanado,
directa o indirectamente de un aumento de la produccién de 6xido nitroso, que
afecta a la capa de ozono (Ryden, 1981).

- Algunas formas de nitrégeno combinado afectan a la tasa de produccién
primaria y a la descomposicién de la materia orgdnica , asi como a otros procesos
gue se dan en los ecosistemas: el uso eficiente del agua por las plantas y la
nutricién de los organismos superiores,

- El aumento de la produccidén y pérdidas de nitratos puede incrementar
las pérdidas de cationes solubles. Likens et al.,(1969) y Jhonson y Cole (1980)
inciden en esto y lo explican en base a que los aniones mdviles regulan el lavado
de los cationes.

- Las pérdidas de nitrégeno, mayoritariamente en forma de nitrato, son
en muchas ocasiones mayores que las pérdidas de cualquier oftro nutriente
(Vitousek et al.1982 )



- La disponibilidad de nitrégeno para la nutricién vegetal es uno de los
factores determinantes de la rigqueza en lignina, lo que condiciona los aportes
de compuestos fendlicos y de materia orgdnica facilmente degradable, ademds los
compuestos fendlicos acidifican el sustrato, dificultando la movilizacién de
nutrientes (Gosz, 1981).

- Efectos de la acumulacién de nitritos y nitratos en las cadenas tréficas
sobre la salud humana: metahemoglobinemia en nifios, cdncer y enfermedades
respiratorias (Keeney, 1980).

1.1.1. Fijacién biolégica del nitrégeno

La fijacién de nitrégeno es la etapa reguladora del ciclo, junto con la
fotosintesis este proceso es clave en la produccién de los ecosistemas
(Worthington, 1975). La fijacién biolégica del nitrégeno es exclusiva de ciertos
procariotas que poseen el aparato enzimdtico necesario para reducir el nitrégeno
molecular, de estado de oxidacién 0, hasta amonio, con estade de oxidacidon -3.
Este amonio es incorporado a compuestos organices formando glutamina u otros
compuestos nitrogenados (Wolk et al, 1976}

Este proceso requiere un gasto energético elevado. En este sentido
Blackburn (1983) apunta a los microorganismos fijadores libres fotosintéticos
como los reductores mas eficaces.

Se debe de indicar pues que debido al elevado requerimiento energético
del proceso y como quiera que la energia solar incide escasamente sobre la
productividad del suelo, la mayoria de los fijadores libres son microorganismos
heterstrofos (Child, 1981).

Por las razones expuestas se establecen procesos de simbiosis entre
fabaceas y bacterias y entre otras angiospermas no legquminosas y actinomicetos,
relaciones que resultan de gran importancia en agricultura y silvicultura
respectivamente. Ademds la asociacién de vegetales nodulados con otros permite
una mejor nutricién nitrogenada de estos cultivos. Herridge (1988) demuestra
cémo se optimiza la produccién de los cereales alternando en afios sucesivos en
una misma parcela el cultivo de Lupinus angustifolia L.. Miller et al. (1993)
demuestra asi mismo que en plantaciones mixtas de Pinus sp. y Myrica sp. se
obtiene mayor wvolumen de madera y mayor contenido en nitrégeno que en
monocultivos de la resinosa.



La fijacién de nitrdgeno se cifra entre 289 y 384 Tg N/afio por distintas
vias (bioldgica, industrial - fertilizantes - y espontdnea - combustién,
descargas eléctricas-) que compensan las pérdidas por volatilizacién de amonio
(13-23 Tg N/afio), lixiviacién (30 Tg N/afio), desnitrificacién (11-44 Tg N/afio),
cosechas (30 Tg N/afo), y erosién (2-20 Tg N/afio); (Roswal y Pauistian,
1984).

1.1.1.a. Factores incidentes en la fijacién 4el nitrégeno

El oxigeno resulta ser uno de los factores que mds inciden en la fijacidon
biolégica del nitrégeno. El enzima responsable de la reduccién, la nitrogenasa,
sufre una inactivacién irreversible cuando se expone a la accién del oxigeno
(Wong y Burris, 1972). Concentraciones de oxigeno elevadas (en condiciones
de estrés hidrico) disminuyen el peso de nédulos y la actividad fijadora de la
asociacién rizosférica en cereales (Walker y Miller, 1986).

Los microorganismos libres han desarrollado sistemas que protegen la
actividad nitrogendsica en ambientes aerobios (Drozd y Postage, 1980). En
cuanto a simbiosis en no legquminosas, Silvester et al (1988), describen cambios

estructurales en los nédulos de Alnus incana encaminados a minimizar la entrada

de aire al interior. También se han descrito crecimientos del grosor de los
nddulos radiculares de Myrica gale inversamente proporcionales a la presién de
oxigeno a que se les somete (Schwintzer et al., 1982).

El pH afecta a los microorganismos diazotrofos libres. Velasco y Lozano
{1979) estiman el pH dptimo para Clostridium ligeramente por debajo de 7, pH
andlogo al que Granhall (1981) apunta para Azotobacter. Dobrénier y Campelo
(1971) y Becking (1961) también sefialan como pH 6ptimo 7 é ligeramente menor
para Derexia y Beijerinkia respectivamente.

El exceso en la concentracién de nitrato puede inhibir la fijacion
simbiética, (Nelson y Edic, 1988). Gibson y Jordan (1983) estimaron que incluso
concentraciones de nitrato por debajo de 1 mM puede impedir la formacién de
nédulos en fabaceas.

La edad de la planta resulta ser inversamente proporcional a la tasa de
fijacién como sefialan Doyle et al., (1988). Kimow y Debron (1989) afirman
ademds que lo es a la precocidad y densidad de la nodulacién.



El cofactor de la nitrogenasa, el molibdeno, actia como condicionante de
la actividad fijadora. Grant y Binkley (1987) encuentran que al adicionar
molibideno a un medio con fijadoras aumenta la actividad. No obstante, Bishop
et al.(1986) sefiala que mutantes de Azotobacter vinelandii carentes de algunos
genes relacionados con la nitrogenasa pueden fijar nitrégeno en ausencia de
molibdeno en el medio de cultivo, al parecer induciendo la ausencia del metal un
nuevo sistema alternativo.

La materia orgdnica y el fésforo incrementan la tasa de fijacién, como
demuestran Grant y Binkley (1987) al afiadirios a suelos de bosque, observando
un incremento sigm'ficativd de la fijacién libre. Kay y Virginia (1989)
encuentran en ecosistemas de tundra que es limitante la cantidad de carbono

orgdnico para estos mismos microorganismos.

La cantidad de calcio también influye en la actividad nitrogendsica.
Algunas cepas de Synechococcus cuando incrementan su actividad con
concentraciones de 2mM (Chen et al., 1988).

La fijacién de nitrégenc ocurre en un intervalo de temperatura muy
amplio, desde -5°C como en el ligquen Solorina crocea, hasta 60°C como el alga

Mastigocladus que habita en fuentes termales (Stewart, 1974). No obstante, la

mayoria de las fijadoras libres son mesdfilas (Granhall, 1981).
1.1.1.b. Microorganismos fijadores

El grupo de los organismos fijadores de nitrégeno atmosférico esta formado
por numerosos procariotas. Las cianoficeas, entre las que destacan diversas
especies del género Anabaena (Rinaudo et al, 1971), fijando nitrégeno a través
de los heterocistos, si bien hay especies fijadoras que no forman estas
estructuras. Microorganismos del genero Nostoc también actdan como fijadoras
libres, estimi&ndose la cantidad de nitrégeno fijado en torno a 30 Kg N ha™* afio™
(Sevillano y Rodriguez-Barrueco, 1987). Es importante reseflar que las
cianofitas pueden sufrir enquistamientos y sobrevivir durante largos periodos
de tiempo a la desecacién (Skujins, 1981).



Se han encontrado bacterias aerobias, fijadoras de nitrégeno en los
géneros Aczotobacter, Beijerinkia, Derexia y Azotomonas, gue exhiben

estructuras contra la desecacidn, exosporas y cistos (Lin y Sadoff 1969). Entre
las bacterias anaerobias estrictas, las mds importantes son del género
Clostridium (Rosemblun y Wilson, 1949) y facultativas del género Bacillus (Line
y Loutit, 1971). Estas son capaces de resistir calor, desecacién y téxicos
quimicos, mediante la formacion de endosporas.

Ademds de las mencionadas, se ha comprobado que especies de otros

géneros como Chromarium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum,

Rhodomicrobium, Chlorobium, Chloropseudomonas, Desulfovibrio,
Desulfotomaculum, Klebsiella, Azospirillum, Pseudomonas, Vibrio, Thiobacillus,

v Methanobacillus son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico (Blackburn,
1983).

Respecto a las bacterias fijadoras capaces de establecer simbiosis con
traquedfitos las mdas estudiadas corresponden a Rhizobium con las fabaceas
(cuya actividad establecen Hardy y Holsten (1972) en 90 millones de Tg de
nitrégeno/afio) y de Frankia con angiospermas no legquminosas (Becking, 1974).

Algunas cianofitas también establecen simbiosis, si bien lo hacen con pteridofitos
del género Azolla, pudiendo fijar entre 10 y 200 Kg de Nitrégeno por hectirea
y afio (Sevillano y Rodriguez-Barrueco, 1987).

1.1.2. Mineralizacion

Consiste en un conjunto de reacciones en virtud de las cuales se
transforma el nitrdgeno organico a la forma amoniacal. Parte del amonio que es
liberado en la accién de los microorganismos heterétrofos, es utilizado para su
propio desarrollo por lo que queda inmovilizado. No obstante esta inmovilizacién
es relativa, ya que el amonio asimilado no escapa a la dindmica del ciclo, y a
medio plazo este nitrdgeno se volverd a incorporar al suelo siendo disponible
para las plantas. Esta es la razén de la demora en el rendimiento de fertilizantes
(Broadbent y Nakashima, 1967).

La inmovilizacién ha sido objeto de numerosos estudios. Hsieh (1988)
observa que en zonas pantanosas el nitrégenc afadido en forma de nitrato
aménico puede quedar inmovilizado por espacios de tiempo superiores a 8 meses.



Hadas et al (1989) establece una tasa algo menor (13-26%) en suelos adaptados
para el cultive en Israel.

1.1.2.a. Factores incidentes en la mineralizacién

La temperatura es uno de los factores que inciden en la mineralizacién.
Standford et al (1973) comprueban que el proceso se detiene cuando la
temperatura desciende de 0°C o es superior a 45°C, resultados que en parte
coinciden con los aportados por Choudhury y Cornfield (1978) que amplian el
limite hasta 50-60°C.

La humedad afecta también a la mineralizacién. Miller y Jhonson (1964)
establecen el 6ptimo entre 0.5 y 1.5 bar. Moorhead et al (1989) detectan en sus
estudios de incubacion de tierras que las tasas de mineralizacién son superiores
cuanto mayor grado de humedad tenga la materia orgdnica que se adicione al
medio. En suelos secados al aire el 80-90% de la mineralizacién ocurre gracias al

agua retenida por el complejo poroso del suelo (Standford y Epstein, 1974).

Otro factor muy a tener en cuenta es el pH, que como sefiala Sahrawat
(1982) en sus estudios de suelos tropicales, cbserva un ascenso de la tasa de
mineralizacién segin desciende el pH, registrando el valor mdximo entre 5.5 y
6. Experiencias en lugares de clima mediterraneo muestran resultados
semejantes, como los obtenidos por Lozano y Velasco (1972) en bosques
repoblados con Pinus radiata.

Las asociaciones organominerales del suelo condicionan la mineralizacién.
Los niveles méximos de actividad se hallan en las fracciones de didmetro inferior
a 50 pym (Delfhin, 1986) por lo cual se puede pensar que la mayor parte del
nitrégeno orgdnico que accede al suelo se transforma en nitrégeno mineral varios
afios después.

La vegetacién dominante sobre un suelo también forma parte del conjunto
de variables que condicionan la mineralizacién y Goékceoglu (1988) atribuye a
ésta una importancia capital en sus estudios de dehesas y pinares
mediterrdneos, aunqgque de este factor se hard extensa mencién més adelante.



1.1.2.b. Microorganismos mineralizadores

El grupo funcional de los mineralizadores es amplio y abarca a hongos y
bacterias. Entre los primeros destacan los géneros Mucor y Rhizopus y
ascomycotinas como Asperqgillus y Penicilium ( Garret, 1963 vy Alexander, 1980).
Los hongos liberan menos amonio que las bacterias, dada su mayor necesidad de

nitrégeno para la sintesis celular. Los hongos abundan en medios de pH mas
bien dcido (Garret, 1963). Las bacterias estdn representadas por diversas
especies entre las que destacan las pertenecientes a los géneros Pseudomonas,

Clostridium, Serratia, Bacillus, Escherichia y Micrococcus. A diferencia de los

hongos, Garret (1963) sefiala una mayor abundancia de bacterias en medios
bésicos o neutros.

Alexander (1980) apunta que los microorganismos mineralizantes son
capaces de formar estructuras de resistencia, viables tras espacios de tiempo
extensos, en condiciones de desecacién, aercbiosis (para anaerobias),

anaerobiosis (para aerobias) o ausencia de sustratos mineralizables.
1.1.3. Nitrificacidn

Consiste, como ya se ha sefialade anteriormente, en la oxidacién del
amonio a nitrito y nitrato. Alexander (1980) esquematiza el proceso de la

siguiente manera:
NH, » NH,OH » (HNO 2?2} + NO +» NO,” » NO,-

Montagnini y Buschbacher (1989), sefialan que es la disponibilidad de
amonio la reguladora de la nitrificacién en suelos no perturbados o de
agricultura de subsistencia (corte y quema). Aunque la nitrificacién es més
lenta que la mineralizacién (Stanford et al., 1975} en algunos casos el factor
limitante de la nitrificacién es la velocidad de mineralizacién, como consecuencia
de la estabilidad de la materia orgdnica,.

Por otra parte el amonio producide en la mineralizacién puede
volatilizarse. Esta pérdida, que De Datta (1987) estima entre un 5 y un 47% del
nitrégeno afiadido anualmente como fertilizante, implica una disminucién del
sustrato inicial de la nitrificacién.
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El nitrato puede ser también reducido asimilatoriamente (se han
encontrado procariotas capaces de dicha reduccién) sin que éste sea expulsado
al medio (Blackburn, 1983). Esta ruta es reprimida por el amonio y no esta
acoplada a la produccidn de ATP, por lo que se verifica en aerobiosis y en
anaerobiosis.

Yordy y Ruoff (1981), apuntan que existe una via desasimilatoria que
produce amonio y que si estd acoplada a la formacién de ATP. Esto supone para
los microorganismos que la poseen, una fuente extra de energia y para los
ecosistemas una via de liberacién de nitrito y de exceso de poder reductor.

La nitrificacién puede ser realizada también por microorganismos
heterdtrofos. Los estudios Hevados a cabo con cultivos de microorganismos
heterétrofos (Doxtader y Alexander, 1966, Focht y Verstraete, 1977, Schmidt,
1973 y Tate, 1985) indican que éstos no hacen uso de la energia liberada en la
oxidacién para su crecimiento y, como apunta Alexander (1980), los productos

oxidados no aparecen hasta que ha cesado la fase exponencial de crecimiento.

1.1.3.a. Factores incidentes en la nitrificacién autétrofa

El agua condiciona la nitrificacién, estando las condiciones éptimas de
humedad establecidas en una tensién de 0.1 bar. El exceso de humedad puede
llegar a bloquearla al impedir la difusién de oxigeno necesario para el proceso
(Sabey, 1967).

Otro factor gque afecta es la temperatura, ya que cuando ésta es inferior
a 5°C se bloquea la nitrificacién y el 6ptimo estd entre 20 y 25°C. Sin embargo,
Frederick (1957), comprebd que los microorganismos nitrificantes disponen de
una gran capacidad de adaptacién que les permite desarrollar sus actividades
en un rango amplio de temperaturas.

El pH 6ptimo en el que se da la nitrificacién se ha situado en torno a 7

y 8.5, pues por debajo de 7 la nitrificacién disminuye y el descenso es muy
acusado cuando el pH es menor de 5 (Katial et al., 1988).
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La granulometria influye en la nitrificacién no solo por el efecto de la
difusién del oxigeno sinoc también porque las cargas negativas de las arcillas
son capaces de retener el amonio extraible, encontrdndose una relacidon inversa
entre nitrificacién y contenide en arcillas del suelo ( Seiferet ,1969 y Cerna,
1967). Seguin Simdn-Silvestre y Calvet, (1987) esta adsorcién del amonio a las
arcillas imposibilita el procese de oxidacidén, por 1o que el incremento en arcillas
modifica considerablemente las caracteristicas cinéticas de la nitrificacién.

1.1.3.b. Microorganismos nitrificantes

Focht y Verstraete (1977) seflalan numerosas bacterias heterétrofas y
hongos que pueden oxidar formas reducidas de nitrégenc y producir nitrito y
nitrato. Sin embargo las bacterias nitrificantes que dominan en la naturaleza son
autétrofas (Kelly, 1978). Las bacterias nitrificantes tanto nitrosas como

nitricas, pertenecen & la familia Nitrobacteriaceae: Nitrosomonas, Nitrosobolus,

Nitrosospira, Nitrosococcus, y Nitrosovibrio oxidan el nitrégeno amonio hasta
nitrito y Nitrobacter, Nitrospira y Nitrococcus que oxidan el nitrito a nitrato.

Las mds activas son Nitrosomonas entre las primeras y Nitrobacter entre las

segundas. Numerosos autores seflalan que las bacterias nitrificantes autétrofas
son las Unicas responsables de este proceso oxidativo en la mayoria de los
sistemas naturales {Kelly, 1978; Alexander, 1980). S6lo en aquellos habitats
donde el crecimiento autotréfico estd inhibido, la microflora heterétrofa puede
aumentar la concentracién de nitratos en el suelo. Las bacterias de la familia
Nitrobacteriaceae, a diferencia de las del grupo amonificante son aerobias y en
ningdn caso se conocen formas de resistencia.

1.1.4. Desnitrificacién

La desnitrificacién consiste en la reduccién de nitrato a éxidos de
nitrégeno y dinitrégenc. El nitrato sirve como tltimo aceptor de la cadena
respiratoria con el subsiguiente rendimiento energético (en forma de ATP) y de
las formas reducidas. Se ha comprobado que en esta secuencia de reacciones
hay una liberacién de pequeflas cantidades de amonio gque no provienen de la
reduccién de nitrato, sino de la desaminacién de aminodcidos (Woldendrop,
1965).
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El conjunto @e reacciones que forman la desnitrificacién las especifica Payne
{(1973) como sigue:

NO,;" + NO,” 3+ NO » N,O -+ N,

Cada una de las distintas etapas que constituyen el proceso estan
catalizadas por una enzima bacteriana distinta. Sdlo algunos microorganismos
poseedores del juego enzimatico completo pueden producir nitrégeno molecular,
por lo gque Ingrahan (1981) considera a éstos desnitrificantes en el sentido
estricto. Lo mds habitual es, sin embargo que sélo posean algunas de estas
enzimas, por lo cual liberan Gnicamente productos intermedios de la cadena.

1.1.4_a. Factores incidentes en la desnitrificacién

El efecto del oxigeno sobre la desnitrificacién es muy patente. Gillam et
al. (1978) comprueban una mayor actividad de desnitrificacién en suelos
encharcados, condiciones en que se reduce la tasa de difusién de oxigeno. En
las experiencias Nommik y Larson (1989), sobre diferentes suelos de bosque
observan que las tasas de desnitrificacién en suelos ¢on un 30% de humedad
descienden en un 71% con respecto a los suelos saturados.

Terry y Tate (1980) detectan actividad desnitrificante en suelos bien
aireados, hecho que imputan a la presencia de microespacios anaerobios. En
consecuencia en el suelo se da una simultaneidad de procesos nitrificantes y
desnitrificantes ocupando aquellos microorganismos la superficie de agregados
del suelo (con alta tensién de oxigeno) y éstos el interior de dichos agregados
(Tate, 1985).

La temperatura afecta también a la Qesnitrificacion. Stanford et al (1975)
sefialan que el proceso se bloguea por debajo de 0°C, iniciindose entre 2 y
5°C, aunque de un modo lento. La temperatura éptima, segin las caracteristicas
del suelo, la sitGan en tormo a 35 y 60°C. Entre 21 y 6°C la actividad
desnitrificante en suelos incubados en laboratorio descienden en un 80%
(N6mmik y larson, 1989).
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Los potenciales de desnitrificacién se incrementan con el pH del suelo en
un intervalo entre 3.8 y 9 (Ekpete y Cornfield, 1965; Focht 1974; Muller et al.
1980; George y Antonie, 1982) aunque puede tener lugar en un amplio margen
como apuntan en sus trabajos Prakasan y Loehr (1972) y Cady y Bartholomew
(1960) situandolos entre 3.5 y 11.2.

La concentracién de nitrato también influye en la desnitrificacién.
Stanford et al.(1975}, establecieron que la desnitrificacién sigue una cinética
de primer orden cuando el sustrato carbonado oxidable no sea limitante y la
concentracion de N-NQ;” es inferior a 40 ppm. Sin embargo la cinética es de
orden cero cuando el sustrato carbonado es factor Ilimitante y las
concentraciones del N-NO;” son mayores a 40 ppm (Starr y Parlange, 1975).

La vegetacién condiciona también la actividad desnitrificante. Garcia
(1977) sefiala que en las raices de Oriza sativa, se da una desnitrificacién activa
favorecida por exudados organicos que actlan donando protones al proceso.
Mikkelsen (1987), estima que la desnitrificacién es el proceso que en el arroz
ocasiona mayores pérdidas de nitrégeno. También la desnitrificacién esta
optimizada en la rizosfera de Alnus glutinosa y Elaeagnus angustifolia

aparentemente a causa de los exudados radicales (Llinares, 1993)

1.1.4.b. Microorganismos desnitrificantes

La actividad desnitrificante sélo la realizan organismos procariotas
(Ingraham, 1981). Existen mds de 70 géneros de bacterias capaces de
transformar el nitrato en gases nitrogenados. En su mayoria se trata de
microorganismos anaerobios facultativos si bien hay que destacar la existencia
de anaerobios estrictos (Van Gent-Kuyter et al.,1975; Garcia, 1977).

Garcia (1977) sefiala Bacillus como el género que mds contribuye a la

desnitrificacién en ambientes naturales. Tiedje et al.,(1984) sefialan a
Pseudomonas sequido de Alcaligenes y Gamble et al.,(1977) a Clostridium.
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1.2. Interacciones del sistema planta-suelo

Las plantas se desarrollan sobre un sustrato al que modifican tratando de
acomodarse segin sus requerimientos fisioldgicos y las caracteristicas del mismo.
Como consecuencia se establece una interaccidén entre la planta y su sustrato.
Ademds el medio edafico no sélo estd constituido por sustancias orgdnicas e
inorgédnicas, sino también por un amplio conjunto de organismos. Dichos
organismos con sus actividades metabélicas afectan al crecimiento y desarrollo
del vegetal fundamentalmente por la produccidon de nutrientes, hormonas y otras
sustancias que afectan a la produccién primaria.

1.2.1. Efectos de las plantas sobre los microorganismos

El sistema edéfico, y en particular la rizosfera, es una estructura
compleja en la gque actiian gran numero de variables. El estudio de este sistema
y el de sus comunidades es sumamente complicado debido al elevado nimero de
interacciones que en él se dan. La microflora edéfica se ve afectada de muchas
formas por la planta en desarrollc y las relaciones microbianas de importancia
para la fertilidad pueden ser mds rdpidas en el medio ambiente radicular que en
el suelo no rizosférico. Por otra parte, los microorganismos interaccionan con
el componente abidtico del ambiente radical alterando la naturaleza fisica del
suelo. En definitiva el entorno de la rizosfera viene determinado por la triple
interaccién entre planta, suelo y microorganismos.

Remacle y De Leval (1975) ya indican que las plantas modifican las
comunidades microbianas del suelo de un modo fundamental. Abundan los
trabajos en este sentido poniendo en evidencia cémo distintas especies vegetales
que ocupan sucesivamente un mismo ecotopo modifican cualitativa y
cuantitativamente el conjunto de microorganismos edaficos. Destacan en este
sentido los trabajos de Lozanc y Velasco (1972) en repoblados de Pinus
pinaster.Ait. en un suelo anteriormente ocupado por Quercus pyrenaica.Willd.

en los que encuentran que la especie introducida modifica sustancialmente el
ciclo del carbono. Estos mismos autores (1981) abundan en el tema en

repoblaciones de Eucaliptus camaldulensis. Dehnn en antiguos alcornocales y

encinares.
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Turner y Frantz (1985) sefialan que el efecto de la vegetacién sobre el
suelo y las comunidades microbianas que lo pueblan se verifica por cuatro vias:

* Aporte de diferentes compuestos a través del lavado de las partes
aéreas por la lluvia.

* Efecto de las raices por la liberacién de exudados, secreciones, etc. en
la aireacién y estructura del suelo asi como la composicién y funcionalidad de
microorganismos: efecto rizosfera.

* Adicién de materia orgdnica al suelo através de la descomposicion del
lecho de hojarasca.

* Formacidon de microclimas por efecto dosel.

1.2.1.a. Efecto del lavado de la parte aérea y de la hojarasca

La lluvia, al lavar las partes aéreas de la planta {tallos, ramas y hojas)
arrastra nutrientes hacia el suelo. Bellen ¥ Lu (1968) encontraron que el agua
de lluvia que ha lavado los alisos contiene de 2 a 10 veces mas nitrégeno que la
que ha caido sin mojar la planta.

La hojarasca incide de un modo determinante sobre los microorganismos
edaficos ya que éstos al ser en su mayoria heterétrofos obtienen energia y
nutrientes para su desarrcllo de la materia orgdnica que encuentran en el suelo,
principalmente de origen vegetal {Struwe y Kjoller, 1986) . La descomposicién
de estos materiales depende de factores abidticos como temperatura, humedad,
aireacién, concentracién de nutrientes y composicién quimica de las hojas, pero
también de factores biéticos como la densidad de detritivoros y descomponedores
en el suelo (Daniere et al., 1986).

La materia orgdnica condiciona muchas de las propiedades del medio
edafico que influyen en el sistema suelo-planta y por tanto afecta al crecimiento
y desarrollo de la microflora telirica y de la comunidad vegetal (Fresquez y
Lindemann, 1982), La mera presencia de la materia orgdnica favorece el
desarrollo de la estructura del suelo, ademas la dinamica y las transformaciones
de sus componentes representan el factor de influencia mas importante del medio
edafico sobre la vegetacidn.
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La riqueza en materia orgédnica del suelo estd determinada por dos
procesos: aporte de materiales orgdnicos y descomposicién microbiana. La via
de entrada de materia orgdnica al suelo mds importante la constituyen los restos
y deshechos vegetales de todo tipo: hojas, ramas, raices, compuestos organicos
solubles procedentes de los exudados radicales y productos de lavado de las
hojas (Tiessen et al, 1984), los de origen animal: caddveres y excrementos
constituyen un aporte secundaric. Franklin y Waring (1980) calculan que las
cantidades de fragmentos de troncos caidos al suelo en bosques de coniferas
puede exceder las 500 t ha™* afio™* y alcanzar entre el 10 y el 25% de la biomasa
total.

Los microorganismos edaficos mediante su actividad biolégica, constituyen
la principal via de salida de materia orgdnica del sistema. El rendimiento de la
mineralizacién fluctaa debido a la considerable variabilidad en la composicién de
la materia orgdnica, y al tipo de microflora que ejerce el efecto degradativo,
pero se puede considerar que, en términos generales, entre el 60-70% de los
sustratos orgdnicos depositados por las plantas en el intervalo de un afio es
mineralizado por la microflora telGrica (Haider, 1986).

Las plantas diazotrofas a través del lecho de hojarasca influyen
considerablemente en las poblaciones de microoorganismos del suelo, de un modo
especial sobre los implicados en procesos relacionados con el ciclo del nitrégeno.
Esto es asi porque las hojas de estas plantas tienen alto contenido en nitrégeno.
Silvester (1977) realiza una revisién de trabajos de distintos autores en la que
se aprecia c6mo especies actinorrizas presentan porcentajes dobles de nitrégenc
en sus hojas que otras especies. Tal es el caso de Alnus con Betula sp, Tilia

cordata Miller, Acer platanoides L., Corylus avellana L., Pinus sylvestris L.,

Picea sp. y Tsudga sp.

La estructura y composicién del lecho de hojarasca regula la tasa de
mineralizacién por lo que incide de forma decisiva en la produccién primaria de
los ecositemas (Hunt et al., 1988). Los restos vegetales de coniferas se
descomponen con lentitud ya que contienen una baja proporcién en nutrientes
como N y P (Cowling y Merril, 1966). Debido a la alta concentracién de
compuestos nitrogenados que contienen las hojas de las plantas diazotrofas, su
descomposicién es relativamente rdpida, ademds constituye una via de entrada

de nitrégenc muy importante para el ecosistema (Llinares, 1993).
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El aporte de N por estas vias en suelos donde las plantas actinorrizas
aparecen como dominantes es considerable, por ejemplo; diversas especies de
los géneros gque a continuacién se mencionan proporcionan las siguientes
cantidades de N Kg ha™ afio”’: Alnus 36-325, Coriaria, 192; Hippophae, 56-
197; Casuarina, 58; Ceanothus, 60-140; Dryas, 12 (Bermidez de Castro, 1981);
Elaesagnus angustifolia L., 34,5 y Myrica gale, 9-34 (Bond, 1951; Schwintzer,
1979).

1.2.1.b. Efecto rizsosfera: exudados radicales

La interaccion entre la planta y su sustrato se establece con mayor o
menor intensidad por diversas vias, sefialadas anteriormente. Sin embargo la
relacién establecida entre la planta y el suelo a través del sistema radical ha
merecido especial atencién por parte de numerosos investigadores. Existen para
ello poderosas razones entre las que podemos destacar:

* La importancia que desde un punto de vista fisiolégico tiene el aparato
radical en el desarrollo y crecimiento de la planta.

* La considerable superficie de contacto entre el suelo y la planta a
través del sistema radical.

* El complejo entramadoc de sefiales moleculares entre la raiz y la
biocenosis circundante.

En 1904, Hiltner define la rizosfera como aquella porcién del suelo en
torno a la raiz de leguminosas, con una mayor actividad microbiana. Hiltner
sefiala que la nutricién de la planta depende de la flora rizosférica.
Posteriormente este concepto fue redefinido y actualmente se considera rizosfera
la porcién suelo influida por las raices vivas. Son muchos los autores que a
partir de 1904 se han dedicado al estudio de la rizosfera, cabe destacar, entre
otros, los trabajos de Starkey (1929) en los que demuestra los principales
efectos de la planta en crecimiento sobre los microorganismos edéficos, los de
Rovira, 1959; Vancura, 1964; Rovira y Bowen, 1966 y Rovira et al. 1979, sobre
la naturaleza y el papel de los exudados en la rizosfera y toda una serie de
trabajos y revisiones sobre las propiedades y caracteristicas de esta region
edifica. Todos estos trabajos nos permiten actualmente considerar el "efecto
rizosfera" como una de los factores clave que afectan a la produccién primaria
(Russell, 1977; Foster y Rovira, 1978; Domergues y Krupa, 1978; Rovira, 1979;
Bennet y Lynch, 1981; Cook y Baker,1983; Lynch, 1983; Curl y Truelove,
1986; wild, 1988).
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Por todo lo expuesto podriamos sefialar que la rizosfera es la zona en la
cual suelo y planta se encuentran en contacto de un modo mds intimo y donde
las poblacicones microbianas se ven afectadas por los productos orgdnicos
liberados las raices. Estos productos organicos se suelen agrupar bajo el nombre
genérico de "exudados" pero en un sentido estricto (véase Tabla 1.1I) comprende
exudados, secreciones, mucilagos, mucigeles y lisados celulares (Rovira et al.,
1974). Lynch (1987), estima que hasta un 40% del total de los fotosintatos
pueden perderse por las raices y servir de sustrato a los microorganismos, que

actian como un sumideroc y de ahi el impacto de estos en la produccidén primaria.

Las plantas modifican las comunidades microbianas del suelo de un modo
fundamental, tanto cualitativa como cuantitativamente (Remacle y De Leval,
1975). Alexander (1980) observa como diferentes especies de plantas en un
mismo tipo de suelo presentan rizosferas muy diversas, mientras que la rizosfera
de una misma especie cultivada en suelos de caracteristicas muy diversas fluctia
s6lo moderadamente.

El aparato radical de la planta determina parcialmente la composicién
mecdnica y mineral del suelo de varias formas: acelera la disgregacién de los
minerales, sobre todo en las fracciones de arcilla menos voluminosas (Sarkar et
al., 1979), modifica el estado de agregacién del suelo a través de interacciones
fisicas, quimicas y biolégicas (Harris et al., 1966) y altera las uniones fisicas
de las particulas del suelo mediante la liberacién de sustancias orgdnicas
radicales, sobre todo polisacdaridos (Monroe y Klauduko, 1987) aumentando la
estabilidad de los agregados teliricos (Reid y Goss, 1980). Las caracteristicas
fisicoquimicas de los agregados que constituyen la estructura del suelo son un
factor importante que influye en el desarrollo de las raices, y en su capacidad
de exudacién ya que determina caracteristicas como la porosidad y por tanto la

aireacién, el potencial hidrico y la transferencia de calor.

La planta, al mismo tiempo, asimila nutrientes inorgénicos disminuyendo
de este modo la concentracién disponible para el desarrollo microbiano. Los
microorganismos también se ven afectados por la respiracién radicular, que
incrementa las concentraciones de CO, en esta zona. Conforme crece la raiz, las
particulas de suelo se desplazan credndose una zona entorno a las raices donde
el suelo es mds denso. Este hecho afecta directamente al crecimiento bacteriano,

aunque dicho efecto varia segtn el tipo de suelo, potencial hidrico, la relacién
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CO./C,, y otros factores. En esta zona suele existir O, suficiente para las
funciones microbianas, a excepcidén de los suelos encharcados. Si las cantidades
de O, son bajas aumentan los dafiocs a la raiz. Del mismo modo las altas
concentraciones de CO, constituyen un factor limitante para el crecimiento de
algunos microorganismos. La penetracidn de las raices también mejora 1la
estructura del suelo y estas relaciones estructurales mejoran las oxidaciones
microbianas.

El pH en la rizosfera tiende a ser mas acido que en el resto del suelo
debido a la produccién de CO, y d&cidos orgdnicos por las raices, asi como por
la captacion de cationes de cambio y aniones por la planta (Nye, 1981). El pH
de la rizosfera suele diferir en 1 o 2 unidades del suelo no rizosférico, esto
afecta a las bacterias y algunos hongos.

A continuacion se expone una revisién de uno de los principales factores
responsables del efecto rizosfera: los exudados radicales considerando la

acepcién genérica del término:

Tabla 1.1 .Easificacidn de los exudados.

Exudados Compuestos quimicos y metabolitos originados en la
superficie o interior de la raiz.

Exudaciones Proceso de liberacién de exudados, que implica
diversas rutas y mecanismos bioguimicos.

"Leakages" Compuestos de bajo peso molecular que difunden al
apoplasto v a través de éste a la superficie de la raiz

o directamente a células epidérmicas o corticales.
&

Secreciones Compuestos que c¢ruzan la membrana, con gasto
energético.
Mucilagos Incluye sutancias derivadas de las células de 1la

caliptra, polisacéridos hidrolizados de la pared primaria
de las células, secreciones epidérmicas o de los pelos
radicales y productos de degradacién bacteriana de
células muertas.

Lisados Productos liberados por autolisis de células radicales
senescentes.

Fuanta: Desarroliado desde Hale et al. {1981).
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Vancura (1964) y Rovira (1969) resumen los factores gque afectan a la
exudacién en cuatro grandes grupos: fisiolégicos (tipo de planta, edad,
nutricién, etc.), patolégicos, los debidos a modificaciones del entorno fisico
(luz, temperatura, humedad, etc.) y la microflora asociada a la rizosfera. Son
muchos los estudios que vienen a refrendar esta clasificacion. La edad de la
planta, y su estado fisiolégico son caracteristicas que afectan decisivamente en
la composicién cualitativa y cuantitativa de los exudados radicales (Smith, 1970;
Hamlen et al., 1972; Vancura y Hovadik, 1965; Lynch, 1990) y por lo tanto son
factores que influyen en la magnitud del efecto rizosfera (Pozuelo, 1991). Asi
Hamlen et al. (1972) encuentran gque la cantidad de carbohidratos exudados por
la alfalfa aumentan con la edad de ésta. Por su parte, Klein et al.(1989),
demuestran que en diferentes estudios de una serie de wvegetacién, se dan
modificaciones en las caracteristicas de los exudados, que es resultado de la
disponibilidad de nutrientes.

La humedad del suelo influye en la composicién y en los niveles de los
materiales orgdnicos que excretan las raices. El estrés hidrico es uno de los
factores que induce la exudacién radical. El nimero total de bacterias suele ser
mayor en suelos que han sufrido un periodo de estrés puesto que encuentran
en ellos mayor cantidad de materiales orgdnicos solubles en agua que proceden
sobre todo de la autolisis de células radicales (Martin, 1977b). Ademds la
desecacién del suelo afecta a la viabilidad de las raices jévenes que constituyen
una fuente adicional de sustratos carbonados.

La composicién de los exudados (Tabla 1.II.) ha sido pormenorizadamente
estudiada por distintos autores como Vancura y Hovadik (1965) que encuentran
en los exudados de diversas plantas aminodcidos, acidos orgdnicos y azlGcares
de muy distintos tipos. También se han detectado estercles, factores de
crecimiento, nucleétidos, flavonas, enzimas y hormonas (Curl y Truelove,
1986). Los compuestos orgdnicos voldtiles (en su mayoria aldehidos y alcoholes)
difunden rdpidamente de forma que las concentraciones de estos compuestos en
la rizosfera son muy bajos, a pesar de lo cual influyen en la microflora
rizosférica. Estos compuestos parecen inhibir muchos patdégenos de plantas
(Coley-Smith y King, 1970; Krupa y Nylund, 1972). Una variable critica que
afecta las caracteristicas de los exudados, es precisamente la disponibilidad de
nitrégeno. Asi Griffin et al. (1976), establecieron en plantas de mani que Ios
exudados variaban su razén C/N en funcién de la disponibilidad de nitrégeno
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en el medio (9:1 si se hacia crecer a la leguminosa en medio A-Z de Hoglans o
18.9:1 si crecian en el mismo medio sin sales nitrogenadas). Este hecho es
importante puesto que la razén C/N afecta a la capacidad de colonizacién de
distintos grupos de microorganismos en la rizosfera, los cuales a su vez
modifican cualitativa y cuantitativamente la exudacién, Clarholm (1985) sefiala
que exudados con elevada razén C/N estimulan la mineralizacién.

Tabla 1.1I1. Sustancias detectadas en los exudados radicales de distintas plantas

Clase de Compuesto

Composicién

Azdcares

Compuestos aminados

Acidos organicos

Acidos grasos
y esteroles

Factores de

crecimiento

dcido n-metil nicotinico.
Nucledétidos,

flavonas y

enzimas

Otros compuestos

Puente: Cur} y Truelowve [(1985).

==t

e —— et ettt e
—————e e —

Glucosa, fructosa, sucrosa, maltosa, galactosa,
rhamnosa, ribosa, xilosa, arabinosa, rafinosa,
oligosacdridos y distintos polisacaridos.

Asparagina, a-alanina, glicina, cistina/cisteina,
metionina, fenilalanina, tirosina, treonina, lisina,
prolina, triptéfano, B-alanina, arginina,
homoserina, cistationa.

Tartdrico, oxdlico, citrico, malico, acético,
propidnice, butirico, succinico, fumdrico,
glicélico, valérico, malénico.

Palmitico, estedrico, oleico, linoleico,
colesterol,,campesterol ,estigmasterol, sitosterol.

Biotina, tiamina, niacina, pantotenato,
colina, inositol, piridoxina, paramincbezoico,

Flavonas, adenina, guanina, uridina,
citidina, fosfatasa, amilasa, proteasa,
galactouranasa.

Auxinas, sustancias fluorescentes, dcido
cianhidrico, glicdsidos, saponinas, compuestos
orgdnicos fosforados, compuestos que afectan a
nemdtodos, estimuladores e inhibidores de
crecimiento fingico, estimuladores e inhibidores
de bacterias, de germinacién de esporas y
esclerocios, etc.
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Como resultado del aporte de materia orgdnica a través de las raices, la
rizosfera es rica en microorganismos. Rovira y Davey (1974) y Brown (1975)
estiman que la densidad bacteriana es entre 5 y 10 veces mayor en la rizosfera.
Los microorganismos usan los productos liberados por las raices como sustrato
(Krotzky et al., 1986). ?ero esta variacidn es también cualitativa, por el efecto
alelopatico de los distintos compuestos orgdnicos de los exudados y por la
acomodacién al ambiente rizosférico, como se desprende de los trabajos de Bowen
y Foster (1978), en los que comprueban que los Hempos de generacién de
Pseudomonas sp. y Bacillus sp. creciendo en la rizosfera son de 5.2 y 39 horas
respectivamente en tanto que fuera de ella hay un generacién cada 77 y 100
horas. En este sentide también podemos mencionar los dos isoflavanoides
{cumestrol y daizeina), gque D'Arcy y Jay (1987) encuentran como inhibidores
{Pseudomonas sp. o Agrobacterium tumefaciens) o estimuladores (Rhizobium

jiaponicum y R. melilotii) producidos por leguminosas.

Los microorganismos metabolizan con facilidad las sustancias solubles,
azucares y aminodcidos, y provocan un cambio cualitativo importante en la
rizosfera por aumento de CO, y de los productos que resultan de su
metabolismo, Ademds los niveles de compuestos no difusibles en torno a la raiz
aumentan y la microflora que coloniza las raices puede utilizarlos (Leppard,
1974). Las bacterias son mds eficaces que los hongos utilizando los compuestos
de peso molecular bajo. Estas sustancias constituyen una parte importante de
los exudados radicales y son poco abundantes en las primeras etapas
descomponedoras de los restos vegetales muertos. L.os hongos son mds eficaces
en las primeras etapas de descomposicién de las raices muertas por metabolizar
rapidamente los polimeros de alto peso molecular, (Nakas y Klein, 1980). Tales
caracteristicas metabdlicas justifican que las bacterias dependan sobre todo de
los exudados radicales.

Los compuestos orgdnicos liberados por las raices constituyen un sustrato
adecuado para wuna gran variedad de microorganismos. Existe una
correspondencia entre las cantidades y tipos de aminoacidos u otros componentes
orgénicos exudados por la raiz y las poblaciones de microorganismos rizosféricos
(Rovira y Davey, 1974; Hale et al., 1978). Segin algunos autores las
rizobacterias predominantes son las Gram negativas y entre estas las mds
abundantes son Pseudomonas sp. (Alstrom, 1987), en su mayoria Pseudomonas

fluorescens (Burr y Caesar, 1984}, Achromobacter sp., Alcaligenes sp.,
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Nocardia sp., Enterobacter sp. y Flavobacterium sp. (Brown, 1972). Por el
contrario en suelos sin raices predominan las bacterias Gram positivas (Chan et
al., 1963).

Las plantas actinorrizas ejercen una notoria influencia sobre
microorganismos cercanos a sus raices. Plantas como el aliso estimulan el
crecimiento de Streptomyces sp., Penicillium sp. y Aspergilus sp. e inhibe
hongos fitopatégenos como Poria weirii o0 Fomes annosus, gracias a la liberacién

de productos como: polifencles, aminodcidos, taninos y otros compuestos
nitrogenados (Bollen y Lu, 1968; Tarrant y Trappe, 1971). Del mismo modo,
Daniére et al. (1986) encuentra que Alnus incana favorece el crecimiento de

microorganismos amonificantes y nitrificantes de suelos de bosque europeos; por
su parte Bermidez de Castro et al. (1984) en sus estudios en alisedas riparias
de Alnus glutinosa, encuentra que esta betulacea estimula la presencia de

nitrificantes nitricos y nitrosos.

En general, una elevada exudacién revierte en un incremento de la
demanda de oxigeno por parte de los ‘microorganismos rizosféricos, lo que en
combinacién con la respiracion de las raices, convierte el medic rizosférico en
lugar idéneo para grupos fisiolégicos determinados, como los desnitrificantes:
Por una parte los aminodcidos exudados suponen un sustrato favorable para este
proceso, como muestran Bailey y Beauchamp (1973) al encontrar un aumento de
la actividad desnitrificante en suelos enriquecidos con macerados de maiz. Por
otra parte la mayor disponibilidad de sustratos carbonados asi como de nitratos
estimula las tasas de desnitrificacién (Smith y Tiedje, 1979; Bremner y Shaw,
1958). Arima y Yoshida (1982) en sus estudios en Qriza sativa L., Juncus
effesus L. y otros, encuentran que la rizosfera es el lugar 6ptimo para el
desarrollo de la microflora diazotréfica, dada la gran disponibilidad de sustratos
carbonados y la existencia de zonas microaerobias, gque sirven de estimulo
quimiotdctico para bacterias microaeréfilas (Barak et al., 1983).

Compuestos aromdticos liberados por exudacidn pueden incidir
positivamente en la fijacién de nitrégeno (Werner et al., 1982; Krotzky et al.,
1983) al activar la enzima nitrogenasa. Merecen mencién especial la rizosfera de
plantas noduladas fijadoras de nitrégeno atmosférico en simbiosis con bacterias
(actinorrizas o bacteriorrizas). Asi, Van Egeraat (1979) y Forester y Rovira
(1978) registran una elevacion del nimero de poblaciones microbianas y de la
microflora total a medida que los recuentos se efectiGan a menor distancia de la

raiz.
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Las fitohormonas también son productos expulsados por los nddulos de
actinorrizas. En este sentido, Dullaart (1970) encuentra auxinas y Bermidez
de Castro (1976) asi como Rodriguez-Barrueco et al., (1979) encuentran
citoquininas en altas concentraciones. Estas hormonas estdn implicadas en
procesos de la nodulacién.

Los compuestos de cardcter alelopatico son también fundamentales en la
colonizacién y desarrollo de los microorganismos de la rizosfera (Rice, 1984;
Freench, 1985). Se ha establecido un importante grupo de metabolitos
producidos por las raices en respuesta a 10s microorganismos que recibe el
nombre de Fitoalexinas (Ebel, 1986). Estas sustancias, dJefinidas como
compuestos antimicrobianos de bajo pesc molecular, son estructuralmente
fenilpropanocides o isoprenoi'des. Estos compuestos estan producidos como
respuesta a microorganismos especificos, ¢ indirectamente por "Elicitores". Hay
gran variedad de elicitores descritos e incluyen: hidratos de carbono complejos,
células fungicas o vegetales, lipidos y enzimas microbianas, polipéptidos, entre
muchos otros, pero también hay elicitores abiéticos como son las bajas
temperaturas, la luz ultravioleta, la desecacién, metales pesados, detergentes
¥ otros.

Otro grupo de metabolitos exudados por las plantas son las aglutininas,
o mé&s especificamente Fitoaglutininas. Estos compuestos sirven al vegetal como
agentes antimicrobianos (Mansfield y Brown, 1988) y juegan un importante papel
en la colonizacién de la rizosfera {(Anderson et al., 1988).

La aplicacion de fertilizantes minerales incrementa la flora microbiana en
la rizosfera de muchas plantas (Rovira, 1965; Katznelson, 1965). El efecto de
los fertilizantes sobre la microflora edafica puede ser directo ¢ indirecto. Como
consecuencia de la fertilizacién, se produce un aumento en el crecimiento de la
planta acompafiado de un cambio cualitativo y cuantitative de la exudacién.
Bowen (1969) observa un aumente significativo en la cantidad de aminas y
amincdcidos exudados por las raices de pino creciendo en un suelo fertilizado,
lo que influye en las interacciones microorganismo-planta.
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Los factores ambientales influyen en la exudacién radical y por tanto en
la actividad de la microflora eddfica. Cambios en la temperatura y humedad
del suelo se reflejan claramente en cambios de las poblaciones microbianas
{(cambios estacionales) (Thrower, 1954; Barclay y Crosse, 1974; Acero, 1993).
Se pueden observar cambios de las poblaciones bacterianas con el tiempo,
incluso cuando los factores ambientales son relativamente constantes.

1.2.2. Efectos de los microorganisnos sobre las plantas
1.2.2.a. Organismos rizosféricos

La comunidad rizosférica estd formada  principalmente por
microbrganismos: bacterias, hongos, protozoos y microalgas aunque también
estd representada la microfauna: nemitodos y dcaros. Generalmente la cantidad
de bacterias es superior a la de hongos que a su vez es mayor gue la de
protozoos y algas y éstos a su vez que la microfauna (Katznelson, 1965). Este
orden de densidades relativas de organismos no difiere de lo encontrado en el
suelo no rizosférico, ni varia segun la especie de planta pero el nimero absoluto
de organismos si cambia (Tabla 1.IIT),

Tabla 1.1I11. Poblaciones de microorganismos a varias distancias de la superficie
radical de pldantulas de altramuz.

Distancia de la Bacterias‘®’ Streptomycetes®’ Hongos™®
raiz (mm).

o 159000 46700 355

0-3 49700 15500 176

3-6 38000 11400 170

9-12 37400 11800 130
15-18 34170 10100 117

80’ 27300 9100 91
Razén R/S'™® 5.8 5.1 3.9
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¢*); Aparecen en millares de unidades formadoras de colonias por gramo
de suelo seco.
*): Rizoplano.
{(): Razén R/S: n? de microorganismos en el rizoplano / n® de

microorganismos en suelo no rizosféricoe.

Fuante: Papavizas y Davey (1961)

Los estudios ecoldgicos de colonizacién microbiana indican que las
bacterias se distribuyen irregularmente en el rizoplano en funcién del tipo de
planta, de suelo y de las especies de microorganismos (Asanuma et al., 1979).
Los polisacdridos y glcoproteinas de la superficie radical constituyen una matriz
delgada de fibrillas que engloba gran ndmero de organismos (Elliot et al.,
1979). Esta matriz constituye el soporte fisico en el cual se realiza la absorcién
de nutrientes y las reacciones bdsicas de transformacién de los precursores gue
se transformaran en los nutrientes asimilables por el vegetal. Por lo tanto la
estructura de esta zona tanto fisica como biolégica y los factores que afecten a
su funcionamiento tendran un efecto decisivo sobre el desarrolio de la planta.
Ligados a esta capa mucilaginosa los microorganismos se localizan, segin Bowen
(1979), preferentemente en las uniones intercelulares y en los lugares de alta
exudacién recubriendo solo el 10% de la superficie radical (Bowen, 1981),
mientras que para Bennet y L‘ynch (1981) se localizan por igual en las zonas de
contacto entre células y en la superficie de las células epidérmicas.

Por otra parte cabe destacar el efecto de la fauna rizosférica. Estd
constituida principalmente por nemdtodos, &caros y colémbolos y en menor
proporcién por protozoos y larvas de pequefios insectos. Podemos encontrar
en la rizosfera tanto nematodos de vida libre como pardsitos de plantas. La
mayoria son de vida libre pero estdn asociados a plantas, alimentdndose
superficialmente de tallos y raices, bacterias, hongos y algas (Jones, 1959).
Las formas pardsitas son en su mayoria endoparasitos, como Heterodera spp.,
o ectopardsitos, como Tylenchus y Dorylaimus spp. Los nemdtodos a su vez
sirven de alimento a pequefios dcaros que también se alimentan de bacterias y
constituyen en ocasiones parasitos de plantas. En resumen, el efecto de la
microfauna sobre la planta es tanto directo {pardsitos), como indirecto a través

de las interacciones con bacterias y de la propia microfauna entre si.
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Otra propiedad de algunas bacterias, beneficiosa para la planta, es la
capacidad de controlar patdégenos, bien mediante antagonismos ¢ competencia
(Burr y Caesar, 1984; Schroth et al., 1984; Gaskins et al., 1985; Davison,
1988). Muchas bacterias y en particular Pseudomonas y Bacillus son capaces de

controlar patégenos, scbre todo honges. Algunas especies de estos géneros se
usan, asi mismo, como pesticidas de algunos lepidéSpteros en el suelo (Watrud
et al., 1985).

Mencién especial requieren las simbiosis entre raices y microorganismos
fijadores de nitrégeno y entre raices y micorrizas. En ambos casos las plantas
representan la fuente de sustratos carbonados y obtienen a cambio un aporte
significativo de nutrientes, principalmente nitrégeno y fésforo. Mediante la
fijacién de nitrégeno bacterias como Rhizgbium y Bradyrhizobium spp. aumentan

la cantidad de nitrégeno disponible para algunas leguminosas (Alexander, 1984).
Frankia spp. fija de nitrégeno en plantas como Alnus sp. (Sheppard et al.,
1989), Myrica sp. Elaeagnus sp etc. Otras bacterias, como Bacillus polimyxa,

Bacillus megaterium o Pseudomonas fluorescens incrementan la disponibilidad de
P para las plantas (Brown, 1974),

Los microorganismos, tanto en el suelo no rizosférico como en la rizosfera
estdn expuestos a un amplic rango de temperaturas que varia segun la
cobertura de la planta, la humedad del suelo y la profundidad (Griffin, 1972).
El efecto de la temperatura sobre la actividad microbiana en la zona radicular
es mds bien indirecto, este factor controla el crecimiento de la planta asi como
la naturaleza y cantidad de exudados radicales. Puesto que los exudados
también varian con las distintas especies de plantas, una misma temperatura
afectard de modo distinto a las distintas especies de plantas (Rouatt et al,
1963). El nimero de bacterias Gram negativas decrece conforme aumenta la
temperatura. Sin embargo las Gram positivas se comportan de forma opuesta a
las anteriores. El efecto rizosfera para la cebolla, es mds pronunciado a 25°C
que a 18° o 16°C (Fenwick, 1973), sin embargo esta temperatura (25°C) no es
la temperatura S6ptima de crecimiento para la cebolla {(16°C). El ndamero de
bacterias amonificantes es mayor a altas temperaturas.
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1.2.2.b. Sustancias microbianas que afectan a las plantas

Cualquier sustancia benéfica o téxica producida por la microflora
rizosférica puede causar un efecto inmediato y profundo sobre la planta. Por lo
tanto las modificacicnes en la abundancia de microorganismos ¢ en las
proporciones relativas de grupos individuales afectardn a su vez a la planta a
través de las relaciones catalizadas microbiolégicamente. La capacidad de los
microorganismos eddficos para sintetizar muy distintos tipos de metabolitos
afectan a las propiedades del suelo a la composicién quimica de éste y a las
plantas que en el se desarrollan. Son muchos los ejemplos que se pueden citar
a ese respecto.

El conjunto de sustancias que afectan de un modo directo (metabolitos
bacterianos que actdan sobre la planta) o indirectamente (metabolitos que actdan
sobre otros microorganismos rizosféricos, beneficiosos o pat6genos) se pueden
resumir en ocho grupos:

a) Requladores del crecimiento vegetal (fitohormonas): Se ha observado
que hay un gran grupo de microorganismos capaces de producir "in vitro" e "in
vivo" wvarios tipos de fitohormonas. Algunas especies de Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, favorecen el crecimiento de la planta

mediante la produccién de hormonas como el &cido indol-acético (IAA),
giberelinas, o citoquininas en la rizosfera de las plantas cuando éstas estdn en
estado de plantula (Brown, 1974; Nieto y Frankenberger, 1989). Factores
ambientales como el tipo de suelo, temperatura, humedad y pH, tipo de planta
e intensidad de la luz, determinan la liberacién y el efecto de estas hormonas.

b} Fitotoxinas: Compuestos que, a bajas concentraciones, inhiben el
crecimiento y desarrolio de plantas.

¢) Vitaminas: El crecimiento de raices de plantas cultivadas en medios
sintéticos depende en muchas ocasiones de la adicién de una 0 varias vitaminas
como la tiamina, &cido nicotinico y/o piridoxina. En condiciones naturales es
dificil estudiar la captacidn de vitaminas por las plantas, en este sentido
algunos fisidlogos vegetales han sefialado la existencia de cierta heterotrofia a
aste respecto (Bustrdm, 1965}.
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d) Iondforos: Se trata de compuestos de origen bacteriano o fingico
capaces de guelar hierro y otros metales (Neilands, 1977). El efecto de estos
compuestos sobre las plantas es, en unos casos, indirecto al actuar sobre otros
microorganismos patdgenos o heneficiosos de plantas como el encontrado por Gill

y Warren (1988) en Pseudomonas sp., que actia sobre el hongo patdgeno

Phytium ultimum. En otras ocasiones es directo, actiando sobre la planta; asi

Becker et al. (1985) encuentra que la Pseudobactina (sideréforo producido por
Pseudomonas aureofaciens ATCC 15926) inhibe la captacién del ion férrico por

las raices de guisante y maiz en un grado tal que se reduce la sintesis de
clorofila.

e) Antibidticos: Los microorganismos rizosféricos producen antibidticos
con el fin de reducir competidores en €l medic en el que se desarrollan. Estos
metabolitos microbianos actiian sobre la planta de un modo indirecto (actuando
sobre patégenos de vegetales): por ejemplo Howell y Stipanovic (1979)
encontraron que la cepa Pf-5 de Pseudomonas fluorescens produce pioluteorina,

antibiético eficaz de un hongo patdgeno del algodén (Phytium ultimum).
f) Lectinas y aglutininas: las aglutininas son azdcares o glicoproteinas

(actualmente llamadas lectinas} que se combinan con receptores especificos
(mono u oligosacdridos) de la célula hospedadora (de planta o microbiana).
Claramente las lectinas poseen un considerable papel mediando la adherencia a
superficies radicales de microorganismos determinados.

g) Agentes agregantes del suelo: Los agregados edaficos son formados
principalmente por fuerzas fisicas. Sin embargo junto a éstas aparecen otros
elementos que conducen a la formacién de agregados edéficos. Es bien conocido
gque la rizodeposicién proporciona un mejor sustrato para la estabilizacidén del
suelo por los microorganismos, gque contribuyen por ejemplo, a la rapida
formacidn de agregados en suelos de pastizales (Lynch y Bragg, 1985)

h) Enzimas: Se han identificado mas de 50 enzimas activas en el suelo
(que incluyen entre otras oxidoreductasas, transferasas, hidrolasas y liasas)
procedentes tanto de microorganismos rizosféricos como de los propios
vegetales. Estos agentes cataliticos son inmovilizados en el suelo por arcillas,
huminas y constituyen un biocatalizador extra celular persistente (Burns, 1983)

En la tabla 1.IV se ha realizado una revisioén de los diferentes grupos de
metabolitos microbianos que pueden afectar a las plantas.
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Tabla 1.IV: Sustancias producidas por microorganismos rizosféricos que afectan
a especies vegetales directa o indirectamente.

Tipo de sustancia Compuesto Microoorganismos

Reguladores del
crecimiento:

Auxinas Ac. 3-indolacético Azotobacter paspali
Azospirillum brazilense
Rhizobium trifolii
Rhizobjum legquminosarum
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Bacillus sp.

Indol-3-acetamica Pseudomonas sp.
Ac. indol-3-14ctico Pseudomonas sp.
Indol-3-acetaldehido Pseudomonas sp.

Giberelinas Ac. Giberélico Azotobacter chroococcum
Azotobacter beijerineckii
Azotobacter paspali
Pseudomonas sp.

Citoquininas Kinetina Pseudomonas sp
Agrobacterium tumefaciens
Corynebacterium fasciens
Rhizobium leguminosarum
Escherichia coli
Levaduras
Actinomicetos
Hongos

Acido abscisico Cercospora rosicola

Etileno Hongos
Pseudomonas putida
Pseudomonas fluorescens

Fitotoxinas:

Acidos alifaticos: Acético Amplio grupo de
Propiénico microorganismos
Butirico anaerobios.

Acidos fendlicos Ac. p-hiroxibenzoico Pseudomenas sp.
Ac. p-cumarico Pseudomonas sp.
Ac. Syringico Pseudomonas sp.
Ac. Fertlico Pseudomonas sp.
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Tabla 1.IV (Continuacién): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricos que afectan a especies vegetales directa o indirectamente.

Tipe de sustancia Compuesto Microcorganismos

Fitotoxinas (continuacién).

Acido sulfhidrico Desulfotomaculum sp.
Desulfovivrio sp.
Desulfomonas sp.
Desulfuromonas sp.

Acido cianhidrico Chromobacterium volaceum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas chloraphis
Pseudomonas aurofaciens
Marasmius odeades
Clorella vulgaris

Vitaminas:
Bioiotina Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Acido nicotinico Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Acido pantoténico Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Tiamina Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Cobalamina Pseudomonas sp.
Bacillus sp.
Iondéforos:
Enterobactina Enterobacteriacas
Parabactina Paracoccus denitrificans
Vibriobactina Vibrio cholerae
Esquizoguina Bacillus megaerium

Anabaena sp.
a £-bis-2,3-dihidroxi
benzoil lisina Pseudomenas sp.
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Tabla 1.IV (Continuacién): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricos que afectan a especies vegetales directa o indirectamente.

Tipo de sustancia

Compuesto

Microoorganismos

Iondéforos (continuacién):

Pyochelina
Pioverdina
Pseudobactina
Ferribactina
Ferrioxaminas

Ferricromos

Ac. Rodoturilico

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.-

Pseudomonas sp.

Actinomyces sp.

Ascomicetes y
basiddiomicetes.

Rodotorula sp.

Antibidticos:

Agrocin 84

Patulina

Pioluteorina
Pirrolnitrina
6n-pentil-2H-
piran-2-ona
Gliovirina

Ac. Fenzin-1i-
Carboxilico.

Agrobacerium rhizogenes

Penicillium patulum
Aspergillus clavatus
Aspergillus terreus

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens

Trichoderma harcianum
Trichoderma koningii

Gliocladium virens

Pseudomonas fluorescens

Lectinas y Aglutininas:

Klebsiella sp.
Enterobacter sp.
Agrobacterium tumefaciens
Sclerotium rolfsii
Rhizoconia solanii
Enterobacer cloacae
Trichoderma sp.
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Tabla 1.IV (Continuacién): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricos que afectan a especies vegetales directa o indirectamente.

Tipo de sustancia

Compuesto

Microoorganismos

Agentes agregantes del suelo:

Enterobacter cloacae
Trichoderma harzianum
Sordaria alcina

Enzimas:®’

Oxidoreductasas

Ureato oxidasa

Catecol oxidasa

Lacasa

Peroxidasa

Monofenol monooxigenasa

Transferasas

Dextranosucrosa
Levanosucrosa
Tiosulfato sulfurotransferasa

Hidrolasas

a-amilasa
B-amilasa
Celulasa
Xilanasa
B-glucosidasa
Peptidasa
Asparaginasa
Glutaminasa
Amidasa
Fosfatasa acida
Fosfatasa alcalina
Carboxilasa

Liasas

Glutamato descarboxilasa
Tirosina descarboxilasa

Puante:

condensade de Lynch (1990))

tay, Amplio grupe de microorganismos.
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1.3. Alnus glutinosa

El aliso -Alnus gqlutinosa (L.})Gaertner-, se encuentra encuadrado
taxdnomicamente en el ofden fagales, dentro de la familia Betulaceae. Se trata
de un arbol de tamafio medio que no suele exceder de los 20 m de altura, aunque
se conocen ejemplares de 30 m, y que se desprende de sus hojas para pasar el

invierno.

El tronco es derecho de casi 1 m de didmetro, con corteza pardo-oscura
resquebrajada, casi lisa y de color pardo-grisacea o pardo-rojiza en ejemplares
jévenes. La copa es al principio casi piramidal y mds tarde redondeada o
irregular, con las ramas abiertas y ramillas lampifias y pegajosas.

Las hojas de 4 a 10 cm, con peciolo bien desarrollado, de color verde
oscuro por el haz y mas claro por el envés, donde suele llevar mechones de
pelillos en el encuentro de los nervios. Son de forma redondeada, elipticas u
obovadas, de borde sinuoso, recorrido por numerosos dientecillos y terminacién
roma o escotada. Son de filotaxis alterna, y al principio son muy pegajosas, lo
mismo que las ramillas.

El aliso es una especie monoica; las flores masculinas, constituidas por 4
sépalos y 4 estambres, estdn agrupadas en inflorescencias amentaceas (racimo
de cimas en dicasio), con tres flores por bréctea. Estas inflorescencias miden
entre 5 y 12 cm de largo, siendo primero erectas y de maduras péndulas. Las
flores femeninas estdn constituidas por un gineceo sdpero sincdrpico de 2
carpelos rematados por un estilo y dos estigmas rojizos; se agrupan en
inflorescencias semejantes a las de las flores masculinas de aspecto ovoide, que
cuando maduran quedan lefiosas y enegrecidas.

La fenologia es variable, pero suele florecer de febrero a abril y maduran
los frutos a final del otofio, manteniéndose mucho tHiempo en el &rbol.

Su drea de distribucién es relativamente amplia (Europa, Asia y NW de

Africa). Forma bosques en galeria en rios y riberas, fondos de valle, lugares
inundados v laderas htimedas, hasta los 1700 m.
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1.4. Plan de trabajo: objetivos.

Las modificaciones de distintas caracteristicas eddficas (fisicoquimicas y
microbioldgicas) que se dan en torno a plantas diazotrofas han sido objeto de
distintos estudios previos (Gutiérrez Mafierc, 1987; Llinares, 1990; Probanza,
1991 y Pozuelo, 1991; Acero, 1993). La mayor parte de estos estudios se han
centrado en los efectos de la planta sobre el suelo circundante a diferentes
distancias y profundidades de la misma, estudiando los microorganismos de los
grupos funcionales del ciclo del nitrégeno. El presente trabajo aborda los
efectos del Aliso sobre su rizosfera a través de los exudados y el camino
inverso: los efectos de las microorganismos rizosféricos sobre la planta. En el
estudio de estos efectos se han considerado de un modo especial las derivaciones
que afectan al ciclo del nitrégeno. Por todo ello el trabajo estd estructurado en
dos partes diferenciadas:

(i) direccién planta suelo:
1. Estudio de la composicién de los exudados nodulares y radicales de
Alnus glutinosa en condiciones de estrés hidrico. Los ndédulos y raices

necrosan, y por procesos de autolisis liberan sustancias de distinta naturaleza
quimica.

2. Estudio de la composicion de los exudados de alisos nodulados y sin
nodular (en condiciones normales) de cultivos hidropénicos.

3. En ambos casos los exudados podrian estar implicados en 1la
modificacién de las actividades de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno,
por contener compuestos que inhiban o activen los sistemas enzimdticos de las
entidades taxonémicas que forman dichos grupos funcionales. Para comprobar
esta hipédtesis, se realizaron ensayos biolégicos en los que se prueba el efecto
de exudados sobre cuatro suelos distintos, estudidndose para la fijacién de
nitrégeno (ARA)}, amonificacién, nitrificacién, desnitrificacién y produccién de
CO,.

La comprobacién de la hipdtesis incluye también la caracterizacién de los
suelos (nitrdgeno total, contenido en carbeone orgdnico, nitrégeno-nitrato,
nitrégeno-amonio, textura, pH, CRM, ARA, amonificacién, nitrificacién y
desnitrificacién) y de los exudados, tanto fisicogquimica (pH, nitrégeno—-nitrato,
nitrégeno-amonio, nitrégenc total y carbono orgdnico} como bioquimica
(azlcares, lipidos, aminodcidos y proteinas).
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{(ii) direccién suelo-planta:
1. Estudio de las bacterias asociadas a la rizosfera de Alnus glutinosa:

variacion estacional de la composicién taxondémica a nivel de génerc y grupos
fisioldgicos del ciclo del nitrégeno & los que pertenecen los géneros mayoritarios
de cada estacién.

2. Efecto de los metabolitos producidos por las bacterias mayoritarias
sobre la velocidad y tasa de germinacién.

3. Efecto de los metabolitos producidos por las bacterias mayoritarias
sobre el crecimiento de los alisos. Efectos sobre plantas noduladas y sin nodular
(ARA, nitrégeno total, numero de lébulos, respiracién nodular y distintos
pardmetros biométricos de la parte aérea y radical de las plantas).
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2. MATERIALES Y METODOS EMPLEADOS EN LAS EXPERIENCIAS
REALIZADAS EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



2.1. Caracteristicas de las zonas de muestreo

Los suelos empleados en las pruebas bioldgicas del presente estudio
fueron recogidos en las tres grandes unidades fisiogrédficas de la provincia de
Madrid: la sierra (suelo B), la rampa (suelo A) y la cuenca (suelo C); asi
mismo se empled un suelo de aliseda (suelo D). Del estudio de los pardmetros
fisicogquimicos de dichos suelos se desprenden unas caracteristicas muy distintas
en los cuatro casos.

El suelo A se recogid en las proximidades de la wurbanizacion
Monteprincipe, en Boadilla del Monte. La vegetacidn de esta zona se encuadra
dentro de la serie meso-supramediterranea guadarrdmico-ibérica silicicola de 1a

encina (Junipero oxicedri-Querceto rotunifoliae), en su facies matritense sobre

sustratos detriticos (Rivas-Martinez, 1982). En el lugar donde se verificé el

muestreoc abundaban, ademds de la fagacea, Cistus ladanifer L., Retama

sphaerocarpa (L.) Boiss., Helichrisum stoechas (L.)DC.

Se trata de un suelo con pH 7.30, con capacidad de campo de 1:1.6
(g:ml) ¥ una textura franco arenosa (65 3 de arenas, 13 % de arcillas ¥ 21 g de
limos). Siguiendo la Soil Taxonomy el suelo es por sus variaciones térmicas de
tipo Mesic, segin la humedad se encuadra en el tipo xérico y por el estado de

evolucién es un Inceptisol o anfisol.

La zona es de origen Miocénico (periodo medio) y estd constituida por
arcosas, arcillas arenosas y limos. Climatologicamente se caracteriza por su
cardcter sub-humedo, con unas precipitaciones medias anuales de 400 a 600 mm
v una temperatura media entre 10° y 12°C.

El suelo B, de la sierra, se recogié en Los Altos de Peguerinos. La
vegetacién corresponde a la subasociacién Junipero nanae-Cytisetum purgantis

pinetosum (Rivas-Martinez, 1982), con poca presencia de enebro rastrero y

pequefias manchas de pasto con nardeta (Nardus stricta L.} y Narcisus
bulbocodium L.

Este suelo posee un pH de 4.30, una capacidad de campo de 1:2.8 (g:ml)

y una textura Arcillo~arenosa (23 % de arenas, 52 g de arcillas y 23 % de limos).

La Scil Taxonomy encuadra este suelo, segun las variaciones térmicas a las que
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esta sujeto, en el tipo Mesic, por su humedad en el tipo Ustico y por su estado
de evolucién tipo Entisol,

La zona, de origen Precdmbrico-Cédmbrico, formada principalmente por
gneises glandulares fémmicos, y climatologicamente humeda o sub-humeda. Las
precipitaciones anuales estdn en torno a los 800, 900 o hasta 1300 mm, en tanto
que las temperaturas medias anuales son de 6° a 10°C,

El suelo C, de la depresién, se tomé de las lomas préximas a Ontigola, en
las cercanias de la Nacional IV. La vegetacidn potencial del lugar corresponde

a la serie mesomediteranea baséfila de la encina: Bupleuro rigidi-Quercetum

rotudifoliae, en su faciacién sobre sustratos yesiferos. La vegetacién real esta

constituida por algunos terdfitos aromdticos (Thymus zygis) gramineas

amacoyadas (Stipa tenacissima) y otras especies de marcado cardcter gipsofilo

(Mercurialis annua, Gipsophila strthium).

Dicho suelo tHene un pH de 8.01, una capacidad de campo de 1:0.7 (g:ml)
v una textura franco arenosa (52 % de arenas, 18 % de arcillas y 28 % de limos).
Por las caracteristicas ambientales y segun la Soil Taxonomy el suelo es
térmico, xérico y por su estado de evolucién pertenece al grupo de los
Aridisols.

El origen geolégico de esta 2ona estd en el Mioceno medio y estd
constituida por yesos tableados, arcillas y margas yesiferas. La climatologia del
lugar se caracteriza por la escasez de las precipitaciones (de 400 a 500 mm
anuales) y una temperatura media anual de 13° 6 14°C,

El suelo D, de aliseda, se tomé del arroyo de las Toértolas (véase
apartado 2.2). Dicho suelo tiene un pH de 7.13, una capacidad de campo de
5:4.5 (g:ml) v una textura arcillo arenosa (24 % de arenas, 24 % de arcillas y
52 % de limos). Por las caracteristicas ambientales y segun Ia Soil Taxonomy el
suelo es térmico, Udico y por su estado de evolucién estd en el grupe de los
Entisols.

Geolégicamente la zona estd constituida por arenas, cantos y arcillas sobre
rocas Precambricas-Cambricas de tHpo granitico. La climatologia del lugar se
caracteriza por unas precipitaciones de 600 a 1000 mm anuales y una
temperatura media anual de 9° a 12°C,
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2.2. Zonas de recogida de nédulos y raices

Los nddulos y raices se recogieron en una aliseda préxima a los Toros de
Guisando, coordenadas UTM 30TUK778691. La aliseda esta situada en los
mirgenes de un arroyo con acusado estiage, el cauce, en el gque aparecen
dispersos los alisos, varia entre una anchura de 5 y 3 metros. Las muestras de
raices y nddulos se obtuvieron de distintos pies de planta, como se resefia en
el apartado 2.4, en una zona delimitada rio abajo por una chopera y rio arriba,
a 77 metros, por un aclaramiento de los alisos.

La formacion vegetal de la zona de muestreo pertenece a la serie Galio
broteriani-Alneto glutinesae, que climacicamente es una formacién nemorosa,

silvética, riparia e higrofitica dominada por el alisoc. En esta aliseda aparecen
algunas plantas como zarzales (Rubus ulmifolius), junto a otras especies como

Scrophularia scorodonia L., Chelidonium majus L., Datura stramonium L., Arum

maculatum L., Solanum dulcamara L. o Sambucus nigra L.

Los mdrgenes del arroyo estdn ocupados por formaciones de la serie
Junipero oxicedri-Querceto rotundifoliae, bastante aclarada por su uso ganadero

y salpicado de rosales silvestres y cornicabras (Pistacia terebrinthus L.).

Las semillas empleadas en las experiencias descritas en este apartado se
recolectaron en la aliseda arriba mencionada y en las alisedas del rio Sorbe a su
paso por Humanes (Guadalajara) y del rio Ugalde en Murguia (Alava).

2.3. Recogida y preparacién de muestras de suelo

El muestreo en los 3 suelos se realizé en el otofio de 1990. En cada suelo
se analizaron 3 réplicas formadas cada una de ellas por el homogeneizado de 3
fracciones de suelo tomadas al azar. En condiciones asépticas, con una azada
previamente flameada se retiré la fdrna. Seguidamente se recogieron las
porciones de suelo en cada punto seleccionado, se introdujeron en bolsas de
pldstico nuevas y se trasladaron al laboratorio.

Las muestras se tamizaron a través de mallas de 2.0 mm, separandose las

fracciones destinadas a los andlisis fisicoquimicos y las destinadas al andlisis
de las actividades de los grupos funcionales. Las primeras fueron secadas a
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55°C para evitar pérdidas significativas de nitrégeno inorgdnico. Las sequndas
se conservaron en recipientes a 4°C.

2.4. Recogida y preparacién de los nédulos y raices

La recogida de nédulos y raices de Alnus glutinosa se hizo en &rboles
de distinta edad y situacién en el soto de un modo aleatorio. Los nédulos y
raices de distinto tamafio y procedencia se guardaron en bolsas de plastico
nuevas, desprecidndose aquellos que presentaban signos de necrosis. Para
retardar el inicio del proceso necrético los nédulos fueron trasladados al
laboratorio a 4°C v sin desprenderlos de las raices.

2.5. Obtencidn de los exudados

2.5.1. ObtenciGn de exudados nodulares y radicales

La abtencién de exudados nodulares y radicales se realizé parcialmente
segin los métodos de Ayers y Thornthon (1968). Un esquema del método se
ilustra en la figura 2.1.

Una vez en el laboratorio, se lavaron raices y nédulos con agua destilada
vy se dispusieron tres lotes de 100, 50 v 20 g (peso fresco). Seguidamente,
fueron esterilizados con hipoclorito para que los microorganismos rizoplanicos
no actuasen sobre los exudados. Posteriormente se retiré el hipoclorito mediante
tres lavados sucesivos con agqua estéril. Los nédulos y raices fueron secados en
condiciones asépticas en una campana de flujo laminar durante 7 dias. De esta
manera se provoca la necrosis por estrés hidrico y por falta de aporte de
nutrientes y fotosintatos.

Transcurridos 7 dias, los lotes de nédulos y raices, fueron introducidos
en tres vasos de precipitado que contenian cada uno un litro de agua destilada
estéril v se tuvieron en maceracién durante 12 horas. En este periocdo la
campana de flujo laminar era encendida cada 3 horas para extraer humedad y
evitar contaminaciones. Asi mismo cada 6 horas se encendia la lampara de luz
ultravioleta durante 10 minutos. El sobrenadante se filtr6 en condiciones
estériles, obteniéndose de esta manera las soluciones de exudados nodulares y

radicales en cada caso, en tres concentraciones: 10%, 5% y 2%.
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El liquido resultante de cada maceracién se distribuyé, en condiciones
estériles, en tubos de ensayo y se congelé a -20°C, para poder emplear la
cantidad necesaria en cada experiencia.

2.5.2. Obtencién de exudados de plantas noduladas y sin nodular

La obtencién de los exudados de plantas noduladas ¥y sin nodular se
basa parcialmente en los métodos de Svenninngsson et al. {(1990). Un esquema
del método se ilustra en la figura 2.2.

Las semillas se esterilizaron superficialmente con hipoclorito sédico (10
g/1), durante 20 minutos, lavdndose posteriormente cuatro veces con agua
destilada y estéril. Estas se sembraron en ocho bandejas de plastico de 50 x 30
x 5 cm, lavadas previamente con alcohol de 96% y agua destilada y estéril, que
contenian vermiculita Termita n23, estéril. Se regaron con solucién Crone con
nitrégeno (véase apéndice A, tabla A.I.1), estéril, diluida a 1/4 y ajustada a
pH 5 con H,S0, 2N. Efectuada la siembra se taparon la bandejas con plastico
perforado "Glad" para favorecer las condiciones dptimas de humedad. Se
mantuvieron en una cdmara de germinacién a 21°C con un fotoperiode de 10 h
de luz, regdndose diariamente a peso constante con la misma solucisn estéril.

Transcurridas cuatro semanas desde el inicio de la germinacion, cuando
las plantulas tenian 2 ¢ 3 hojas bien desarrolladas se procedid a la nodulacién
regando cuatro de las ocho bandejas con un macerado de nédulos de aliso. Los
nddulos empleados para el macerado se esterilizaron superficialmente con
hipoclorito sédico (40 g/1) durante 20 minutes y se lavaron cinco veces con agua
destilada y estéril. El macerado de nédulos se preparé machacando estos con
un mortero de vidrio en condiciones asépticas. Las plantas noduladas se regaron
desde cuatro dias antes de la nodulacién con Crone sin nitrégeno.

Se dejaron crecer las plantas hasta que tenian 8 pares de hojas,
elimindndose (tanto en las noduladas como en las no noduladas) las que
mostraban signos de necrosis foliar, en ese momento se pasaron a cultvo
hidropénico. A fin de eliminar contaminacién rizosférica se esterilizaron los
aparatos radicales con hipoclorito s6dico (10 g/1) durante 3 minutos lavdndose
7 veces con abundante agua a pH 4 y estéril. El medio consistié en sclucién
nutritiva Crone sin nitrdgeno en las plantas noduladas y Crone con nitrégeno
en las plantas sin nodular, en todos los casos a pH 5 y a 1/2 de su
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concentracién. Los recipientes empleados para el cultivo hidropénico fueron
Erlenmeyer de 250 ml tapados con papel de aluminio, sujetdndose la planta al
cuello del recipiente mediante una hila de algodén hidréfobo.

Las plantas se mantuvieron en cultivo: hidropfénico una semana,
transcurrida la cual se eliminaron las plantas que mostraban signos de necrosis.
El resto se pasaron a un nuevo cultivo hidropénico igual al descrito
anteriormente donde se mantuvieron por espacio de dos semanas. Transcurrido
este periodo de tiempo se almacenaron los medios de crecimiento en los cuales
se encuentran los exudados. Se diluyeron con el propio medio de cultivo a la
mitad y a un cuarto, obteniéndose en cada caso (noduladas y sin nodular) tres
soluciones, al 100%, 50% y 25%. A continuacidén se almacenaron en lotes de 50 ml
a-20°C.

recogida de —- Separacién de Nédulos |
muestras ¥y Ralces
e

¢ Nodulos 4_..|_. Ralces

*c @ v v
Fracclones de 100, 80 y 20 g,

Secado (7 dias)

Maceracion (12 horas)

Fllitraolén

[oonsiacion]

fLotes al 10% , 6% y 2%

Figura 2.1. Protocolo de obtencidén de los exudados nodulares y radicales.
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Figura 2.2. Protocolo de obtencién de exudados de plantas noduladas y plantas
sin nodular.

2.6. Caracterizacién de suelos y exudados

Tanto las muestras de suelo como los exudados (nodulares, radicales, de
plantas noduladas y de plantas sin nodular) se sometieron a andlisis
fisicoquimicos para caracterizarlos. A continuacién pasamos a describir la
metodologia empleada en cada caso.

2.6.1. Andlisis fisicoquimico en suelos

En los métodos que se describen a continuacién se emplearon fracciones
de suelo separadas a tal efecto (véanse apartados 2.1 y 2.3.).

2.6.1.a. Capacidad de retencién mixima (CRM)
Se determiné por el método de Garcia Trejo (1981). Las muestras de suelo
fueron secadas a 110 °C durante 24 h. Posteriormente se dispusieron 5 g de

tierra sobre algodén hidréfobo en un embudo. A continuacién se fue goteando
agua mediante una bureta sobre el montaje antes descrito, hasta que cayé del
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embudo la primera gota. El volumen de agua empleado es la CRM expresado en
ml/g.

2.6.1.b. Textura de las suelos

La textura de cada suelo se determiné por el método de Bouyucos. Este
método se basa en la dispersién de las particulas en un medio liquido, utilizando
una solucién acuosa de metafosfato sédico y carbonato sddico en cantidad
suficiente para obtener un concentracién 0.5 N de sodio. Previamente la muestra
fue tratada con perdéxido de hidrdgeno para eliminar la materia orgdnica, filtrada
y lavada con agua. Mediante el densimetro de Bouyucos se comprueba la
densidad de la suspensién a tiempos determinados y aplicando la ecuacién de
Stokes se obtiene el didmetro de las particulas sedimentadas (Day, 1965).

2.6.1.c. Medida del pH

Se realizé frente a agua destilada. Se mezclaron 20 g de tierra y 20 ml de
agua destilada, agitdndose la mezcla durante 20 minutos. Después se midié con
un peachimetro Beckman ¢ 12 P/N 123134 provisto de un electrodo combinado
de vidrio modelo Radiometer GK 2401 C.

2.6.1.d. Determinacién del nitrégeno total

Las muestras de suelo se sometieron a digestién segqin el método de
Kjeldhal (1883) y posterioriormente se valoré el amonio producido, mediante
electrodo selectivo. A continuacion se describe el método detalladamente.

Las muestras de suelo se secaron a 55°C hasta pesc constante en las tres
primeras cifras decimales. A 2 g de la muestra se le afladieron 25 m} de H,SO,
concentrado y 10 g de catalizador (K,SO, y CuSO,, 15:0.5). La mezcla se
mantuvo a 500°C durante 1 hora para que el Acido oxidara los distintos
componentes y todo el nitrégeno pasara a {NH,).S0,. Una vez frio se extrajo 1
ml del liquido digerido y se diluyd en 45 ml de agua destilada. Se afiadieron 5
ml de NaOH 10 M vy se agito para facilitar la sustitucidén del amonio. El amonio
liberado se determiné por un electrodo especifice, modelo ORION 95-10-00
conectado a un mv/pHmetro CRISON digit 501.
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Los datos obtenidos se llevaron a una recta patrén con el fin de ser
transformados en unidades de nitrégeno total. Esta recta se trazé a partir de
diluciones sucesivas de una estdndar de 100 ppm de NH,Cl. Los valores
correspondientes se ajustaron a una recta por el método de los minimos
cuadrados.

2.6.1.e. Determinacién del nitrégeno amonio

Se partié de 5 g de suelo a los que se afiadieron 45 ml de agua destilada
v 5 ml de NaOH 10 M. La mezcla se agitdé y el amonio liberado se determind con
el mismo electrodo y mv/pHmetro descritos anteriormente.

Los datos obtenidos se llevaron a una recta patrdn a partir de diluciones
sucesivas de una solucién estdndar de 100 ppm de NH_C1 como fuente de amonio.
Los valores correspondientes se ajustaron a una recta por el método de los

minimos cuadrados.

2.6.1.f, Determinacién del nitrégeno nitrato

Se siguid el método de Milham et al. (1970). Se tomaron 4 g de suelo y se
disolvieron en 20 ml de una solucidn extractora del ién nitrato (véase apéndice
A, Tabla A.1.2). Mediante agitacién vigorosa durante 20 minutos se logra que
los nitratos de la muestra difundan al medio acuoso. la solucién se deja

sedimentar v se procede a medir la concentracién de nitrato.

Como en los casos anteriores se empled un mv/pHmetro CRISON digit 501,
provisto de un electrodo especifico de nitratc ORION 93-07-00 y un electrodo
de referencia ORION 90-02-00.

A partir de diluciones sucesivas de una estandar de 200 ppm de KNQO; en
solucién extractora, se realizé la recta patrén. Los wvalores obtenidos se

ajustaron por el método de los minimos cuadrados.

2.6.1.g. Determinacién de carbono orgdnico

Se empleé el método de Walkley y Black (1934) modificado. Se basa en la
oxidacién del material del suelo facilmente oxidable con dicromato potdsico. La
muestra de suelo se traté con exceso de oxidante y la proporcién gastada de
este se determiné valorando por retroceso con una solucién valorada de sal

ferrosa.
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A 1 g de suelo secado a 55 °C hasta pesada constante en las tres primeras
cifras decimales, se le afiadieron 15 ml de K,Cr,0, 1 N y 20 ml de H,SO,
concentrado agitando la mezcla un minuto y dejdndola reposar durante treinta.
A continuacién se diluyé con 200 ml de agua destilada, con el objeto de facilitar
la observacién del punto final de la titulacién. Se afiadieron 25 ml de H,PO, al
50% (v/v) para hacer mds patente gl viraje ¥y 20 gotas de difenilamina sulfiirica
como indicador. Se valoré con FeSQO, 0.5 N por retroceso. Simultdneamente se
realizé todo el proceso con un control sin suelo, para valorar los productos
oxidantes de los reactivos.

En la obtencién del porcentaje de carbono organico de la muestra de suelo
se considerd que 1 m! de K,Cr,0, es equivalente a 0.003 g de carbono, y que
el método es efectivo en un 75% por lo cual el factor de correccién al 100% es
1.33 (Garcia-Trejo, 1981).

2.6.2. Andlisis fisicoquimico de los exudados

Las soluciones de exudados obtenidos segiin los apartados 2.5.1. y 2.5.2.
se caracterizaron estudidndose las wvariables mds interesantes de cara al
presente trabajo.

El pH se midid directamente en el extracto de exudados en las mismas
condiciones en que se determiné en las fracciones de suelo.

La medicién de nitrégeno total se hizo conforme se sefiala en el apartado
2.6.1.d. El volumen de solucién de exudados empleado fue 1 de ml.

El nitré6geno amonio se determiné del mismo modo al referido en el
apartado 2.6.1.e. ElI volumen de solucién de exudados empleado fue de 5 ml.

El nitrégeno nitrato como se sefialé en el apartado 2.6.1.f. El volumen
de solucidén de exudados empleado fue de 4 ml.

Finalmente la medicién de carbono orgdnico se hizo segin el protocelo
descrito en el apartado 2.6.1.g. El volumen de solucién de exudados empleado
fue de 1 ml.

2.6.3. Caracterizacién Bioquimica de los exudados
En la caracterizacion bioquimica de exudados nos hemos centrado en los
principios inmediatos que, segtn la bibliografia, de una forma general presentan

un efecto apreciable sobre el desarrollo y la actividad de los microorganismos

rizosféricos.
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2.6.3.1. Proteinas

El anélisis cuantitativo de las proteinas se realizé siguiendc los métodos
de Biuret y de Lowry (Gormale et al., 1949; Lowry et al. 1951). Se emplearon
dos métodos en previsién de las posibles interferencias que pueden darse entre
los polifenoles existentes en los exudados y el reactivo de Folin.

En ambos casos, la concentracién de proteinas se efectiio mediante
rotavapor a una temperatura de 35°C partiendo de 15 ml de exudados de cada
uno de los cuatro tipos en su forma mas concentrada. Una vez evaporada el
agua, se diluyé el precipitado en 2 ml de agua destilada, haciéndose un banco
de diluciones de 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/32, y 1/128 con los cuatro tipos de
exudados.

En ambos métodos se hace una valoracién colorimétrica de proteinas para
1o cual se construyd una recta patrén en cada casc.

Biuret: La recta se construyé a partir de 10 tubos de ensayo que
contenian 10 ml de seroalbimina en concentraciones desde 0 mg/ml hasta
1mg/ml. A cada tubo se le afiadieron 5 ml de NaOH 0.1 N y Tartrato Na-K al 20%
(p/v) en proporcién 0.5:25. Tras 15 minutos de reposo se leyd la absorbancia
a 500 nm en un colorimetro Spectronic 20D (Roy Milton Company). Con los
problemas (exudados nodulares, radicales, de plantas noduladas y de plantas
sin nodular) se efectud idéntico proceso, interpolandose los distintos valores en
la recta patrén construida a tal efecto.

Lowry: El protocolo es esencialmente el mismo, a excepcién de que ademas
se arfiaden 0.5 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu (Panreac) 1/3 diluido,
midiéndose también la absorbancia a 500 nm.

2.6.3.2. Hidratos de carbono
Los hidratos de carbonoc se wvaloraron cualitativamente, mediante
cromatografia en capa fina, siguiendo el método de Clark (1983). Los cuatro

tipos de exudados, se concentraron en rotavapor a partir de 20 ml. Los
concentrados se aplicaron en cromatofolio aluminado de celulosa F de 20 x 20 cm
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(Merck), aplicdndose también estandares de fructosa, galactosa, glucosa,
lactosa, maltosa, =xilosa, rafinosa, manosa, sacarosa, sorbosa, rhamnosa,
levulosa y sorbitol al 1% (p/v) en agua.

La cromatografia se corrid en una cubeta de vidrio, empledndose como fase
mévil isopropanol: Acido acético: agua (3:1:1). El revelado se efectud rociando
la cromatografia con reactivo de anilina-acido oxdlico. Dicho reactive estd
formado por una disolucién de anilina en agua destilada al 2% que se afiade con
dcido oxélico 0.25% (p/Vv), en proporcién 2:3, antes de rociar. El revelado se
completa manteniendo el papel de cromatografia en estufa a 110°C durante 15
minutos.

2.6.3.3. Lipidos

La caracterizacién de lipidos se efectudé cualitativa vy
semicuantitativamente, siguiendo ¢l método de Bligh y Dyer (1959). A 2 m] de
cada tipo de exudados se afiadieron 2 ml de cloroformo y 5 de metanol agitdndose
la mezcla durante 2 minutos. Seguidamente se afiadieron otros 2 ml de cloroformo
y tras agitar 2 minutos se centrifugé a 2500 rpm durante 5 minutos en una
centrifuga de mesa Selecta S-240. Efectuada la centrifugacién, se guardd la fase
orgdnica repitiéndose el proceso para la fase acuosa dos veces. Las tres fases
orgdnicas se juntaron tratdndose con Na,SO, anhidro para eliminar el agua.
Seguidamente se filtré a un tubo de peso conocido, evapordndose el cloroformo
mediante rotavapor a 35°C. Una vez eliminado el cloroformo se calculd la
cantidad de lipidos por diferencia.

El andlisis cualitativo se realiz6 en cada tipo de exudados mediante
cromatografia en capa fina en gel de silice. Los lipidos obtenidos como se
describidé en el parrafo precedente, se redisolvieron en 0.1 ml de cloroformo y
se aplicaron en una hoja de cromatografia (20 x 20 cm, Merck), junto a tres
patrones: lecitina, coleserol y tripalmitina al 10% en cloroformo. La cromatografia
se corrié en una cubeta de cristal, usando como fase mévil hexano: acetona:
dcido acético (70:30:2). Para el revelado, se rocié la cromatografia con dcido
fosfomalibdico al 10% en destilada y se mantuvo en estufa 10 minutos a 80°C.
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2.7. Andlisis de la actividad de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno
en presencia de exudados

Se determinaron: la actividad reductora del acetileno potencial (ARA), el
potencial amonificante {mineralizacién), el potencial nitrificante y el potencial
desnitrificante total. La valoracién de estas actividades se realizé aplicando los
exudados obtenidos segin se ha descrito en 2.5. sobre los suelos recogidos en
las zonas descritas en 2.1.

2.7.1. Determinacion de la actividad reductora de acetileno (ARA) potencial en
los suelos en presencia de exudados

La actividad reductora de acetileno en suelos se evalué siguiendo el
método de McNabb y Geist (1979) en las condiciones que proponen Grant y
Binkley (1987). Para ello se colocaron 50 g de los cuatro suelos en recipientes
estancos de 375 ml. A continuacion se afadieron los exudados nodulares al 10%;
la operacién se repitié para las concentraciones al 5% y 2%, y siguiendo el mismo
método para los exudados radicales obtenidos en ambos casos como se indica en
2.5.1. Respectivamente los tratamientos se denominaron TI1N y T1R, cuando se
aplican los exudados al 10%, T2N y T2R al 5% y T3N y T3R al 2%, indicando la
letra N o R si los exudados son de origen nodular o radical {Esta nomenclatura
se sigue en todo el apartado 2.7 y capitulo 4). En todos los casos se llevaron
a CRM. Ademids se hicieron seis controles:

El primero (comin para nodulares y radicales) con agua destilada estéril
a CRM (Ca).

El segundo adicionando el maximo aporte de carbono que proporcionan los
exudados en forma de qlucosa (2.66%, en nodulares y 2.053% en radicales) y
agua destilada estéril a CRM {Co]}.

El tercer control, fue andlogo al sequndo pero con doble concentracién de
glucosa, es decir un 5.32 2 en nodulares y 4.106% en radicales H(2C).

En el cuarto control se adicioné la misma cantidad de glucosa que en el
segundo control y se llevé a CRM con los exudados en su méxima concentracién
es decir al 10% (C+E).

En el quinto control se adiciond la misma cantidad de glucosa que en Co
v se llevé a CRM con una disolucién de Na,MoO, de 2.5 g/1, (M+C).

Fl sexto control con una disolucién de Na,MoO, de 2.5 g/1 a CRM, M.
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En el caso de los ensayos con exudados de plantas noduiadas y sin
nodular se procedié de modo andlogo al descrito anteriormente, es decir
también se aplicaron los exudados, en este caso obtenidos segun el apartado
2.5.2, al 100%, 50% y 25%, respectivamente tratamientos T1, T2, y T3PN cuando
los exudados procedian de plantas noduladas y T1l, T2 Y T3PSN cuando
procedian de plantas sin nodular. En los controles se introdujeron las siguientes
modificaciones: Los controles Co llevaron en ese caso un 4.01% de glucosa en
exudados de plantas noduladas y 2.36% en los de plantas sin nodular; los
controles 2C se efectuaron con 8.02 % en el caso de exudados de plantas
nceduladas y 4.72% en los de plantas sin nodular. Ademds se efectuaron otros
dos controles comunes para ambos tipos de exudados: el primero con Crone con
nitrégeno, a CRM (CN) y el segundc con Crone sin nitrégeno, también a CRM
(SN}, ya que los exudados se colectaron en el medio nutritivo Crone en el gque

crecieron las plantas.

Posteriormente se sustituyé un 10% de la atmésfera de los recipientes por
acetileno y se dejaron en incubacidn durante 24 horas a temperatura ambiente.
Al mismo tiempo se realizaron incubaciones sin acetilenc en los cuatro suelos
para estimar la emisién de etileno procedente de otras fuentes que no fuera la
reduccién del acetileno.

El etileno producido tras una hora de incubacién se midié en un
cromatégrafo de gases KONIC 3000 HRGC, con un detector de ionizacién de
llama y una cclumna Porapak R {malla 80/100) de 150 cm de longitud y 0.3 cm
de seccién, en las condiciones siguientes:

Temperatura de la columna: 50 °C,

Temperatura del inyector: 100 °C.

Temperatura del detector: 150 °C.

Gas portador: Nitrdgeno.

Flujo del gas portador: 20 ml/min.

Volumen de la muestra: 0.5 ml.

2.7.2. Determinacién del potencial amonificante en presencia de exudados
Para evaluar la amonificacién potencial se siguié el método de Standford

y Smith (1972). En recipientes de 120 ml se incubaron: 15 g de cada suelo, 0.09
g de Asn, 0.15 ml de solucién de oligoelementos, 3.75 ml de solucién de
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Winograsky doble concentrada y exudados nodulares o radicales (T1N y TIR;
T2N y T2R; T3N y T3R) hasta la CRM. Se hicieron dos controles: el primero
con 0.09 g de Asn y agua destilada estéril (Ca). El segundo control se hizo con
0.09 g de Asn adicionando el mdximo aporte de nitrégeno mineralizable de los
exudados (el que aporte cada la solucién de exudados al 10%) en forma de N-
Asn y las soluciones de oligoelementos (0.15 ml) y Winograsky (3.75 ml doble
concentrada) junto con agua destilada estéril hasta CRM (CNN y CNR).

En el caso de los exudados de plantas noduladas y sin nodular, ademds
de los distintos tratamientos (T1, T2 v T3 de PN y PSN) se efectuaron otros
dos controles mas con Crone con y sin nitrégeno andalogos a los descritos en el
epigrafe precdente.

Los recipientes se taparon con algoddn para evitar contaminaciones y
permitir la transpiracién. Se incubaron 72 h en oscuridad a 21°C.

De todos los recipientes se tomaron 5 g de la mezcla al iniciarse la
incubacién y otros tantos finalizar la misma. En estos alicuotas se midié el
amonio producido, obteniéndose Nt, del modo en que se resefia en el apartado
2.6.1.e. Posteriormente se calculd el potencial mineralizante por la ecuacién de
Stanford y Smith (1972):

log (No-Nt) = log No®¢,

donde "k" es dicho potencial o la tasa de mineralizacién, No, el N
mineralizable a tiempo cero (Asn) y t 72 h.

2.7.3. Determinacién del potencial nitrificante en presencia de exudados

Para la determinacidn del potencial nitrificante se siguié el método de
Adams y Attwill (1982). Se incubaron 100 g de suelo y se introdujeron en
recipientes de 500 ml. A cada suelo se agregaron las soluciones de exudados
radicales y nodulares al 10%, 5% y 2% (TIN y T1R; T2N y T2R; T3N y T3R) a
CRM v se suplementaron con 0.016 g de (NH,),SO,, cantidad suficiente para que
la concentracién de amonio sea superior a 10 ppm e inferior a 800 ppm. Por
debajo de 10 ppm el amonio es limitante para la nitrificacién (Verstrate, 1981)
y por encima de 800 ppm se inhibe el proceso (Jones y Hedlin, 1970).
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Ademds se hizo un control comin para ambos con agua y 0.016 g
(NH,).S0O, (Ca) y otro con la citada cantidad (NH,),S0,, el aporte mdximo de
amonio de exudados y agua, siempre a CRM (CNN y CNR).

En el caso de los exudados de plantas noduladas y sin nodular, aparte de
los diferentes tratamientos (T1, T2 y T3 de PN y PSN) se efectuaron controles
con Crone con y sin nitrégeno como los descritos en los apartados precedentes.
Los recipientes se taparon con algodén para evitar contaminaciones y permitir
la transpiracion.

Se tomé una muestra de suelo de cada recipiente al inicio de la incubacién
y se midid el contenido en nitrato. La incubacién se wverificé en oscuridad
durante 20 dias a 21 °C, transcurridos los cuales se procedié a medir el
contenido en nitrato. Las mediciones de este se hicieron como se indica en el
apartado 2.6.1.f. El incrementc en nitrato en ppm durante dicho periodo es el
potencial nitrificante. Durante 1a incubacién se pesaron los recipientes cada 48
horas para reponer con agua destilada estéril las pérdidas de humedad.

2.7.4. Determinacién del potencial desnitrificante total en presencia de exudados

Se efectud por el método de inhibicidn por acetileno (Yoshinari y Knowles,
1976), en las condiciones descritas por Vinther (1984). Se tomaron 50 g de
tierra a los gue se adicionaron los exudados nodulares y radicales {T1N y T1R;
T2N y T2R; T3N y T3R) hasta CRM y se introdujeron en recipientes estancos
de 375 ml de volumen. A continuacidn se sustituyeron 37.5 ml de la atmésfera
del recipiente por otros tantos de acetileno. En esta experiencia se hicieron
controles iguales a los descritos en el apartado 2.7.1, a excepcién de los que
contenian molibdeno.

En el caso de los exudados de plantas noduladas y sin nodular, ademds
de los diferentes tratamientos se efectuaron también controles con Crone con y

sin nitrégeno.

Los suelos se incubaron durante 96 horas a 21°C. El 6xido nitroso
producido se evalué por cromatografia de gases en un cromatégrafo KONIK 3000
HRGC, con un detector de conductividad térmica y una columna Cromosorb 101
(malla 80/100) de 200 cm de longitud y 0.2 cm de seccién, en las siguientes
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condiciones: .
Temperatura de la columna: 45°C
Temperatura del inyector: 75°C
Temperatura del detector: 100°C
Gas portador: Helio
Flujo del gas Portador: 18 ml/min
Volumen de Muestra: 1 ml

2.7.5. Produccién de diéxido de carbono en presencia de exudados

Para establecer la produccién de CO, se empled el mismo protocolo que en
la desnitrificacién, tanto en las condiciones de incubacién como de
cromatografia. La columna y condiciones empleadas permiten separar el CO, del
resto de los gases y por lo tanto conocer la produccién de CO, en nmoles g™ ! de
suelo h™.

2.8. Tratamiento de la informacién

En este estudio se ha trabajado con variables fisicogquimicas y biéticas.
Aunque los métodos empleados son de uso bastante generalizado, estén
expuestos a posibles errores experimentales, si bien la eficiencia y limitaciones
de dichos métodos estdn suficientemente probadas. Las mediciones en cada
prueba (tanto fisicoquimicas como bidticas) se han hecho sin seguir orden en
las réplicas, por lo que el error experimental es aleatorio. Asi pues la
distribucién de una variable determinada y sus errores se pueden considerar
como aleatorios, o al menos lo suficientemente parecidos para permitir el empleo
de pruebas paramétricas en el contraste de las hipétesis formuladas.

Las fuentes de variacién son la concentracion de exudados (nédulares y
radicales por una parte vy los de plantas noduladas y sin nodular por otra), los
respectivos controles y los cuatro suelos ensayados. Para la comparacion de los
datos bidticos se ha empleado el andlisis de la varianza (ANQVA) bidirecional
con réplicas y dos factores de variacién (Sokoal y Rohlf, 1979): concentracién
de exudados y tipo de suelo. La actividad biolSgica de los distintos grupos
funcionales se considera por separado. Por una parte en presencia de exudados
nodulares y radicales y por oitra en presencia de exudados de plantas
noduladas y sin nodular. Esta separacién responde a las diferencias existentes
en el procesc de obtencidén de las dos grupos de exudados.
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Cuando dichos factores influyen significativamente al nivel del 95% (*) o
del 992 (**), se procede a la comparacién de los valores medios mediante el test
estddistico LSD (minima diferencia significativa) (Sokoal y Rohif, 1979).

Por otra parte se han comparado los datos fisicoquimicos de los suelos y
de los exudados mediante analisis de la varianza unidireccional con réplicas,
con el fin de estimar las diferencias en cada parametro (pH, carbono organico,
Nitrégeno total, N-amonio y N-nitrato) entre los cuatro suelos.
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3. MATERTALES Y METODOS EMPLEADOS EN LAS EXPERIENCIAS
REALIZADAS EN EL SENTIDO SUELO-PLANTA



3.1. Determinacién de las bacterias rizosféricas de Alnus glutinosa.

La seleccién de bacterias rizosféricas se realizé en una aliseda préxima a
"Los Toros de Guisando", coordenadas UTM 30TUK778691. La aliseda esta
situada en los margenes del arroyo "Las Tértolas" y ya ha sido descrita en el
apartado 2.1.

3.1.1. Recogida y preparacién de muestras de suelo

Las muestras de suelo rizosférico se recogieron al principio y mediados
de cada estacién. En cada momento del muestreo se recogieron tres réplicas.
Cada una de las réplicas estd constituida por el suelo adherido a ocho raices (de
calibre comprendido entre 10 y 50 mm) recolectadas a una profundidad de 10 a
20 cm, de alisos seleccionados al azar., Las tres réplicas se corresponden con las
tres zonas de muestreo, gue son el resultado de dividir la aliseda en tres
parcelas de superficie semejante.

Las muestras se recogieron en condiciones asépticas, con una azada
previamente flameada se retiré la hojarasca. Seguidamente se recogieron las
porciones de suelo en cada punto seleccionado, se introdujeron en bolsas de
pldstico estériles y se trasladaron al laboratorio a 4°C.

L.as muestras se tamizaron a través de mallas de 2.0 mm, separandose las
fracciones destinadas a los andlisis fisicoquimicos y las destinadas a los andlisis
de las actividades microbiolégicas. Las primeras fueron secadas a 55°C para
evitar pérdidas significativas de nitrégeno inorgdnico. Las segundas se
conservaron en recipientes estériles a 4°C.

3.1.2. Preparacién de las suspensiones-diluciones de suelo y seleccién de las
bacterias identificadas

Se elabord un banco de diluciones sucesivas partiendo de 10 g de suelo
de cada una de las réplicas. Cada una de ellas corresponde a las tres zonas de
muestreo en que se dividié la aliseda. La tierra se deposité en un mortero
estéril y se trituréd finamente. Se agregaron 20 ml de agua destilada estéril y
se continué triturando la muestra. Posteriormente se trasvasé a un erlenmeyer
estéril, lavando varias wveces el mortero con peguefias fracciones de agua
también estéril hasta completar en el erlenmeyer 100 ml. A partir de aqui se
hicieron diluciones sucesivas hasta la 107°.
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Un ml de las suspensiones-diluciones de cada una de las réplicas se
sembré en un medio nutritivo completo con solucién salina de Winogradsky,
oligoelementos y extracto de tierra {véase apéndice A.I1.1). Las placas se

incubaron a 28°C durante 36 h.

De cada una de las tres réplicas se seleccionaron al azar 50 colonias de
a 10°°).
determinacién de las colonias hasta el nivel de género se sembraron en agar B
de King, agar McKonkey, D, v D, {(Kado y Heskett, 1970), v se realizaron

las placas en que se hallaron colonias aisladas (10°° Para la

pruebas bioquimicas siguiendo el esquema diagndstico de Acero et al. (1994).

I: Bacillus; 11t Coryneformes; I1I: Micrococcus; IV: Pseudomonas; Vi Pseudomonas-Alcaligemes; VI: Moraxells:
VIL:
Bgrobacteriup; KII1; Erwinia; *: No se encontrsroa.

¥anthomanzs; VIII; Acinetobacter; IX: Flavobacterium; X: Enterobacteriaceae; XI: Strentomvces; XII:

Colonias

Catalasa
Filamentosos Baclios ' .
o0 cocos Pigmentacion de colonlas
Xl l I ] :
Resistenc!s Transparente y blanca Amarllle, rosa
al celor l o norlanja
8! No Hugh & Leifson’s Hugh & Leitson’s
| teat test
Catalasa G"m Oxldativo | Fermentative
l l Oxidativo |Fermantativo
I_ Aﬂ.r D'J x No acldo
I [ No &cido IX
Gocos Baolios Catalase . (00 | Golonlas Agar
- amarilics azules Kovacs Kovacs Me Konckey
I - *
. X Xl H_ : 1
Morfologia Movlll&ad I Cracen en
No orsoen _L vill Vil Agar D,
Bacllos Cocos I 8i-No BA'qunf _I_
n I IV Ager VI 9 8l —No
v XM X
v
Figura 3.1. Esquema diagndstico de Acero et al., 1994,
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3.1.3. Identificacién de bacterias pertenecientes a los géneros mayoritarios
({Bacillus y Pseudomonas)

Con las bacterias mayoritarias de cada momento de muestreo (identificadas
a nivel de género) se procedid a una identificacién mds exhaustiva. El objetivo
no fue tanto una identificacién especifica sino un estudio de capacidades
metabdlicas muy concretas encaminado a separar grupos de especies.

Los dos géneros bacterianos estudiados fueron Bacillus y Pseudomonas.

Para ello se procedié como sigue:

a) Pseudomonas: Para la formacién de grupos subgenéricos de este género
se empleo el Kit de identificacién API 10-S (API SYSTEM S.A., Francia). Hay
que destacar que este kit estd disefiado para identificacién de especies
patolégicas humanas. Sin embargo Alstrém (1987) utiliza este Kit para la
tipificacién de bacterias rizosféricas con buenos resultados. Los 10 tests de que
consta el kit son:

ONPG: B-Galactosidasa GLU: Ferm./ox. de glucosa

ARA: Ferm./ox. de arabinosa LDC: Lysina decarboxilasa

ODC: Ornitina descarboxilasa CIT: Utilizacién del citrato

H.S: Produccidén de sulfhidrico URE: Ureasa

TDA: Triptofano desaminasa IND: Produccién de Indol

OX: Citocromo oxidasa NO,: Produccién de diéxido de nitrégeno

Los tests TDA, IND, NO, y OX, requieren para su revelado reactivos
especificos cuya composicién se detalla en el apéndice A (A.I1.2).

Del conjunto de reacciones se obtiene un indice numérico de 4 digitos.
Estos proceden de la suma de los valores positivos de los tests positivos de cada
grupo de 3 tests, del siguiente modo:

ONPG GLU ARA LDC ODC CIT H,S URE TDA IND OX NO,
1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

La identificacién se efectud por la tabla de resultados del test que
suministra el fabricante encontrandose tres grupos de cepas.
A: Cédigo inentificacién Api 2422: P. putida, P. fluorescens o P.

aeruginosa con un 91 % de probabilidad.

B: Cdédigo inentificacién Api 0406: Pseudomonas sp con un S50 % de
probabilidad.

C: Codigo inentificacion Api 2422: Pseudomonas sp con un 80 % de
probabilidad.
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b) Bacillus: En el caso de este género la formacién de grupos
subgenéricos se efectud a partir de 5 tests (todos ellos salvo el primero existen
en el Kit Api-10):

CAT: Catalasa GLU: Fermentacidén/oxidacién de glucosa

CIT: Utilizacién de citrato IND: Produccién de Indol

ARA: Fermentacién/oxidacién de arabinosa

Con estos tests se disefié un protocolo dicotémico para la formacién de
grupos basado en las caracteristicas de diferentes especies de Bacillus recogidas
por el manual Bergey. El protocolo se representa en la figura 3.2.

CATALASA ——@ 2,27

?__ _?
GLUCDSA @ 12 GLUCOSA

Ht s

7,15,31,32 Il 16,18,29
50,2434 |V
T
CITRATO 4,13,14,18,22
23,25,26,29

ARABINOSA

1,10,20,21,30,34 Vi

UsSO DE
f entacld

3,19,28 Vil

Figura 3.2. Protocolo para la identificacién de grupos de especies del
género Bacillus. ] B. Subtilis 2 B. acidocladarius 3 B. alcalophillus 4 B. alvei 5 B. antracis § B.

— — E——— — — | — — — — — —— — ——— — — —

panthotenicus 27 B. pausterii 28 B. polimyxa 29 B. popillae 30 B. pumillus 31 B. schelgelii 32 B. sphaericus
33 B. staerotersophilus 34 B. thuringensis
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3.1.4. Andlisis de los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno

Todos los medios de cultivo empleados en el andlisis de los distintos
grupos funcionales {ver apéndice A, A.II.2) se elaboraron segun las técnicas
de Pochon y Tardieux (1962). También aparece en el apéndice la composicién de
los reactivos empleados en este apartado.

Cada una de las bacterias pertenecientes al génerc mayoritario del primer
muestreo se inocularon por triplicado en los medios de cultivo, operando a

continuacion como se especifica para cada grupo fisiolégico.

a) Diazotrofos aerobios

Se pusieron 5 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con
tapones de metal y se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 110°C.
Tras la inoculacién los tubos mediante un asa de siembra, se incubaron en
estufa a 33°C durante 15 dias. A continuacién se puso 1 ml de cada tubo en
viales estériles de 12 ml de capacidad que se cerraron con tapones de goma
estancos a los gases, fijdndolos con una arandela metdlica. Luego se extrajeron
1.2 ml de aire de cada vial que se reemplazaron por igual cantidad de acetileno.
Los viales se incubaron a 28°C durante 24 horas. Los tubos en los que se
detectd etileno se consideraron positivos. El etileno producido se detecto en el
mismo equipo y con el mismo protocolo al descrito en el apartado 2.7.1.

b) Diazotrofos anaerobios

Se pusieron 10 ml de medio en tubos de 16x160 mm y en cada tubo se
introdujo una campana Durham. Se taparon con tapones metdlicos y se
esterilizaron en autoclave a 110°C durante 20 minutos. Tras la inoculacién con
asa de siembra, se incubaron en estufa a 28 °C durante 15 dias.

Se consideraron positivos los tubos en los que tras la incubacién habia

desprendimiento de gas.

c) Amonificantes

Se pusieron 10 ml del medio en tubos de 16x160mm que se taparon con
tapones metdlicos y se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 110°C.
Tras la inoculacidén con asa de siembra, los tubos se incubaron en estufa a 28°C

durante 15 dias.
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Después de la incubacién se retiré con una pipeta estéril 1 ml de cada
tubo que se pasd a otro tubo al que se le afiadieron dos gotas del reactivo de
Nessler. Se consideraron positivos los tubos en los que el color amarillo viré a
anaranjado.

d) Nitrificantes nitrosos

Se puso 1 ml del medio en tubos de hemolisis de 16x160mm. Se taparon con
tapones metédlicos y se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 110°C.
Tras la inoculacién con asa de siembra, se incubaron en estufa a 28°C durante
40 dias.

Después de la incubacién se retiraron con una pipeta estéril 0.2 ml de
cada tubo que se pasaron a un tubo eppendorf donde se afiadieron 10 gotas de
dcido sulfdrico concentrado y 10 gotas de difenilamina sulfdrica y se
consideraron positivos los que presentaron la coloracién azul.

e) Nitrificantes nitricos

Se pusieron 3 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con
tapones metdlicos y se esterilizaron en el autoclave durante 20 minutos a 110°C.
Tras la siembra con asa, los tubos se incubaron en estufa a 28°C durante 40
dias,

Después de la incubacién se tomaron 0.2 ml de cada tubo con una pipeta
estéril y se pasaron a un eppendorf al que se les afiadieron 50 mg de urea, 10
gotas de sulfdrico concentrado y 10 de difenilamina sulfdrica. Se consideraron

positives aquellos tubos que presentaron coloracién azul.

f) Desnitrificantes

Se pusieron 10 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con
tapones metédlicos y se esterilizaron en autoclave durante 20 minutos a 110°C.
Tras la inoculacién con asa de siembra, se incubaron en estufa a 28 °C durante
15 dias.

Después de la incubacidén se retiraron con un pipeta estéril 0.2 ml de cada
tubo que se pasaron a tubos eppendorf. Se realizé la prueba de los nitratos
seglin se ha descrito en el caso de los microorganismos nitrificantes nitricos
pero en este caso se consideraron positivos los tubos en los que no se detecté

la presencia de nitratos.
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3.2. Efectos de las rizobacterias mayoritarias sobre la germinacién y
crecimiento de Alnus glutinosa. Pescripcién general del procedimiento.

Al disefiar las experiencias para estudiar los efectos de las rizobacterias
sobre las plantas se tuvieron en cuenta las siguientes consideraciones:

(i) Qué parametros biométricos, fisiolégicos © quimicos se deberian
ensayar en las plantas germinadas o crecidas bajo el efecto de las rizobacterias,
para demostrar su efecto sobre ellas. En este sentido hemos considerado util
comprobar la capacidad de germinacién y el desarrollo de la planta durante las
primeras etapas de su crecimiento, tanto en plantas noduladas como sin nodular.
También se han considerado pardmetros como el nitrégeno total y los referentes
a la estima scbre la capacidad de fijacién de nitrégeno mediante el ARA y otros
de tipo indirecto, como nimero de nddules, lébules por nédulo, produccién de
CO, por estos y peso nodular,

(ii} La forma de establecer la relacién entre las rizobacterias y las
plantas. Las posibilidades al respecto son dos: bien, tal y como hacen autores
como Alstrdm (1987}, inoculande una cantidad determinada de bacterias por
planta o bien afiadiendo a la planta el medic donde han crecido las bacterias,
eliminando estas por centrifugado y filtracién. Se optdé por ese segundo
procedimiento por motivos que se discuten més adelante,

Tante en el caso de los ensayes de germinacion como de desarrollo se
realizaron con dos concentraciones de medic de crecimiento bacteriano: 10% y
20%.

3.2.1. Seleccién de cepas de rizobacerias ensayadas

Para los ensayos biolégicos se hizo una seleccién de las 156 cepas
bhacterianas de los grupos mayoritarios de la rizosfera de Alnus glutinosa,

obtenidas como se resefié en 3.1.2.

La seleccidn se hizo al azar, tomando el 20% de las bacterias mayoritarias
de cada estacidn del siguiente modo (tabla 3.I):
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Tabla 3.1. Bacterias seleccionadas para la realizacién de las pruebas biolégicas.
La formacién de los grupos a los que se hace referencia se describe en el
apartado 3.1.3.

ESTACION BACTERIAS GRUPQO N2 TOTAL SELECCIONADAS
Primavera Pseudomonas A 17 4
Primavera Pseudomonas B 1 0
Primavera Pseudomonas C 1 0
Primavera Bacillus I 0 0
Primavera Bacillus v 1 0
Primavera Bacillus v 1 0
Primavera Bacillus VI 7 2
Primavera Bacillus VvII 9 2
Verano Pseudomonas A 14 3
Verano Pseudomonas B 2 0
Verano Pseudomonas C 1 0
Otofio Bacillus I 2 0
Otofio Bacillus v 6 0
Otorio Bacillus v 3 0
Qtorio Bacillus VI 18 4
Otofio Bacillus VII 18 4
Invierno Bacillus I 0
Invierno Bacillus v 6 0
Invierno Bacillus v 0
Invierno Bacillus VI 22 4
Invierno Bacillus VII 22 4
TOTAL 156 27

Como se puede ver la seleccién se direcciond a las bacterias de los grupos
que aparecen en mayor nuimero. Con las bacterias seleccionadas se efectuaron
las pruebas biolégicas en las cuales se abordan los diferentes pardmetros

biométricos, quimicos y fisiolégicos.
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3.2.2. Preparacién del medio de cultivo bacteriano

Como se sefialé en el apartado 3.2., para comprobar el efecto de las
bacterias seleccionadas sobre las plantas se empleé el medio donde crecieron
dichas bacterias.

Cada una de las 27 colonias citadas en 3.2.1., se sembraron en matraces
de 250 ml que contenian 100 m! del siguiente medio:

Caldo nutritivo (Difco)..nvevneennaa-. 4 g
Extracto de Hierra ......cc0eivivnness 999 ml
Sol. Oligoelementos .........ccunuuue. 1ml

Se incubaron a 26°C vy agitacién 85 U/min, hasta que el medio alcanza una
transmitancia aproximadamente de 30 a una longitud de onda de 600 nm. Se
empleé un colorimetro SPECTRONIC 20 (Milton Roy Company).

Finalizada la incubacidn se centrifugd el medic en tubos de plastico estéril
a 5000 rpm durante 5 minutos, en una centrifuga de mesa Selecta Espiral-6. El
sobrenadante se conservd en alicuctas de 50 ml a -20°C.

3.2.3. Semillas y plantas de Alnus qlutinosa empleadas en los ensayos

Las semillas de Alnus glutinosa utilizadas en las pruebas bioldgicas se
recolectaron en los lugares y fechas siguientes:

LOCALIDAD ARBOL FECHA

Murguia, Alava. Rio Ugalde M1 Oct. 1993
Murguia, Alava. Rio Ugalde M2 Nowv. 1993
Murguia, Alava. Rio Ugalde M3 Nov. 1993
Guisando, Avila. A2 Tértelas 2.2 Oct. 1991
Guisando, Avila. AC Tdértolas 2.2 Oct. 1992
Guisando, Avila. AQ Tdértolas 1.3 Oct. 1992
Humanes, Guadalajara. Rio Sorbe A Nov. 1991
Humanes, Guadalajara. Rio Sorbe B Nov. 1991
Humanes, Guadalajara. Rio Sorbe C Nowv. 1990
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Las semillas han de cumplir la doble caracteristica de un alto porcentaje
de germinacién y poca variacién tanto en el tHempo de germinacién como en la
velocidad de crecimiento de la pldntula. Para ello se sembraron 900 semillas
(100 de cada una de las localidades y drboles de la tabla) estableciéndose un
porcentaje de germinacién del 92%.

Por otra parte y con el fin de establecer el grado de variabilidad genética
en las semillas en Alnus, se efectuaron electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE) segun el método de Payane et. al. (1981), sobre las
proteinas de reserva de 60 semillas de las distintas colecciones. Esta técnica se
emplea habitualmente como indicador de dicha wvariacién. Las proteinas de
reserva parecen estar en relacién con la velocidad de germinacién, crecimiento
y desarrollo en los primeros estadios.

Extraccidén de proteinas. Cada semilla se macerd en ¢l interior de un tubo
eppendorf, y se suspendidé en tampén de extraccidon (1 mg semilla : 25 wul
tampén, véase apéndice A, A.II.3), durante una hora, con agitacién ocasional.
Después se hirviercon durante un minuto y medio y se almacenan a 4°C hasta el
momento de la electroforesis.

Electroforesis; De cada extraccidn se insertaron 7ul en geles de SDS-
Poliacrilamida (SDS-PAGE) al 17.5%, con un gel "stacking" al 3%, que separa las
proteinas en funcién del peso molecular. La composicién de los geles se recoge
en el apéndice A (A.11.4).

Las electroforesis se desarrollaron durante 16 horas a voltaje constante
(50 V), quedando el frente sefialado por la pironina Y al borde del gel.

Tincidén: Los geles se dejaron tefiir qurante 24 horas en agitacién continua
en una disolucién de azul de coomassie R250 al 2%, etanol al 5% y A&cido
tricloroacético al 6%. Para desteiiir el fondo se utilizé6 agua destilada durante
tres o cuatro dias, también en continua agitacién aclardndose finalmente con
acético al 7%.

Almacenamiento definitivo: Se dejaron los geles en una solucién de

glicerina al 5% durante 24 horas, tras lo cual se dispusieron en un cristal, entre
dos hojas de papel celofdn empapadas en la misma solucién, dejdndose secar
entre una semana y semana y media.
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3.2.4. Ensayos de germinacidon

Las semillas empleadas para los ensayos de germinacién se sometieron a
vernalizacién. Para ello se mantuvieron 15 dias en arena lavada humeda a 4°C.
Una vez transcurridos los 15 dias se esterilizaron superficialmente tratando
durante 2 minutos con hipoclorito sédico (20 g/1). Posteriormente se aclararon
5 veces con agua destilada v estéril.

Se dispusieron 10 semillas en placas petri, equidistantes, haciéndose tres
réplicas por concentracién de medio de crecimiento bacteriano ensayado. El
medio de soporte de las semillas fue el que a continuacién se resefia:

Agar-agar 12 g
Crone con N 2.5 g
Sol. de oligoelementos 1 ml
Ac. Propidnico 0.01 ml

El medio se esterilizé a 120°C durante 20 minutos y se sirvieron 15 ml en
las placas. Antes de que el medio de soporte solidificase se afiadié medio de
crecimiento bacteriano al 10 ¢ al 20%, segin procediera.

El medio de crecimiento bacteriano {(obtenido tal y como se resefié en el
apartado 3.2.2.) se descongelS y antes de agregarlo al medio de soporte se pasé
por un filtro Millex-GS (Millipore), para eliminar células que en la
centrifugacién hubiesen podido quedar en el sobrenadante.

Las placas con las semillas se mantuvieron 7 dias en un cdmara de cultivo
ASL, con un fotoperiodo de 14 horas de luz (a 25°C) y 10 de oscuridad (a
15°C). Cada 24 horas se contabilizaba el numero de semillas germinadas.

Paralelamente se hicieron controles en las mismas condiciones (10 y 20%)
con medio de crecimiento estéril {(figura 3.3).
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O
O  SEMILLAS CEPA (n)
I "4°C humedad
VERNALIZACION 15 dfias MEDIO Crecimlento _
DE SOPORTE ANOTACION DIARIA
l hipociorlto DE SEMILLAS
ESTERILIZACION | (20 g/1) Centrifugado GERMINADAS
LAVIADOS 5 con ague
== destllado y
I esiérll .
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A \/ Flitrado e |® N
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\ / — ®lole
N 3 Réplicas N

por concentracién de medic ensayada (10 y 20%)

Figura 3.3. protocolo seguido en el ensayo de los medios de crecimiento
de las bacterias rizosféricas sobre la germinacién.

3.2.5. Ensayos de crecimiento con plantas sin nodular y noduladas
a) Ensayo con plantas sin nodular

El protocolo seguido se esquematiza en la figura 3.4. Las semillas se
sometieron al mismo proceso de vernalizacién y esterilizacién superficial
descritos en el apartado anterior. A continuacién se sembraron en bandejas de
pldstico de 35 x 25 % 8 cm, esterilizadas previamente con etanol al 96%. Las
bandejas contenian vermiculita (Termita n23) esterilizada en autoclave a 120°C
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durante 20 minutos. En cada bandeja se dispusieron 200 semillas y se regaron
con una solucién de Crone con N estéril. Las bandejas se cubrieron con papel
"Glad" y se mantuvieron en la cémara de cultivo con el fotoperiodo y
temperatura descritas en el apartado anterior.

Durante los primeros estadios tras la germinacidn se regaron las bandejas
con la solucién de Crone con N. Cuando las plantulas presentaban 5 hojas (2
cotiledones y 3 catdfilos) se procedidé al ensayo.

Vasos de precipitados de 500 ml con 75 g de vermiculita es esterilizaron
en autoclave a 120°C durante 20 minutos. En cada vaso se adicionaron 184 ml
de solucién Crone con N y 46.5 ml de medic de crecimiento bacteriano (ensayos
al 20%) o 207 ml de solucién Crone con N y 23.5 ml de medioc de crecimiento
bacteriano (ensayos al 103). Los medios adicionados se filtraron del mismo modo
que se describe en el apartado anterior.

En cada vaso se dispusieron, en condiciones asépticas, tres pldntulas y
se cerrd cada vaso con papel "Glad" finamente perforado. Las plantas empleadas
se seleccionaron siempre entre las que presentaban buen aspecto, evitando las
que mostraban signos de necrésis foliar 0 marchitez. Los vasos se mantuvieron
en la cdmara de cultivoe durante 20 dias, en las condiciones anteriormente

descritas y sin regar.

Paralelamente se hicieron controles en las mismas condiciones (10 y 20%)
con medio de cultivo estéril, que no habia soportado el crecimiento bacteriano.

Finalizado el periodo de 20 dias, las plantas se sacaron de los vasos, se
retiré cuidadosamente la vermiculita adherida al aparatc radical y se prensaron
extendiéndose tanto raices como hojas de tal modo que quedasen en un plano.
Los pardmetros que se estudiaron en este grupo de plantas fueron: (a)
superficie total de la parte aérea, (b) longitud total de la parte aérea, (c)
namero de hojas, (d) longitud radical, (e) superficie radical y (f) nitrégeno
total.
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Las medidas biométricas (a, b, ¢, d, y ) se efectuaron con un equipo
de Andlisis de Imagen Delta-T (Delta-T Devices Inc., Inglaterra) con un
soporte de softwere tipo "Dias". El nitrégeno total se midié siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 2.6.1.d4., empledndose para la digestién el
total de la planta, previa pesada en balanza de precisién (4 cifras decimales).

b) Ensayo con plantas noduladas.

El protocolo seguido se esquematiza en la figura 3.5. Las semillas se
scmetieron al mismo proceso de vernalizacién, esterilizacion superficial y se
dispusieron e incubaron del mismo modo que se describe en el apartado
anterior, regdndose inicialmente con solucién Crone sin N. Transcurrida la
germinacién y cuando los alisos apuntaban el primer par de catéfilos se regaron
con un macerado de nédulos radicales de Alnus glutinosa a fin de nodular las
plantulas.

Para la nodulacién de las plintulas se procedié tal y como se detalla en

el apartado 2.5.2. Los riegos con macerado nodular se alternaron a diario con
riegos con solucidén crone sin N. Para ello se empled una jeringuilla de 5 ml
estéril regédndose planta a planta. Cuando las pldntulas presentaban 5 hoias (2
cotiledones y 3 catafilos) se procedié al ensayo.

Vasos de precipitados 500 ml con 75 g de vermiculita es esterilizaron en
autoclave a 120°C durante 20 minutos. En cada vaso se adicionaron 184 ml de
solucién Crone sin N y 46.5 ml de medio de crecimiento bacteriano {(ensayos al
20%) o 207 ml de solucién Crone sin N y 23.5 ml de medio de crecimiento
bacteriano (ensayos al 10%). Al adicionar los medios se filtraron del mismo modo
que se describe en el apartado anterior.

En cada vaso se dispusieron, en condiciones asépticas, tres plantulas y
se cerrd cada vaso con papel "Glad" finamente perforado. Las plantas empleadas
se seleccionaron siempre entre las que presentaban buen aspecto y nédulos
perfectamente diferenciados, evitando las que mostrasen signos de necrésis
foliar o marchitez. Los vasos se mantuvieron en la cdmara de cultivo durante 20
dias, en las condiciones anteriormente dadas y sin regar. Paralelamente se
hicieron controles en las mismas condiciones (10 y 20%) con medio de crecimiento
estéril.
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Finalizado el periodo de 20 dias, las plantas se sacaron de los vasos de
precipitados y se retiré cuidadosamente la wvermiculita adherida al aparato
radical.

En cada planta se estudiaron los siquientes pardmetros: (a) superficie
total de la parte aérea, (b) longitud total de la parte aérea, (c) numero de
hojas, (d) longitud radical, (e) superficie radical, (f) nitrégenc total, (g)
16bulos por nédulo, (h) ARA, (i) produccién de CO, por nédulos y {(j) peso
nodular.

Para las medidas biométricas (a, b, ¢, 4, v e ) se procedi6 tal y como se
ha descrito anteriormente. El nitrégeno total se midid siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 2.6.1.4., empledndose para la digestidn el total de la
planta, previa pesada en balanza de precisidén {4 cifras decimales).

En el resto de los pardmetros se procedid del siguiente modo: en cada
planta se separaron los nédulos anotandose el namero 16bulos nodulares {g). Los
nédulos de cada planta se introdujeron en un vial de vidrio de 15 ml, se
cerraron estdncamente y se sustituyé el 10 % de la atmdsfera del vial por
acetileno. Los viales se incubaron durante una hora analizdndose el etileno y
CO, producido con el equipo y método descrito en los apartados 2.7.1. y 2.7.5.
respectivamente. De este modo se midieron los pardmetros (h) y (i).
Posteriormente se pesaron los néduleos en una balanza de precisién con cuatro
cifras decimales.
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3.3. Tratamiento de la informacién

3.3.1. Variacién estacional de las rizobacterias de Alnus glutinosa

En esta parte del estudio se ha trabajado con variables fisicoquimicas y
biéticas, tales comc la frecuencia de los géneros bacterianos. Aunque los
métodos empleados son de uso bastante generalizado, estan expuestos a posibles
errores experimentales, si bien la eficiencia y limitaciones de dichos métodos
estdn suficientemente prob_adas. Las mediciones en cada prueba (tanto
fisicoquimicas como biéticas) se han hecho sin seguir orden en las réplicas, por
lo gque el error experimental es aleatorio. Asi pues, la distribucién de una
variable determinada y sus errores se pueden considerar como aleatorios, o al
menos lo suficientemente parecidos para permitir el empleo de pruebas
paramétricas en el contraste de las hipétesis formuladas.

Se ha hecho una ¢ordenacién de los valores medios de los datos, mediante
un andlisis de componentes principales (ACP) (Harman, 1967), con el objeto de
descomponer la varianza total de la muestra en una serie de factores de
variacién, donde quede reflejada la importancia de cada una de las variables,
asi como la influencia del conjunto de variables en la dispersidon de las muestras
analizadas.

Para la comparacién de los datos se ha empleado el andlisis de la varianza
(ANOVA) bidirecional con réplicas y dos factores de variacién, géneros y
estaciones (Sokal y Rohlf, 1979).

Cuando dichos factores influyen significativamente al nivel del 95% (*) o
del 99% (**), se procede a la comparacién de la media mediante el test
estadistico LSD {minima diferencia significativa) (Sokal y Rohlf, 1979).

3.3.2. Efecto de las bacterias mayoritarias sobre la germinacion de Alnus
glutinosa T

A partir de los resultados acumulativos de germinacién se construyd una
matriz con las medias de las tres réplicas (para cada cepa y concentracién).
Dicha matriz se sometié a un ACP.

Para establecer la significacién estadistica de los grupos encontrados por
el ACP se realizaron ANOVAs de las pendientes de las rectas resultantes de la
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media de germinacién acumulativa de los tres grupos de bacterias a las dos
concentraciones ensayadas.

Finalmente, para establecer la significacidn estadistica en cuanto al efecto
inhibitorio o activador de las cepas ensayads sopbre la germinacién, se
efectuaron nuevos ANOVAs de las pendientes de las rectas resultantes de la

germinaciéon acumulativa de dichas cepas y los respectvos controles.

3.3.3. Efecto de las bacterias mayoritarias sobre el crecimiento de Alnus
glutinosa

* Con los resultados de los experimentos de desarrollo se construyeron tres
matrices:

{i) la primera se construyd con las medias de las tres réplicas de cada
cepa ensayada, y considerando separadamente las dos concentraciones de medio
de crecimiento bacteriano ensayado sobre PN y PSN.

(ii) Una segunda matriz se efectud con de las medias de los resultados
de los 6 pardametros considerados en PSN.

(iii) Finalmente se elabord una tercera matriz, andloga a la anterior, pero
con los resultados de PN.

Cada una de estas tres matrices se sometieron a un ACP con el fin de
generar grupos de respuestas (efecto cepas, efecto concentracién, efecto planta
-PN o PSN- o combinaciones de estos). Los resultados de esta ordenacién se
corroboran estadisticamente mediante ANOVAs unidireccionales sobre los
distintos parametros.
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4, RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA INTERACCION
EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



Como ya se ha indicado en el capitulo anterior, el estudio del efecto de
la planta sobre las comunidades microbianas edéficas se realizd utilizando como
sustrato 4 suelos diferentes. A continuacién se describen dichos suelos desde
un punto de vista fisicoguimico y microbiolégico, refiriéndose este dltimo a las
actividades fisiolégicas encuadradas dentro del ciclo del nitrégeno y actividad
total como produccidn de CO,.

4.1. Caracterizacién de los suelos

Los valores de los pardmetros fisicoquimicos se indican en la tabla 4.1 ¥
se representan en la figura 4.1. Las actividades de los grupos funcicnales del
ciclo del nitrégeno y produccién de CO, se indican en la tabla 4.II y figura
4.2. Todos los resultados expresados en las tablas corresponden a la media
aritmética de tres réplicas por muestra y tres repeticiones por réplica. Las
variables fisicoquimicas resultan ser significativamente diferentes en los tres
suelos, tal como denota el ANOVA (tabla 4.I11). También las diferencias son
gignificativas en cuanto a las actividades de los grupos funcionales.

Tabla 4.1. Caracterizacién de los suelos. Parametros fisicoquimicos. Unidades:
C orgdnico (%); N total (mg N/g suelo); N amonio y N nitrato (ug N amonio o
N nitrato/ g suelo). Junto a cada resultado aparece el error estdndar.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
pH 7.30 £ .01 4.30 £ .00 8.01 + .02 7.13+.01
C orgdnico 1.84 * .04 6.36 + .12 0.32 £ .05 2.801t .26
N total 12.5 + .22 9.54 + .22 1.19 + .04 10.6 ¢ .21
N amonio 2.68 + .31 4,71 + .31 0.78 + .09 12.6 £ .24
N nitrato 1.53 t .14 2.45 + .25 1.17 + .04 5.45 + .28
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Figura 4.1. Caracterizacidn de los suelos. Pardmetros fisicoquimicos. Unidades:

C orgdnico (%); N total (mg N/g suelo); N amonio y N nitrato (pg N amonio o

N nitrato/ g suelo).

Tabla 4.II. Caracterizacién de los suelos. Actividades de los grupos fisiolégicos

y produccién de CO,. Unidades: Fijacién (ARA) (nmol C.H./g suelo/hora);

Tasa de mineralizacién (dia™'); Nitrificacién (producién total neta de NO,” en

ppm/ dia); Desnitrificacién (nmol N,0/qg suelo/hora); Produccién de CO, (nmol
de CO,/q suelo/hora). Junto a cada resultado aparece el error estdndar.

ARA
Mineral.
Nitrif.
Desnityif.
Prd.co,

Suelo A

0.410 = .02
0.072 + .01
0.300 *+ .04
1.940 £ .03
74.40 = 2.66

+ I+

I+

Suelo B
0.140
0.053
0.15
0.89
78.6

.00

.03
.03
.03
2.08

+
.1

I+
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Suelo C

0.001 +.00
0.020 +.01
0.00 +£.00
0.09 +.00
21.7 .66

+

I+

Suelo D

0.591 * .06
0.073 .00
0.70 £ .06
0.75+ .08
57.0+1.36
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Figura 4.2. Caracterizacién de los suelos. Actividades de los grupos fisicldgicos
y produccién de COQO,. Unidades: Fijacién (ARA) (nmol C,H./g suelo/hora);
Tasa de mineralizacién (dia™'); Nitrificacién (producién neta de NO,” en ppm);
Desnitrificacién (nmol N,0O/g suelo/hora x 10 *}; Produccién de CO, (nmol de
C0,/g suelo/hora x 10 “?).

Tabla 4.111. Valores de F, P y significacién de los ANOVAS realizados con los
datos de los pardmetros estudiados en la caracterizacién de suelos.

Valor de F P Significacién
pH 6760.70 < 10 * %
C orgéanico 61.40 7.5 x 10°° * %
N total 4445.01 < 10°¢ * %
N amonio 265.48 < 10°° * %
N nitrato 62.40 6.9 x 10°° * %
ARA 48.20 1.8 x 19°° * %
Mineralizacién 28.45 1.2 x 10°* LI
Nitrificacién 4.38 0.04210 *
Desnitrificacion 29.03 1.1 x 10°* *
Produccién de CO, 121.84 < 107¢ * *
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4.2. Caracterizacién de los exudados nodulares y radicales
4.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

Los resultados obtenidos en el andlisis fisicoquimico de los exudados
nodulares y radicales aparecen en la tabla 4.IV y figura 4.3. Los datos
corresponden a la media aritmética de tres réplicas y tres repeticiones por
réplica. E!] ANOVA nos indica que tanto las concentraciones de exudados
nodulares como las radicales, aportan diferencias significativas de todas las
variables que se estudian (p<0.01) a excepcién del N total (F=2.358, p=0.1036)
v el N amonio (F=1.599, p=0.2338).

Tabla 4.IV. Caracterizacién de los exudados nodulares vy radicales en las
concentraciones ensayadas. Unidades: C orgdnico (%); N total (mg N/ ml
exudado); N amonio (mg NH,’/ ml exudado x 10! en los nodulares y 107° en los
radicales); N nitrato (mg NO, /ml! exudado x 107*). Junto a cada resultado
aparece el error estdndar.

NODULARES. RADICALES.
10 % 5% 23 10 § 5% 2%
pH £,2714+ .01 5.35 ¢ .0¢ 5.56 4 .02 .65 ¢ .01 .20 ¢ .00 5.31 £.00
{ organico 2.03 ¢ .02 1.01 ¢ .00 0.52+ .05 2.68 ¢ .01 1.82 ¢+ .30 1.20 .01
N total 1.63 & .99 0.51 ¢ .04 0.25 .02 1.30 ¢ .07 0.81 ¢ .07 0.6 ¢ .05
N amonio 0.20 ¢ .51 0.1z ¢ .00 Q.04 ¢ 00 041 .00 0,16 ¢ .00 0.10 ¢ .00
¥ nitrato 2.52 ¢ .05 1.l ot 0.05 ¢ .04 3.57¢ .00 1,73+ .08 0.36 £ .00
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Figura 4.3. Resultados de 1a caracterizacién fisicoguimica de los exudados
nodulares {(a) y radicales (b).Unidades: C orgdnico (%); N total (mg N/ ml
exudado); N amonio (mg NH,'/ ml exudado x 107" en los nodulares y 107° en los
radicales); N nitrato (mg NO, /ml exudado x 107¢).
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4.2.2. Caracterizacion bioquimica

Todas las caracterizaciones descritas en este apartado se efectuaron en
los exudados mds concentrados.

La cuantificacién proteica efectuada por el métedo de Lowry nos muestra
que los exudados nodulares poseen una concentracién de 0.0145 g/1 de proteina
mientras que por este método pero sin emplear el reactivo de Folin obtenemos
una concentracién de 0.0532 g/l. En los exudados radicales por el método de
Lowry obtenemgs una concentracion de proteinas de 0.012 g/1 y por este mismo
método pero sin el reactivo de folin los resultados son de 0.0498 g/l.

El estudio efectuade sobre la composicién cuantitativa de hidratos de
carbono (figura 4.4) muestra que los azlGcares presentes en los exudados

nodulares y radicales son los mismos: lactosa, glucosa y xilosa. La identificacién

empleados (22.79, para la lactosa, 44.11 para la glucosa y 54.41 para la Xilosa).

E] andlisis de los lipidos presentes en los exudados nos muestra que los
exudados radicales en las condiciones ensayadas poseen una concentracion de
0.000415 g de lipidos por ml de exudado (en el caso de los mds concentrados,
es decir al 10%), los nodulares presentan una concentracién de 0.00095 g de

lipidos por ml de exudado.

El andlisis cualitativo de lipidos (figura 4.5) muestra que en ambos tipos
de exudados hay nueve tipos diferentes, que desde el punto de aplicacién hacia
el frente son: fosfolipidos (1), monoglicéridos (2), diglicéridos (3), esteroles
(4), &cidos grasos libres (5), triglicéridos (6) y ésteres de estercles (7). La
sequnda banda empezando por el frente (triglicéridos) presenta un Rf algo

presumimos que pueda tratarse de un éster diferente en cada caso.
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Figura 4.4. Cromatograma de azucares de los exudados nodulares (N) y
radicales (R) con sus respectivos patrones.

Figura 4.5. Cromatograma de lipidos de los exudados nodulares (N) y
radicales (R) con sus respectivos patrones.
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4.3 Caracterizacién de los exudados en plantas noduladas y sin nodular

4.3.1. Caracterizacion fisicoquimica

Los resultados aparecen en la tabla 4.V y figura 4.6. Como en los casos
precedentes, los datos corresponden a la media aritmética de tres réplicas y
tres repeticiones por réplica. El ANOVA nos indica que las concentraciones de
los medios de cultivo hidropdnico aportan una modificacién significativa (p<0.01)
de todas las variables consideradas.

Tabla 4.V. Caracterizacién de los exudados de plantas noduladas y sin nodular
en las concentraciones ensayadas. Unidades: C orgdnico (%); N total (mg N/ ml
exudado); N amonio (pg NH,”/ ml x 107 ); N nitrato (pg NO, /ml exudado).
Junto a cada resultado aparece el error estdndar.

NODULADAS SIN NODULAR
1603 50% 25% 1608 508 258
pH .02 ¢ .00 £.32 ¢ .00 §.68 ¢ 02 £.001: .01 £33 ¢ .00 4,86 £.02
{ orgdnico £.01 ¢ .01 2.10 ¢ .00 TO4+ 00 2,36 ¢ .01 1.15 ¢ .15 0,58 £.00
¥ total 0.85 ¢ .00 8.4z + .01 0.25 ¢+ .04 0.23t .09 0.10 = .00 0.05 ¢ .00
K amonio §.1¢6 ¢+ .00 0.07 ¢ .00 0.03 £ .00 0.08 ¢ .00 9.04 ¢ .00 0,02 ¢+ .80
¥ nitrato 311 08 1.50 ¢ .00 0,73 2 .08 5.02 .04 2.33 ¢ .04 130+ .80
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Figura 4.6. Resultados de la caracterizacién fisicoquimica de los exudados de
plantas noduladas (a) y sin nodular (b). Unidades: C orgdnico (%); N total (mg
N/ ml exudado); N amonio (pg NH,”/ ml x 10™* ); N nitrato (pg NO,/ml
exudado). En (a) los resultados de N amonio x 107 y en (b) x 107*,
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4.3.2. Caracterizacién bioguimica

La determinacién proteica efectuada por el método de Lowry nos muestra
que los exudados de plantas noduladas poseen una concentracién (en el caso
de los mas concentrados, es decir del 100%) de 0.007 g/l mientras que por este
método perc sin emplear el reactivo de Folin obtenemos una concentracién de
0.0011 g/1. En los exudados de plantas sin nodular por el método de Lowry
obtenemos una concentracién de poroteinas de 0.005 g/1 y por este mismo método

pero sin el reactivo de folin los resultados son de 0.009 g/1.

El estudio efectuado sobre la composicion de hidratos de carbono (figura
4.7) muestra que los aziicares presentes en los exudados de plantas noduladas
y sin nodular son diferentes: maltosa (Rf=29.54), galactosa (40.90), manosa
(48.24) y xilosa (53.78) en plantas noduladas y lactosa (18.39}, maltosa
(29.54), galactosa (40.90) y xilosa (53.78), en plantas sin nodular.

Los resultados del analisis de lipidos presentes en los exudados son los
siguientes: las plantas noduladas en las condiciones ensayadas poseen una
concentracién de 0.047 mg de lipidos por ml de exudado (en el caso de los mas
concentrados, es decir al 100%) v 0.0022 mg de lipidos por m]l de exudado en

plantas sin nodular.

El anédlisis cualitativo de lipidos (figura 4.8) muestra que en ambos tipos
de exudados hay tipos diferentes de compuestos, con mds variedad en las platas
noduladas que en las plantas sin nodular. Los compuestos detectados, desde el
punto de aplicacién hacia el frente son: fosfolipidos (1), monoglicéridos (2},
diqlicéridos (3}, estercles (4), dcidos grascs libres (5), triglicéridos (6) y
esteres de esteroles (7). La diferencia fundamental entre los dos tipos de
exudados se encuentra en las bandas de mono y diglicéridos que aparecen en
los exudados de las plantas noduladas y no en el otro caso.
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Figura 4.7. Cromatograma de azucares de los exudados de plantas
noduladas (PN) y sin nodular (PSN) con sus respectivos patrones.

~ Figura 4.8. Cromatograma de lipidos de los exudados de plantas noduladas
(PN) y sin nodular (PSN) con sus respectivos patrones. '
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4.4. Efecto de los exudados sobre los grupos funcionales del ciclo del nitrégeno
4.4.1. Fijaci6n de nitrégeno potencial (ARA)
4.4.1.1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

El ARA detectado en los suelos en presencia de exudados nodulares,
radicales v en los controles se expone en la tabla 4.VI y figura 4.9. Los
correspondientes ANOVA vy LSD de los datos aparecen en las tablas 4.VII.,
4.VIII.a v b. Los LSD de las interacciones se muestran en el apéndice B (tabla
B.I).El ANQOVA indica que hay diferencias significativas entre todas las fuentes
de wvariacién: suelos (F=91.33, p<0.01), tratamientos (F=578.64, p<0.01), v en
la interaccién de ambos (F=14.21, p<0.01).

De los tres suelos ensayados, el C es en el que menor ARA se detecta
(0.5078 nmol etileno g h™') v el mayor los suelos D y B (0.8868 y 0.8845 nmol
etileno g™* h™*, respectivamente). Los Gnicos suelos que no exhiben diferencias
significativas con p<(0.01 son el B y D (tabla 4.VIII.b).

Respecto a los tratamientos con los exudados nodulares, encontramos gque
el mayor ARA (excluyendo los controles) se encuentra en los exudados mas
concentrados (T1), reduciéndose notablemente en los T2, T3. Este efecto,
también se encuentra en los radicales; sin embargo estos Gltimos no presentan
diferencias significativas entre si (tabla 4.VIII.a).

En el caso de los controles, los que muestran valores de ARA mds altos
son los que tienen mayor concentracién de carbono orgdnico o molibdeno. Al
comparar los tratamientos y controles cabe destacar que TIN es el tnico
tratamiento que no exhibe diferencias significativas con C+M, pero si respecto
al resto; los otros tratamientos presentan diferencias significativas (p<0.01) con
todos los controles, salvo el control con agua (Ca).

Los LSD de las interacciones (apéndice B tabla B.I} muestran que, en
general las tendencias observadas al estudiar conjuntamente los cuatro suelos
se mantiene en cada suelo por separado, a excepcidén del suelo C debido a la
escasa actividad encontrada.

Al considerar tratamientos y controles conjuntamente, destaca un
comportamiento semejante de T1R y T1N: a excepcién de T1R que no muestra
diferencias estadisticas con Ca y T1N que tampoco es diferente de C+M; los
tratamientos menos concentrados (T2N, TZ2R, T3N y T3R) muestran diferencias
respecto a todos los controles salvo con Ca.
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Enh las tablas y figuraas siguiantes las abreviaturas emplezdas son: T1, T2 y T3 : tratemientos 1, 2 y 3
(correspondan respectivamente con la apligacion de los exudados nodulares (N} y radicales (R} =21 10%, 5% y 2%,
sobre los suslos snsayados. Tambieén empleamos dichos sufijos an los controlas). Ca: control con agua a CRM;
C: contrel con carbono orgénico y agua & CRM; 2C: control con carbone orgénico 4dohle concantracliéen y agua a
CRM; C+E: control con carbono orgénico y exudados a CRM. Mo: control con molibdeno y agua & CRM: Ce+M: control
con molibdeno, carbono orgénico vy agua a CRM: A, B,Cy D son los suelos ensayados. Unidades: nmol C,H, /g suslo

/hora.

Tabla 4.VI. Resultados del ARA en los suelos A, B, C y D tratados con los

exudados nodulares, radicales y en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
TIN 0.352 + .045 0.505 + .155 0.192 + .034 0.416 + .006
T2N 0.030 * .005 0.033 + .005 0.016 + .001 0.062 + .000
T3N 0.056 + .002 0.049 + ,004 0.030 + .003 0.046 + .02
T1R 0.103 + .002 0.433 + .003 0.103 + .000 0.327+ .02
T2R 0.022 + .000 0.027 = .005 0.013 + .000 0.081 + .00
T3R 0.025 + .002 0.031 + .000 0.005 * .000 0.6 + .00
Ca 0.041 + .000 0.034 £ ,002 0.014 + .000 0.086 + .049
Mo 0.898 + .036 0.891 + .007 0.205 * .004 0.439 + .001
CN 0.701 + .088 0.808 + ,004 0.381 + .009 0.896+ .03
2CN 1.383 + .180 1.501 £+ .001 1.326 + .035 1471+ .15
C+EN 2.332 ¢ .166 2.399 + 019 2.059 + 016 2.801+.124
C+MN 0.035 ¢+ .007 0.506 + .012 0.191 + .007 0.048+ .02
CR 0.529 = .007 0.428 + ,043 0.163 + .004 0.541 + .001
2CR 1.041 + .009 1.152 + .052 0.717 £ .009 1.035+ .02
C+ER 1.086 = .004 2.214 + .009 1.433 + .015 2.166 + .02
C+MR 3.054 + .002 2.721 = .039 1.273 + .016 3.41+.018
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Tabla 4.VII. Resultados del ANOVA de la fijacién de nitrégeno potencial (ARA)
con exudados nodulares y radicales.

F. de variacién G.l1. F p Significacién
Tratamientos 15 578.64 2.9 x 1077 S.(**)
y controles

Suelos 3 91.33 1.78 x 107 S.(**)
Interaccion 45 14.21 8.34 x 107 S.(**)

N.S.= no significativo S.=significativo. *%* = p<0.01

Tablas 4.VIIl.a v b. LSDs de los tratamientos (a) y suelos (b).
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4.4.1.2. Efecto de los exudados de plantas noduladas y sin nodular

El ARA detectado en los suelos en presencia de los exudados de plantas
noduladas y sin nodular asi como en los controles aparece en la tabla 4.IX vy se
representa en la figura 4.10. Los ANOVAs y LSD aparecen en las tablas 4.X
v 4.XI.a v b respectivamente.

En el ANOVA (tabla 4.X) se detectan diferencias significativas entre
suelos (F=2020.29, p<0.01), tratamientos (F=1508.223, p<0.01), v en la
interaccién de ambos (F=261.66, p<0.01), (Véase apéndice B, tabla B.II).

Las tendencias observadas con los distintos exudados son diferentes en
el caso de los de las plantas noduladas (PN) y las plantas sin nodular (PSN).
En todos los casos se encuentra un incremento del ARA significativo (p<0.01)
respecto al control Ca. En los ensayos con exudados PN aumenta el ARA al
incrementarse la concentracién de estos, mientras gque en PSN ocurre lo
contrario. En los controles de PSN al aumentar la concentracién de carbono
orgdnico dejan de existir diferencias significativas con los tratamientos menos
concentrados. Sin embargo, al comparar los tratamientos de PN con los controles
todos muestran diferencias estadisticas. Hemos de sefialar que se produce una
disminucién del ARA en el control C+E de PSN de tal forma que no hay
diferencias con T1l. Todos los suelos presentaron ARAs diferentes (p<0.01)

siendo este en orden creciente B> D > A > C,

Los cuatro suelos, por separado muestran las mismas tendencias sefialadas
anteriormente. Solo en el suelo C tantc los exudados PN como PSN no muestran
diferencias, mientras que el resto al menos difieren entre los exudados de
concentracién menor y mayor (T1 y T3). En los tratamientos con exudados PN
la mayor parte de no significaciones con los controles se dan entre T2 y T3; hay
gque sefialar que el suelo C es el Unico en el que todos los tratamientos (PN y
PSN)Ino difieren estadisticamente del control Ca ni de los dos controles de Crone
(CN v SNJ.
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En las tablas y figuras siguientes las abreviaturas smpleadas son: T1, T2 y T2 : tratamientos 1, 2 y 3
{correspanden reaspectivemente con la aplicacién de los sxudados de plantas noduladas (PN} y sin nodular {PSN)
al 100%, 50% v 25%, sobre los suelos ensayados. Tasbidn eaplasmos dichos suflios an los controlas). Ca: contrel
con agua & CRM; £: control con carbono orgdAnico y agua & CRM; 2C: control <on carbono orgénico doble
concentracidén y agua a CRM; C+B: control g¢on carbong orgénico y axuydados a CRM. Mo: control con meolibdano y
agua a CRM; CeM: control con molibdeno, carbong orgénico y agua & CRM; CN: control con Cronre+N; SN: control

con Craone-N; A, B,Cy D mon los sualoa angayados Unidades: nmol C,H; /g suelo /hora.

Tabla 4.IX. Resultados del ARA en los suelos A, B, C v D tratados con los
exudados de plantas noduladas, sin nodular y los respectivos controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
T1PN 0.466 + .006 1.005 + .002 0.121 + .000C 0.576 + .005
T2PN 0.230 £ .004 0.575 + .025 0.053 + .001 0.093 + .02
T3PN 0.131 + .005 0.331 ¢ .004 0.032 + .001 0.042 + .02
T1PSN 0.063 + .000 0.102 + .000 0.031 + .000 0.064 £+ .000
T2PSN 0.112 + .010 0.235 * .012 0.062 + .000 0.133 + .000
T3PSN 0.235 + .000 0.562 ¢+ .023 0.123 + .000 0.252+.011
Ca 0.004 £ .000 0.015 + ,002 0.015 £ ,002 0.011 + .000
Mo 0.818 * .009 1.842 + .080 0.211 + .004 1.311 +.014
SN 0.093 * .004 0.022 ¢ .011 0.021 + ,001 0.022 + .00
CN 0.021 £+ .000 0.010 + .000 0.001 + .000 0.003+.000
CPN 0.451 + .008 1.023 + .004 0.112 ¢+ .000 0.88 1+ .014
2CPN 0.857 ¢+ .058 1.989 + .005 0.291 + .002 1.541 + .024
C+EPN 0.978 + 021 2.942 + .056 0.154 + .000 3.134+.060
C+MPN 1.229 + 036 3.374 + .011 0.412 + .008 4.733+ .17
CPSN 0.103 ¢ .000 0.193 * 005 0.061 + .004 0.142 + .015
2CPSN 0.192 + .005 0.403 + .009 0.133 + .005 0.263 + .04
C+EPSN 0.083 = .001 0.192 + .003 0.043 t .002 0.974+ .02
C+MPSN 0.831 + .004 1.762 + .004 0.621 + .001 0.936 + .004
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Tabla 4.X. Resultados del ANOVA de la fijacién de nitrégeno potencial (ARA)
con exudados de plantas noduladas y sin nodular.

F. de wvariacién G.l. F p Signiticacidn
Tratamientos 17 1508.22 4.76 x 1077 S.(**)

y controles

Suelos 3 2020.29 5.96 x 10°® S.(*%)
Interaccién 51 261.66 9.53 x 1077 S.(**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** = p<0.01

Tablas 4.XI.a ¥ b. L.SDs de los tratamientos (a) ¥ suelos (b).
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4.4.2. Mineralizacién potencial
4.4_2.1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

Los resultados se muestran en la tabla 4.XII y se representan en la figura
4.11. El andlisis de la varianza {(tabla 4.XII), muestra que hay diferencias
significativas entre suelos (F=14.582, p<0.01},tratamientos y controles
{(F=4.988, p<0.01), asi como en la interaccién (F=1.683, p<0.01), (véase
Apéndice B, tabla B.III)

El LSD (tabla 4.XIV.a y b) nos indica que el suelo B {con mayor tasa de
amonificacién, 0.0638 dia™*} es el unico que es significativamente distinto del
resto.

Por otra parte, los tratamientos mds concentrados (TIN y T1R) muestran
tasas de amonificacion (0.0398 y 0.0283 dia' respectivamente) de
aproximadamente la mitad que los restantes (en torno a 0.06 en nodulares y 0.05
en radicales). Al comparar los tratamientos el LSD indica gque los mdas
concentrados, tanto nodulares como radicales presentan tasas significativamente
iguales, siendo significativamente distintos por un lado T1IN respecto a T2N y
T3N y por otro T1R respectoc a T2R y T3R.

Los dos contreoles con asparagina {CAR y CAN) presentan valores algo
mayores que los respectivos tratamientos T1 y no son distintos, pero si lo son
respecto al control con agua (Ca). Los tratamientos TIN y TI1R son
estadisticamente iquales a los respectivos controles pero diferentes a Ca; el
resto de los tratamientos son diferentes significativamente a los controles.

En la interaccién encontramos las mismas tendencias descritas al
considerar los suelos en conjunto (apéndice B, tabla B.III}.
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En las tablas y figuras siguisntes lze abreviaturss ampleadas son: Ti, T2 y T3 : tratamientos 1, 2 y 3
(corrasponden raspectivamente con la aplicacidn de los exudados nodulares (N} y radiceles (R) al 10%, S% y 2%,
20bre los suelos snsayados. Tamblan emplaamos dichos sufijos en 1los controles). Ca: control con agua a CHM;
CAS: c?ntrol con nitrégence mineralizable {(Asn) v agua a CRM. A, B, € v T son los suslos enssyados. Unidadas:
Dias =%

Tabla 4.XII. Resultados de la mineralizacién potencial en los suelos A, B, C vy
D tratados con los exudados nodulares, radicales y controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
TIN 0.0321 + .0051 (0.0429 * .0050 0.0290 # .0010 0.0520 * .0010
T2N 0.0931 + .0190 0.0582 + .0120 0.0580 + .0040 0.0610 * .0020
T3N 0.0522 + .0020 0.0394 = .0032 0.0774 £ .0053 0.0590 * .0030
T1R 0.0208 + .0004 0.0232 * .0001 0.0172 + .0004 (0.0420 * .0001
T2R 0.0815 + .0051 0.0473 + .0005 0.04%94 + .0003 0.0507 * .0020
T3R 0.0717 + .0046 0.0288 + .0007 0.0678 + .0001 0.0490 + .0001
CASN 0.0845 + .0091 0.0254 + .0010 0.0325 = .0010 0.0293 * .0040
CASR 0.0738 + .0004 0.0154 + ,0022 0.0220 + .0006 0.0196 = .0001
Ca 0.0885 + .0040 0.0722 + .0150 0.0595 + .0053 0.0354 + .0020
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Tabla 4.XII]. Resultados del ANOVA de la mineralizacién potencial con exudados

nodulares y radicales.

F. de variacién G.l. F P Significacién

Tratamientos 8 4.98 6.15 x 10°° 5. (**}
y controles

Suelos 3 14.58 1.78 x 1077 S.(*¥)
Interaccién 24 1.68 1.68 x 10°° S.(*%*)

N.S.= no significativo S.=significativo. #*#% =p<0.0l

Tablas 4.XIV.a v b. LSDs de los tratamientos {a) y suelos (b).

Tratamlsntos y controles
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4.4.2_2. Efecto de los exudados de plantas noduladas y sin nodular

Los resultados se muestran en la tabla 4.XV y se representan en la figura
4.12. El andlisis de la varianza (tabla 4.XVI), indica que no hay diferencias
significativas entre suelos (F=0.9994, p=0.3970), ni entre tratamientos vy
controles (F=1.0011, p=0.4489), tampoco es significativa la interaccién
(F=0.9999, p=0.4804).

Pese a no existir diferencias significativas en ninguno de los casos hay
que destacar la tendencia al aumento de la amonificacién potencial! al aumentar
las concentraciones de exudados, tanto en PN como en PSN. Estas tendencias
se observan en cada uno de los suelos ensayados.

En las tablas ¥ liquras aigulantas 1asa abreviaturas emplnaéaa mon: 11 T2 vy T3 : tratamientos 1, 2

{correspandan respactivasente con la aplicacidn Jde los exudados <a plantq- noduladas {PN) y ain nodular(Psu)
a2l 100%, S50% ¥y 25%, sobre lom suelos ensayadoa., También ee emplaan dichos sufijos en los controles). Ca:
control con agua a CRM; CAS: control ton nitrégeno minéralizable (Aen) y agua a CRM. SN: ceontrol Crone«N.

CHN:cantrol Crong+N. A, B, C ¥y D son 108 sualos ensayadoa. Unidades: Dies

Tabla 4.XV. Resultados de la mineralizacién potencial en los suelos A, B, C y
D tratados con los exudados de plantas noduladas, no noduladas y controles,

Suelo A Suelo B Suelo C Sueloc D
T1PN 0.4223 t .0090 0.4254 + .0044 0.2122 + .0051 0.7631 £ .0039
T2PN 0.2212 + .0041 0.2227 + .0053 0.1017 £ .0009 0.3567 + .0007
T3IPN 0.1121 + .0037 0.1042 + .0043 0.0535 % .0035 0.1772 £ .0048
T1PSN 0.3106 * .0123 0.3201 # .0081 0.1031 + .0099 0.6621 + .0251
T2PSN 0.1621 + .0096 0.1722 + .0098 0.0542 + .0031 0.3995 + .0094
T3PSN 0.0812 + .0013 0.0883 = .0013 0.0300 x .0013 0.1671 + .0032
CASPN 0.3936 + .0053 0.3120 *+ .0419 0.2010 * .0021 0.6624 + .0134
CASPSN 0.2912 + .0182 0.3022 + .0043 0.1121 + .0086 0.6431 * .0164
Ca 0.0618 + .0042 0.0642 + .0026 0.0323 + .0016 0.0920 + .0051
CN 0.0013 + .0000 0.0020 + .0002 0.0003 + .0000 0.0009  .0000
SN 0.0763 + .0006 0.0647 &+ .0021 (.0376 + .0016 0,1040 * .0033
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Tabla 4.XVI. Resultados de]l ANOVA de la mineralizacion potencial con exudados
de plantas noduladas y sin nodular.

F. de variacidn G.l. F P Significacién

Tratamientos 10 1.001 0.4489 N.S.
y controles

Suelos 3 0.999 0.3970 N.S.
Interaccifén 30 0.999 0.4804 N.S.

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p<(0.01

4.4.3. Nitxificacién potencial

4.4.3.1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

Los resultados del potencial nitrificante se muestran en la tabla 4.XVII
y se representan en la figura 4.13. El ANOVA y los LSD (Tablas 4.XVIII y
4.XI¥.a vy b) sélo se han realizado con los datos obtenidos de los suelos A, B
v D. El suelo C exhibia valores tan bajos, que de incluirlo en 21 ANQOVA con los
demds, daria lugar a que uno de los condicionantes del test, homocedasticidad

de varianzas, no se cumpliese y por ello no fuese aplicable.

El ANOVA indica que hay diferencias significativas entre suelos
(F=250.89, p<0.01), los tratamientos y controles muestran diferencias (F=81.93,
p<0.01) asi como la interaccién (F=24.14, p<0.0l1), (véase apéndice B, tabla
B.1V).

En los suelos tratados con exudados nodulares, los potenciales mdas
elevados se obtienen con los tratamientos méas concentrados, siendo estos
diferentes significativamente. El control CNN es el que da lugar a un mayor
potencial nitrificante, no presentando diferencias significativas con TIN , el
menor potencial se detecta en el control Ca. En el caso de los exudados
radicales el control CNR es menor que los tratamientos pero no que el Ca. Los
tratamientos radicales no presentan diferencias entre si. Por otra parte también
se encuentran diferencias entre los tratamientos nodulares y radicales.
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Al considerar los suelos por separado, las tendencias son semejantes a las
descritas anteriormente (apéndice B, tabla B.IV). Solo hemos de mencionar que
las diferencias entre tratamientos y controles son menos acusadas en el suelo B.

En las tablas y figuras sigulentes lasz abreviaturas empleadas son: T, T2 y T3 : tratamfisntos 1, 2 vy
{corraspondan respactivamente con la aplicacisédn de axudados nodulares (N) y radicelea (R) al 10%, 5% y 2%,
sobrs 1os suslos ensayados. También se emplean dichos sufijos para los controles). Ca: control con agua a CRM;
CN: control con nitrégeno amonld y agua a CRM. A, B, C ¥y D aon loe suelos ansayados. Unidades: ppm de nitrato
producidas traa 20 dias de incubagidén.

3

Tabla 4.XVII. Resultados de la nitrificacién potencial en los suelos A, B, C vy

D tratados con exudados nodulares, radicales y en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
TIN 0.3700 £ .0300 0.1800 ¢+ .0100 0.0035 = .0014 0.7940 + .0160
T2N 0.2500 £ .0160 0.2100 + .0490 -0.0180 % .0048 0.6600 + .0220
T3N 0.1400 £ .0130 0.2600 t .0440 -0.0050 * .0017 0.5030 + .0340
T1R 0.1500 + .0094 0.0920 + .0044 0.0001 + .0049 0.3310 + .0148
T2R 0.1230 £ .0027 0.1110 x .0049  0.0000 * .0000 0.2520 + .0018
T3R 0.0700 + .0049 0.1330 + .0577 0.0000 % .0000 0.0510 + .Q014
CNN 0.3700 £ .0360 0.1700 £ .0480 0.0040 z .0011 0.7770 £ .0170
CNR 0.165G + .0029 0.0G78G + .0017 (.0001 * .0000 0.0440 + .0023
Ca 0.0456 + .0040 0.1123 + ,0190  0.0000 + .0000 0.0838 + .0076
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Figura 4.13. Resultados de nitrificacién potencial en presencia de exudados
nodulares (a) y radicales (b) en los distintos suelos ensayados.
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Tabla 4.XVIII. Resultados del ANOVA del potencial de nitrificante de los
distintos suelos ensayados con exudados nodulares y radicales.

¥. de variacién G.l. F P Significacién
Tratamientos 8 81.93 < 1077 S. (**)
y controles

Suelos 2 250.89 < 107 S.(**)
Interaccion 16 24.14 < 107 S. (%*)

N.S.= no significativo S.=significativo. *¥ =p<0.01

Tablas 4.XIX.a y b. Resultados de los LSDs en tratamientos (a) y suelos (b)
del potencial nitificante.

Tratamientos y sontroles
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4.4.3.2. Efectos de exudados de plantas noduladas y sin nodular

Los resultados del potencial nitrificante se muestran en la tabla 4. XX y
se representan en la figura 4.14. El ANOVA y los LSD (Tablas 4.XXI y
4 .XXII.a y b) sdlo se han realizado con los datos obtenidos de los suelos A, B
v D. El suelo C no se incluyé por las razones expuestas en el pdarrafo anterior.

El ANOVA indica que en los tres suelos se obtienen potenciales
estadisticamente distintos (F=916.58, p<0.01), asi como en los tratamientos y
controles (F=150.60, p<0.01) y la interaccidn (F=29.69, p<0.0l1), (véase
apéndice B, tabla B.V).

Tanto en el caso de los tratamientos con exudados de plantas ncduladas
(PN) como de plantas sin nodular (PSN), se aprecia un incremento
estadisticamente significativo del potencial de nitrificacién con la aplicacién de
los exudados. En ambos casos los distintos tratamientes son significativamente
distintos entre si y respecto a los controles. Los controles Ca, crone sin
nitrégeno (SN) y crone con nitrégeno (CN), son los que muestran una menor
tasa nitrificante y ademds no son significativamente distintos entre si. El
tratamiento menos concentrado (T3) de PN, tampoco es diferente de los

controles.
Los efectos descritos al considerar los suelos A, B y D en conjunto, son

semejantes a los detectados en los suelos por separado, tal y como reflejan los
LSD (apéndice B, tabla B.V).
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En las tables y figuras siguisntes lag abreviaturas empleadas son: Ti, T2 ¥ T3 : +tratamisntos 1, 2 y 3
{correasponden respectivamenta con la aplicaclion de axudados 4 plantas nodulasdas (*, PN} ¥ ain nodular (PBN)
al 10D%, 50% y 25%, sobre 108 suelos ensayados. Tambidn se amplaan Qichoa sufiloa en los controles). Ca:
control con agua a CRM; Cn: control con nitrdgeno amonioc y agua a CERM. CN: Control Crone *N. 8N: Control Crona-
H. A, B, C vy D son los suslos ansayados., Unidades: ppm Qe nitrato producidas tras 20 diasx de incubacidén.

Tabla 4.XX. Resultados de la nitrificacién potencial en los suelos A, B, Cy D
tratados con exudados de plantas noduladas, sin nodular y en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
T1PN 0.3133 + .0072 0.2000 t+ .0047 0.2300 % ,0271 0.9300 + .0355
T2PN 0.2300 + .0380 0.1000 £ .0047 0.0133 * .0272 0.7400 + .0241
T3PN 0.0300 £ .0047 0.0630 = .0240 0.0000 * .0000 0.6200 + .0420
T1PSN 0.4123 + .0109 0.3102 + ,0059 0.3012 + .0059 0.9501 + ,0254
T2PSN 0.2191 + .0223 0.1501 £+ .0160 0.1501 + .0082 0.4602 + .0252
T3PSN 0.1010 + .0057 0.0721 + .0132 0.0761 + .0058 0.2200 + ,0131

CnPN 0.0800 + .0047 0.0630 £ .0027 0.0030 t .0012 0.5160 + .0195
CnPSN 0.0002 + .0000 0.0010 % .0000 0.0031 * .0004 0.5290 + .0511
Ca 0.0096 + .0002 0.0200 = .0047 0.0000 + .0000 0.1300 + .0212
CN 0.0010 + .0004 0.0030 + .0004 0.0001 + .0000 0.1460 + .0131
SN 0.0130 + .0027 0.0230 % .0054  0.0000 + .0000 0.1460 + .0195
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Figura 4.14. Resultados de nitrificacién potencial en presencia de exudados de
plantas noduladas {(a) y sin nodular (b) en los distintos suelos ensayados. Los

datos del suelo D van x 10!, salvo en la media.
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Tabla 4.XXI. Resultados del ANCOVA del potencial de nitrificacién en los suelos
A, B, C y D tratados con exudados totales de plantas noduladas, sin nodular
vy en los controles.

F. de variacién G.l. F D Significacién
Tratamientos 10 150.60 < 1077 S.(*%)
y controles

Suelos 2 916.58 < 107 S. (*%)
Interaccién 20 29.69 < 107 S. (%*)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p<0.01

Tablas 4.XXI.a y b. Resultados de los LSDs en tratamientos (a) y suelos (b}
del potencial nirtificante.
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4_4.4. Desnitrificacién potencial total
4.4.4.1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

En la desnitrificacién (tabla 4.XXIII y figura 4.15), el ANOVA (tabla
4.XXIV) nos indica diferencias significativas entre suelos (F=229.47, p<0.01),
tratamientos {F=102.21, p<0.01) v en la interaccién de ambos factores (F=7.77,
p<0.01), (véase apéndice B, tabla B.VI).

De los cuatro suelos ensayados, la tasa de desnitrificacidn es mds intensa
en el A (9.162 nmol N,0 g™ h™'), seguido de B y D. El suelo C tiene una
actividad desnitrificante ostensiblemente menor que los anteriores. El LSD
{Tabla 4.XXV.b) muestra la existencia de diferencias significativas entre el
suelo A v el resto (P<0.01}, peroc no entre ellos.

En lo referente a los tratamientos (figura 4.15) se observan tendencias
diferentes en los exudados nodulares y radicales. En los primeros, la actividad
desnitrificante aumenta al disminuir la concentracién de los exudados, las
diferencias son significativas entre si. En los segundos, la desnitrificacién
decrece segin lo hace la concentracién de exudados; también en este caso las
diferencias son significativas (tabla XXV.a). Al comparar los tratamientos
nodulares v radicales no se aprecian diferencias entre los tratamientos T1N
frente a T2R y T3R, y TiR 'con T3N. Al comparar los tratamientos y controles
cabe destacar que TI1N no presenta diferencias significativas con respecto a C+E
y C, mientras que TI1R si las presenta respecto a C+E.

Entre los controles la mayor desnitrificacién se aprecia en los radicales.
En los nodulares, C frente a Ca y C+E no muestran diferencias; en los radicales
no presentan diferencias estadisticas 2C y C+E.

Como ya se ha seflalado anteriormente la interaccién es significativa. El
comportamiento de los suelos por separado es semejante al descrito, si bien hay
que apuntar que debido a la escasa actividad detectada en el suelo C las
diferencias entre los tratamientos N no son significativas, aprecidandose
diferencias solo en los radicales.
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Bn las tablas y Ffiguras siguientes las abresvisturas empleadas son: 71, T2 y T3 : tratamisntos 1, 2 y 3
{corresponden raspsctivaments con la incorporacidn da los sxudados nodulares (R) y radicales (R) al 10%, 5%
¥ 2%, sobre los gsuslos snsayados. Tasbién se soplean dichos suflics en &l caso de los contrelas). Ca: control
con agua a CRM: Co: control con carbono orgénico y agus a CRM; 2Co: control con carbono orginico doblae
concentracidn y agua a CRM; C+EB: control con carbono orgdnico v exudadios a CRM. A, B, C ¥ D acn los muelos
ensayados. Unidadaa: nmoles N,0/g sualo/ hors.

Tabla 4.XXIII. Resultados de la desnitrificacién potencial total en los suelos A,
B, C v D tratados con los exudados nodulares, radicales y en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D
TIN 4.133 + .359 2.976 + .000 0.223 + .030 256+ 144
T2N 4.858 + .262 4,372 + .030 0.300 * .006 3.855+ .243
T3N 5.889 + ,446 4.636 + .038 1.277 + .088 4. 756+ 122
TI1R 5.934 + .026 4.835 + .039 2.543 * .005 4.061 + .001
T2R 4.266 + .015 3.455 + .037 1.251 * .004 2.212+ .06
T3R 3.505 t+ .679 2.177 + .050 0.787 + .006 1.862+ .00
CoN 3.877 = .047 2.230 £ .028 0.490 + .070 2.360+ .081
2CoN 6.160 + ,051 4.213 + .023 0.303 * .007 4.764 % 190
C+EN 4,070 ¢ .023 3.080 + 012 0.270 ¢ .009 3.240+ .114
CoR 3.895 + .047 4.718 + .048 3.051  .004 4.136+ ,010
2CoR 7.032 + .014 6.237 + .011 6.404 + .004 6.561 + .04
C+ER 5.926 ¢ .034 6.322 + .000 6.452 + .027 7.411+ 040
Ca 3.484 + 122 1.860 = .057 0.428 z .011 1.605+ .093
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Figura 4.15. Resultados de desnitrificacién potencial en presencia de exudados
nodulares (a) y radicales (b) en los distintos suelos ensayados.
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Tabla 4.XXIV. Resultados del ANOVA de la desnitrificacion potencial en los
suelos ensayados tratados con los exudados nodulares, radicales y en los

controles.

F. de variacién G.1. F P Significacién
Tratamientos 1z  102.21 1.78 x 1077 S.(**)

y controles

Suelos 3 229.47 < 1077 S.(%*%*)
Interaccién 36 7.77 5.36 x 107 S.(**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p<0.01

Tablas 4.XXV.a y b. Resultados de los LSDs en tratamientos (a) y suelos (b)
del potencial desnitrificante.
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4.4.4.2, Efecto de los exudados de plantas noduladas y sin nodular

En la desnitrificacién (tabla 4.XXVI y figura 4.16), el ANOVA (tabla
4.XXVII) indica diferencias significativas entre suelos (F=360.91, p<0.01),
tratamientos (F=281.28, p<0.01) y la interaccién (F=6.37, p<0.01). Los LSD de
tratamientos y suelos se muestran en las tablas 4, XXVIII.a y b. Los de la
interaccidén se recogen en el apéndice B, tabla B.VII.

Los suelos muestran una tasa creciente de desnitrificacién: A> B > D >
C y son estadisticamente distintos. Respecto a los tratamientos encontramos que
al aumentar la concentraciéon aumenta la tasa de desnitrificacién, tanto en el
caso de PSN como en PN. El LSD muestra diferencias significativas en ambos

casos.

Al considerar los independientemente los suelos ensayados, se puede ver
que las tendencias son las mismas en todos ellos, y desde el punto de vista
estadistico el comportamiento es andlogo en cada uno al descrito en el parrafo
anterior, salvo en el suelo B, que no hay diferencias estadisticas entre T1 de
PN y los controles antes citados.
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BEn las tablas y figuras siguientes las abraviaturas empleadam acn: T1, T2 ¥ T3 : tratamientos 1, 2 3
{corrasapondan reapactivamante ton le incorporacidn de los axudedos de plantas noduladas (%, PN) v sin nodular
({PSN) al 100%, 50% y 25%, mobrea los susloes ensayados. También se emplean dichse aufijom en los controlas)., Ca:
contrel con agua 3 CRM; Cor conkrel con carbono orgénico y agua & CRM; 2C: contro) con carbono organico doble
concentracidén y agua a CRM; C+R: control con carbong orgénice y axudados a CRM. CN: gontrol con Crone+N. SN:
control con Crone-K. A, B, C ¥y D son los suelos ensayados. Unidadse: nmoles N30/ suels/ hora.

Tabla 4.XXVI. Resultados de la desnitrificacién potencial total en los suelos A,
B, C y D tratados con los exudados de plantas noduladas, sin nodular y en los

controles.
Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D

T1PN 5.629 + .040 4,631 + .088 2.359 = .003 3.071+ .013
T2PN 4.226 + .097 2.443 + 231 1.323 + .005 2,189+ .004
T3PN 3.810 + .092 1.847 + .012 0.673 * .006 1.273.007
T1PSN 8.412 + .105 7.634 £ .160 6.341 + 544 6.997 + 142
T2PSN 6.312 + .448 5.314 + .187 4.482 + .3G2 5312+ .193
T3PSN 3.417 + 195 2.828 + .339 2.191 + 115 2.649% 151
Ca 3.550 + .093 1.812 + .051 0.020 + .007 0.&26 + ,048
CN 7.311 + .395 6.682 + .361 5.531 + .103 5.882 + 146
SN 3.731 £ .137 1.852 + .004 0.032 + .004 0.928+ .04
CoPN 5.485 + ,025 4.710 + .005 2.221 + 016 3.21+.045
2CPN 5.719 + .084 6.018 + ,051 3.524 + .003 5.245 + ,026
C+EPN 6.016 *+ .007 9.929 + ,007 2.123 £ .005 5.596+ .38
CoPSN 6.314 + .142 5.286 + ,082 4.333 + .016 557+ .1%
2CPSN 6.513 ¢+ .051 5.431 + .268 4,732 + ,125 5.6+ .211
C+EPSN 6.493 + .296 6.395 + 278 4.695 + .151 5.601+.133

115



iF
1
T1 T2 T8 Ca 8N CN C 2C C+
2 8uslo A Suelo B Suelo C Buelo D —¢ Medla
(b)

10

22 Suslo A Suelo B Suelo C Suslo D —% Medla

Figura 4.16. Resultados de desnitrificacién potencial en presencia de exudados
de plantas noduladas (a) y sin nodular (b) en los distintos suelos ensayados.
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Tabla 4.XXVII. Resultados del ANOVA de la desnitrificacién potencial en los
suelos ensayados con los exudados de plantas noduladas, sin nodular y en los

controles.

F. de variacién G.l1. F P Significacién
Tratamientos 14 281.28 3.57 x 1077 S.(**)

y controles

Suelos 3 360.91 < 1077 S.(**)
Interaccidén 42 6.37 2.38 x 1077 8.(*%)

N.8.= no significativo S.=significativo. %* =p<(.01

Tablas 4.XXVIII.a vy b. Resultados de los LSDs en tratamientos (a) y suelos
(b) del potencial desnitrificante.
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4.4.5. Produccién de CO,
4.4.5.1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

Los resultados de produccién de CO, aparecen en la tabla 4.XXIX y se
representan en la figura 4.17. El ANCVA vy los LSD realizados se muestran en
las tablas 4. XXXy 4.XX¥I.a y b. Los LSD de la interaccién se exponen en el
apéndice B, Tabla B.VIII.

Las diferencias entre los cuatro suelos son significativas (p<0.01), la
mayor produccién de CO, corresponde al suelo B (217.37 nmol CO, g™ h™!)
seguido del A (175.64 nmol CO, g* h™'), D (104.68 nmol CO, g*' h™') vy
finalmente el C (48.24 nmol CO, g * h™').

Al aplicar los tratamientos nodulares y radicales, la tasa de produccién
de CO, aumenta con la concentracién de carbono orgdnico. Los distintos
tratamientos difieren entre si significativamente (p<0.01}, sélo T1R v T2N no
muestran diferencias significativas. Todos los controles muestran entre si y con
los tratamientos diferencias significativas (p<0.01).

En cuanto a la interaccién, que resulta significativa (p<0.01) encontramos

que las tendendencias descritas en los 4 suelos en conjunto se repiten al
considerarlos aisladamente (apéndice B, tabla B.VIII).
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En las tableas y figuras sjgulentes las abreviaturas ampleadas son:

/g tiarra/ hora.

T, Y2 y T3 =
(corresponden respactivamante a 1la aplicaclén de axudados nodulares {N) y radicalesa {R) al 10%, 5% y 23, sobre
los puelos enmsaysdos. También se emplean dichoa sufijos en los controles).
control con carbono orgdnico y agua a CRM; 2Co: control ¢on carbono organice doble concentracién y agua a CRM;
C+E: control econ carbono organico y axudsdos a CRM. A, B, € v D eon 103 puslos ensayados. Unidades: nmoles coz

Ca:

tratamjentos 1, 2 y 3

contrel con agua a CRM; Co:

Tabla 4.XXIX. Resultados de produccién de CO, en los suelos A, B, C y D,
tratados con exudados nodulares y radicales asi como en los controles.

TI1N
T2N
T3N
TIR
T2R
T3R
CoN
2CoN
C+EN
CoR
2CoR
C+ER
Ca

Suelo A

130.6 + 5.88
119.8 + 1.17
77.72 + 8.06
100.3 + 1.08
96.22 + 0.49
68.84 + 3.52
200.5 + 1.65
305.1 + 3.09
351.9 + 1.40
186.6 = 6.11
258.5 + 7.86
326.1 + 2.25
61.16 + 1.23

+ 1+ W+ 1+ 1+ I+

H+

Suelo B

177.7 + 11.7
125.4 + 3.47
100.7 + 4.26
161.8 + 5.93
107.3 + 0.89
88.08 £ 1.30
250.1 + 1.01
254.3 + 1.24
516.1 * 2.49
217.8 + 1.11
264.5 + 3.93
484.8 ¢ 8.37
76.69 + 0.97
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Suelo C

44.16
34.72
22.96
36.49
26.80
19.93
50.20
62.91
120.1
41.84
51.87
101.3
19.81

-+

I+

H H M 4 H O+ O+ W

I+

2.38
1.07
0.66
0.70
0.26
1.06
0.92
1.18
0.47
0.68
0.26
0.47
g.19

Suelo D

127.5+2.9
117.322.%4
91.34+1.9
118.9+1.61
99.27+ 0.4
8.77+0.73
29.4+1.78
21.1122.14
371.3+1.9
212.7+1.2
305.3+2.33
326.8+0.65
&.66+1.89
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© Figura 4.17. Resultados de la produccién de CO, en presencia de exudados

nodulares (a) y radicales (b) en los distintos suelos ensayados.
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Tabla 4.XXX. Resultados del ANOVA de la produccién potencial de CO, en los
suelos tratados con exudados nodulares y radicales asi como en los controles.

F. de variacién G.l1. F P Significacién
Tratamientos 12 2038.4 5x10° 8.(**)

y controles

Suelos 3 4237.6 < 1077 S.(**)
Interaccién 36 157.1 4.7 x 1077 8. (%**)

N.S.= no significative S.=significativo. #%** =p<0.01

Tablas 4.XXXI.a y b. Resultados de los L.SDs en tratamientos (a) y suelos (b)
del potencial de produccién de CO,.

Tratamientos y Controiss

N R

e
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4.4.5.2. Efectos de los exudados de plantas noduladas y sin nodular

Los resultados de produccién de CO, aparecen en la tabla 4.XXXII vy se
representan en la figura 4.18. El ANOVA y los LSD realizados se muestran en
las tablas 4.XXXIII, v 4.XXXIV a y b. El ANOVA nos muestra diferencias
significativas entre suelos (F= 10931.66, p<0.01), tratamientos (F=5466.24,
p<0.01) y en la interaccién (F=460.24, p<0.01), (véase apéndice B, tabla B.IX).

Los suelos son estadisticamente diferentes (p<0.01) mostrando la mayor
tasa de produccién de CO, en el orden decreciente que sigue:B > D > A > C.

Los exudados de PN y PSN tienen efectos andlogos sobre los diferentes
suelos: aumenta la produccién de CO, al aumentar la concentracién de los
exudados, siendo este efecto més marcado en PN. En ambos casos existen
diferencias estadisticas entre ellos y son significativamente diferentes de sus
respectivos controles (véase apéndice B, tabla B.IX).

Estas consideraciones podemos hacerlas extensivas a los cuatro suelos
ensayados, a excepcién de deos casos: por un lado, en los suelos A y B no hay
diferencias entre T1PN y su control C, y por otro en el suelo C tampoco hay
diferencias entre T1PSN y su control ¢con carbono orgénico (C); en este mismo
suelo encontramos gque tampoco hay diferencias entre los tratamientos con
exudados menos concentrados (T2 y T3), tanto de PN como de PSN.
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En las tablam y figuras siguisntes las abreviaturas smplaeadas son:

T, T2 ¥y T3 :

tratamientos 1, 2 y 3

{corcespandan raapactivamxents a la aplicaclén de exudalos Qa plantas noduladeas (*,PN} y sin nodular{PSN) al
1008, 0% y 25%, sobre los sualos snsayadcs. También se esplean Aichos sufijos an los &istintos controles).

Ca: contrel con agua a CRM; €: control con carbaono orgénico y agua a CRM;

2C: contrel con carbono orgéniceo

doble concentracidn y agua a CHM; C+E: control con carbono orgénico y exudados a CRM, CN: Control con CronesN.
§N: Control con Crone-N. A, B, C y D aon los suslos ensayzdos. Unidadea: nmoles €04y /9 tierra/ hora.

Tabla 4.XXVI. Resultados de prcoduccién de CO, en los suelos A, B, C vy D,
tratados con exudados totales de plantas noduladas y sin nodular asi como en

los controles.

T1PN
T2PN
T3PN
T1PSN
T2PSN
T3PSN
Ca

CN

SN
CPN
2CPN
C+EPN
CPSN
2CPSN
C+EPSN

Suelo A

140.3 £ 2.35
120.3 + 1.03
85.32 + 0.42
120.2 + 1.83
100.3 + 1.61
80.21 t 0.55
69.32 + 1.53
65.37 + 1.27
73.29 + 1.87
160.4 + 2.37
280.7 + 4.98
310.3 + 0.48
186.6 * 6.11
260.2 = 3.30
300.4 £ 5.42

+ 4+ # I+ 4+

I+

Suelo
162.2
134.3
96.34
143.3
112.2
87.32
75.17
70.35
78.33
271.4
460.8
490.2
217.8
341.3
510,2

B

1+

1.43
5.16
0.53
1.97
2.56
1.34
0.07
1.17
0.45
3.72
2.81

+

H

I+

H o+ B I+ K I+

4+

1.11
2.81
7.35

I+ W

I+
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Suelo C
42.34 £ 0.56
25.90 £ 0.21
15.53 £ 0.19
40.52 + 1.44
20.44 £ 1.45
12.36 + 0.28
11.32 + 0.47
9.31 + 0.53
17.21 £ 0.19
36.47 + 0.25
81.01 £ 0.33
74.08
41.84 = 0.68

9

2

H 1+ B 1+ O+ O+

34

75.3

Suelo D

125.1+0.97
110.41 0.4
91.90+0.36
137.2+1.4
118.3x1.07
84.45+ 0.7
81.20+0.33
.79+1.%
90.50£0.29
219.9+0.68
311.3x1.71
$39.1+1.19
212.7+1.22
1.9+1.62
559.214.36
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Figura 4.18. Resultados de producciin de COQ, en presencia de exudados de
plantas noduladas (a) y sin nodular (b) en los distintos suelos ensayados.
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Tabla 4.XXXIII. Resultados del ANOVA de la produccidn de CO, en los suelos
tratados con exudados totales de plantas noduladas y sin nodular asi como en
los controles.

F. de variacién G.l. F P Significacién
Tratamientos 14 5466.24 1.19 x 1077 S.(**%)

y controles

Suelos 3 10931.66 1.19 x 1077 S.(*%)
Interaccién 42 460.24 1.01 x 1077 S.(**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p<0.0l

Tablas 4.XXXIV.a y b. Resultados de los LSDs en tratamientos (a) y suelos
(b) del potencial de produccién de CO,.
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



Son muchos los autores gque han demostrado la importancia de la
microflora rizosférica como componente activo del ecosistema (Nakas y Klein,
1980; Sherwood vy Klein, 1981; Dahm, (1984 &, b, ). Ademds los microorganismos
rizosféricos pueden aportar nutrientes a los productores primarios, actuando
adem&s como protectores de las plantas frente a al estrés ambiental (Coleman et
al., 1983). En este sentido, las bacterias rizosféricas se han evidenciado como
4 6 5 veces mds rdpidas que las no rizosféricas en los cambios bioquimicos
(Rovira y McDougal, 1967; Richard, 1972). Recientes estudios han mostrado
las criticas relaciones entre exudados, microflora rizosférica, microfauna y
mesofauna que aceleran el reciclado de la materia orgdnica, facilitando a las
plantas la absorcién de nutrientes, sobre todo en condiciones en las que estos
son escasos (Clarholm, 1985; Ingham et al., 1985).

Para evaluar el efecto de los exudados sobre los microorganismos
edédficos implicados en el ciclo del nitrdégeno, se han usado métodos de extendido
manejo. Hemos considerado grupos funcionales o fisiolégicos y no entidades
taxondémicas concretas, ya que el objetivo de esta parte del trabajo es conocer
el resultado de un proceso bioldgico, sea cual fuere el agente efector del mismo.
Este planteamiento es el habitual en este tipo de estudios y es empleado por
numerosos autores como Remacle y De Leval (1975), Pozuelo {1984), Turner y
Franz (1985), Bermidez de Castro y Gutiérrez Mafiero (1987), Llinares (1990)
y Sprent (1990}, entre otros.

En la caracterizacién de los exudados y suelos ensayados se han incluido
pardmetros generales, pero intimamente relacionados con la dindmica del
nitrégeno, por ejemplo el nitrégeno total ¢ el carbono orgdnico, apropiados
para considerar la cantidad y naturaleza de la materia organica presente en el
sustrato. Se han incluido también otros parametros mas especificos como el
nitrégeno-nitrato o el nitrégeno-amonio. Ambos productos pueden dar una idea
de la actividad biologica de los grupos funcionales que utilizan estos iones como

fuente energética para su desarrolle ¢ como productes de su metabolismo.

En la caracterizacién bioquimica de los exudados se han considerado
los grupos de moléculas que ademds de revestir interés desde el punto de vista
fisiolégico en las actividades de los grupos de microorganismos estudiados,
aportan informacién sobre las caracteristicas de la exudacién en las distintas
condiciones ensayadas. Por ello hemos estudiado azlicares, lipidos y proteinas,
cuantitativa y cualitativamente. El estudio de estos grupos de compuestos en los

exudados es bastante generalizado y se ha efectuado sobre distintos materiales
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biolégicos como refrenda la abundante literatura al respecto (Rowvira, 1959;
Ayers y Thornton, 1968; Vancura, 1964; Smucker y Erickson, 1987;
Svenningsson et al., 1990). Respecto a los métodos de obtencién de los
exudados y los métodos de separacién e identificacién de los grupos de
moléculas consideradas se discuten posteriormente,

Para evaluar la fijacién de nitrdgeno en suelos se empled el método de
la actividad reductora del acetileno (ARA) en las condiciones propuestas por
Grant y Binkley (1987), debido a la rapidez y escasa manipulacién de los suelos
en el laboratorio. Las limitaciones del método (en la medida de actividad de
nédulos) han sido bien contrastadas, si bien estas limitaciones no son aplicables
a la fijacién libre; este método es empleado de rutina por diversos autores
(Danso et al, 1992).

Los potenciales amonificante y nitrificante se obtuvieron segin el método
de Robertson y Vitousek (1981), el cual, aun requiriendo tiempos de incubacién
relativamente largos, se considera bastante apropiado para evaluar el potencial
nitrificante, pues como indica Alexander (1980) entre otros autores, los
microorganismos nitrificantes poseen un metabolismo mds lento en comparacién
con el resto de los grupos fisioldgicos del ciclo del nitrégeno. No obstante otros
autores ponen en duda la eficacia de este método en lo que respecta a la
amonificacién ya que no contempla la volatilizacién ni la fijacién en arcillas
(Broadbent Y Nashima, 1967; Azhar et al., 1986; Hsieh, 1988). Sin embargo el
potencial amonificante determinado por este procedimiento refleja mds fielmente
la actividad de los suelcs, ya que los fendmenos antes mencionados se producen
de forma natural a las temperaturas y presién normales. Ademds, para Clarck
(1981}, con las temperaturas de incubacién empleadas la wvolatilizacion de
amoniaco no seria superior al 15% del amonio fijado y, segin Freny et al. (1981)
estas pérdidas se compensan por deposicién seca de dicho compuesto.

Por otro lado la mayor parte de los proceseos estudiados se wven
modificados por multiples factores, entre los que cabe destacar el tipo de suelo
gue sirve de soporte a los mismos. Por esta razén consideramos las variaciones
inducidas por los tratamientos en cada suelo ¢ para el conjunto de los tres
suelos empleados simultdneamente, pero no la interaccién con suelos diferentes.

La desnitrificacién total se evalud en las condiciones propuestas por

Vinther (1984) aplicadas al método de inhibicién por acetileno de Yoshinari y

Knowles (1976) y contempla exclusivamente las pérdidas de nitrégeno por
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desnitrificacién. No hay interferencia del proceso de nitrificacién, puesto que
como demuestran Klemedtsson et al., (1986) las presiones altas de acetileno
(como el 10% de la atmésfera de incubacidén) inhiben dicho proceso.

La produccién de CO,, se empled exclusivamente como indicador de la
actividad de la microflora total. Alexander (1980} apunta en este sentido que
la relacién entre el nimero de microorganismos y la produccién de CO, no estéd
totalmente demostrada, existiendo sélo en algunas ocasiones, como cuando la
fuente de carbono es Unica y la microflora monoespecifica. Sin embargo la
produccién de CO, puede indicarnos la funcicnalidad de los microorganismos
edaficos.

~ Otra de las consideraciones gque debemos hacer respecto a los métodos
empleados, es la forma de obtencién de los exudados. Los trabajos realizados
por distintos autores se centran sobre exudados radicales, mayoritariamente de
plantas no diazotrofas (Ayers y Thornton, 1968; Bolton et al., 1989 o
Svenningsson et al., 1990). Considerando que un ndédulo radical conserva la
estructura de la raiz, los productos exudados serdn andlogos en composicién a
los de una raiz sin nédulos, con las modificaciones que puedan ser debidas al
endofito. La mayoria de estos métodos recogen los exudados en vive con
objetivos bdsicamente analiticos, para ello emplean soportes inertes como perlita
(Ayers y Thornton, 1968) o soluciones donde se han desarrollado las plantas
(Rovira, 1959; Sulochana, 1962). Los exudados de plantas noduladas (PN) y sin
nodular (PSN) se recolectaron en solucién nutritiva (con o sin nitrégeno seqin
cada caso). Sin embargo, son escasos ¢ nulos los estudios enfocados hacia el
efecto de los exudados sobre el suelo, y comunidades eddficas que en el se
desarrollan. Hay que considerar las diferencias existentes entre los bloques de
tratamientos, por un lado PN, PSN y por otro N,R. En estos ultimos hemos de
tener en cuenta que como efecto del estrés hidrico y de la falta de afluencia de
fotosintatos a la raiz y ndédulos, el proceso de exudacién es mds acusado
(Rovira, 1969; Klein et al., 1989). Por contra en los exudados PN y PSN se ha
buscado que las condiciones de crecimiento fueran las mds "normales" limitando
los factores de estrés al minimo, de tal modo que las posibles diferencias
estuviesen referidas a una sola variable: la presencia o ausencia de nédulos
radicales. Otros autores han estudiado lz naturaleza de los exudados en
condiciones de estrés (Svenningsson et al., 1990), considerando que, de esta
manera, la concentracién de compuestos orgdnicos en los mismos serd mucho
mayor (los exudados nodulares y radicales fueron recogidos en condiciones de
estrés tal y como se indicé en 2.5.1.)
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Otro aspecto a considerar es la proporcién en que se afiaden las
soluciones de exudados a los suelos, que fue en todas las pruebas a capacidad
de retencidon méxima (CRM) de cada suelo. De esta forma se favorece que los
compuestos presentes en los exudados entren en contacto con la porcién de
suelo ensayada, pues muchas veces las sustancias son de difusién restringida
(Foster, 1986). A la vez quedan espacios microaerobios en el complejo poroso
del suelo, lo que permite la difusién de gases. Como va se ha seiialado, la
humedad del suelc afecta de modo distinto a los grupos funcionales del ciclo del
nitrégeno, pero, en general, un porcentaje alto de humedad optimiza estos
procesos. La fijacién de nitrégeno se ve favorecida al disminuir (con el aumento
de humedad) la tensién de oxigeno. La nitrificacién se acentia cuando la
humedad supera el 65% de la CRM (Sabey, 1967). El procesc de
desnitrificacién también estd favorecido en condiciones de humedad elevada
puesto gque este proceso requiere bajas tensiones de oxigeno (Terry y Tate,
1980).

El método empleado para el andlisis de hidratos de carbono presentes en
los exudados cumple un doble objetivo: por un lado permite una identificacién
eficaz y relativamente rdpida y por otro es sencillo. Métodos semejantes han sido
empleados por distintos autores para el estudio de azicares presentes en los
exudados de diferentes especies vegetales (Rovira, 1969; Vancura, 1964) y han
evidenciado su eficacia al compararlos con otros mas complejos empleados como
cromatografia de gases (Sveninngsson et al., 1990).

En lo referente a los azicares encontrados en los distintos tratamientos
hay que resaltar tres hechos notables:

(i) la composicidén de N y R, en las condiciones ensayadas no difieren
en su composicién.

(ii} En PN y PSN la composicién no difiere sustancialmente entre ambos
salvo en dos azdcares exclusivos de cada tipo: lactosa (en PSN) y galactosa (en
PN).

(iii} Las diferencias mas notables las podemos sefialar entre los dos
grupos de tratamientos N y R, por una parte y PN y PSN por otra.

Las consideraciones que podemos efectuar sobre ello son dos: en primer
lugar, la naturaleza de exudados no depende sélo de las condiciones en que se
desarrolla la raiz (Hale et al., 1978; Wipps, 1984} sino que también depende de
la estructura y caracteristicas de esta: no exudan los mismos azlcares las raices
que los nédulos. Las causas Ultimas de este efecto las encontramos en aspectos
fisiolégicos en respuesta a la simbiosis que se establece con Frankia.
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En segundo lugar las diferencias encontradas cualitativa y cuantitativamente de
los exudados en condiciones "normales" (PN y PSN) y de estrés hidrico (N y
R) wvendrian justificados por este factor. Como otros autores sefialan las
diferencias en ambos casos vendrian determinadas por aumentos en la autélisis
de la raiz (Martin, 1977a), incrementos en la permeabilidad de membrana o de
los procesos metabélicos que en ella se dan (Mukherjee y Choundry, 1981;
Hsiao, 1973).

En lo que se refiere a los resultados obtenidos por otros autores, son
muy escasos los trabajos de caracterizacion de exudados radicales en plantas
lefiosas y menos aidn en diazotrofas. Podemos sefialar en este sentido el trabajo
de Reid {(1974) que aborda el andlisis de aminodcidos en Pinus ponderosa. Si son

abundantes los trabajos respecto a exudados de plantas herbéceas. Nuestros
resultados, en cualquiera de los dos grupos de exudados, muestran una menor
variedad de azucares a los encontrados por Vancura (1964) en trigo y centeno
en condiciones normales, siendo el Gnico diferente respecto a los encontrados
por dicho autor, la lactosa. Tampoco son notorias las diferencias en composicién
de los exudados de pldntulas de pino que encuentra Smith (1969) mediante
métodos semejantes. Consideraciones andlogas podemos hacer respecto a los
trabajos de Vancura y Hanlikora (1972), Hamlem et al. (1972) o Shay y Hale
(1973).

Lo mdés destacable que podemos resefiar es la escasa variedad de
azlcares encontrados por nosotros respecto a otros autores. Esto puede venir
justificado por la especie utilizada, por las condiciones de cultivo de las plantas
vy por la edad de las mismas, factores todos ellos probados en numerosas
especies,

El método empleado para la determinacién de lipidos (Bligh y Dyer,
1959), permite una rapida identificacidn y rinde buenos resultados. Sin
embargo, tal y como seflalan Svenningsson et al. (1990), existen dificultades a
la hora de determinar los lipidos de los exudados, dada su insolubilidad en
soluciones acuosas {cémo el medio de recoleccidén de los exudados) y la tendencia
a ser adsorbidos por los medios de soporte.

Son dos los aspectos mas destacables de los resultados obtenidos:

(i) La variedad de los lipidos exudados por los alisos en condiciones
"normales" es diferente en PN y PSN, no ocurriendo esto en los exudados en
condiciones de estrés (N y R).

(ii) Es mayor el contenido en lipidos de los exudados en condiciones de
estrés que en condiciones "normales”.

131



Estas diferencias pueden deberse a los cambios sufridos principalmente
por las membranas, que indudablemente han de verse reflejados en la
composicién de sustancias hidrofébicas exudadas. Por una parte debido a la
alteracion de la permeabilidad de la membrana en las células menos afectadas
durante e] estrés y por otra debido a la destruccidn de las membranas en las

células que mueren.

Sin embarge las diferencias cualitativas entre PN y PSN sugieren un
efecto del enddéfito. Podemos considerar dos hipé6tesis que no son excluyentes:
(i) que el endéfite influya sobre las sustancias liposolubles constitutivas de la
planta durante el crecimiento vegetal y (ii) que el endéfito actue indirectamente
sobre la exudacidn lipidica por afectar al metabolismo de dichos compuestos en
zonas préximas a los nddulos o en los propios nédulos.

Una ultima consideracién que hemos de hacer se refiere a la mayor
exudacién de lipidos en condicicnes de estrés, como sefialan Svenninngsson vy
Liljerberg (1986). Esta consideracién es razonable debido a la destruccidn de

membranas que se produce en estas condiciones.

Juo y Stotzky (1971} fuercn los primeros autores que hemos encontrado
en la literatura consultada que emplean el método de Lowry et al. (1951), para
estimar cuantitativamente las proteinas totales en exudados radicales, empleando
como material biolégico guisante, maiz y girasol. El rendimiento de esta técnica
es aceptable como ponen de manifiesto los autores arriba citados. En nuestro
caso, ademds del método de Lowry se ha empleado la reaccion de Biuret.

Como se ha sefialado, existen diferencias notorias entre los exudados en
condiciones de estrés (N y R, con mayor contenido en proteinas y polifencles)
v en condiciones "normales" (PN y PSN)}. La mayor cantidad de polifenoles en
N y R, vendria justificada por el mayor grado de lignificacién tanto de nédulos
como de raices frente a la nula o escasa lignificacion de las plantas usadas en
las experiencias de PN y PSN, m&s que a las condiciones del experimento.

En cada uno de los grupos de exudados la mayor concentracién de
proteinas la encontramos en N y en PN, es decir en aquellos en los que
intervienen los ndédulos. Por ello el incremento en las concentraciones de
exudado deben de estar causadas (i) porgue se produce liberacién de proteinas
del endsfito hacia el exterior a través de las células corticales y epidérmicas o
bien (ii) que el endéfito actue sobre la fisiclogia del vegetal de tal modo que se

de un incremento de la exudacidn protéica enddgena.
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De nuestros los resultados se deduce gque los exudados N y R activan
el ARA potencial en los suelos ensayados. El mas concentrado de los
tratamientos con exudados nodulares, es el que exhibe un ARA mayor vy
diferente al resto. Las causas de estos efectos podemos encontrarlas en tres
posibles factores:

(i} Como han evidenciado distintos autores (Child, 1981) uno de los
factores que mas limitan la fijacién libre es la disponibilidad de materia orgdnica
oxidable. Esta podria ser aportada via exudados, como han demostrado
diferentes trabajos y muy especialmente hidratos de caz_:bono {Vancura, 1964,
Svennignsson et al., 1990). En este sentido son también son numerosos los
autores que han sefialado como en la rizosfera de diferentes plantas se
incrementa la actividad fijadora libre precisamente por el aporte de materia
orgdnica carbonada (Neyra y Dobéreinner, 1983}.

(ii) La disponibidad de molibdeno, cofactor de la nitrogenasa, es otro
de los factores que pueden afectar decisivamente a la fijacién libre (Weber et
al., 1987). Los exudados nodulares pueden aportar cantidades apreciables de
este metal (procedente del enddfito, al desencadenarse el proceso necrético) y
podria de este modo ser mas accesible para las bacterias diazotrofas libres.

(iii) La presencia de sustancias de distinta naturaleza que actuasen
activando o inhibiendo especificamente a los microorganismos fijadores libres.
Respuestas de este tipo (mecanismos alelopdticos) han side descritos con
respecto a los microorganismos nitrificantes (Olson y Rainers, 1983; Baldwin et
al., 1983).

Considerando los tres factores y nuestros resultdos podemos tarabajar
con dos hipétesis que expliquen nuestros resultados:

a) Tanto en el caso de los exudados nodulares como radicales parece que
el efecto activador del ARA responde al aporte de materia orgédnica por parte de
estos (2,66 v 2,05% de carbono orgdnico en T1N y T1R respectivamente) y que
conforme a lo que seflaldbamos en {i) facilita el proceso metabélico dado su
elevado coste energético. De hecho, los controles con carbono orgédnico, tanto
en nodulares como en radicales muestran mayores ARAs que los tratamientos 2
¥ 3. El mayor incremento de actividad en los controles con carbono orgéanico
frente al TIN y T1R se puede explicar en razén a que el carbono orgdnico que
se aporta en los controles es facilmente asimilable, mientras que el que aportan
los exudados (véase caracterizacién bioquimica) son de naturaleza mds compleja
y por ello se requiere un tiempo mayor para su degradacién y asimilacidn.
Abundando en esto, los resultados de los controles con carbono orgénico doble

concentrado y carbono orgdnico mas exudados nos permiten comprobar lo que
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mas arriba sefialdbamos: las tasas de ARA (tanto en los controles nodulares
como radicales) muestran diferencias significativas.

b) El sequndo factor que explicaria nuestros resultados seria el aporte
de molibdeno. Los UGnicos que pueden aportar cantidades apreciables de
molibdeno son los exudados nodulares y es precisamente en estos en los que
encontramos un efecto activador. Sin embargo debemos descartar la hipétesis
de que el Mo es el Unico responsable del efecto observado: las diferencias entre
T1N y Cco+Mo son las unicas no significativas de dicho tratamiento.

Ademas de todo lo serfialado hasta este punto no se puede descartar
radicalmente la presencia de agente quimicos que de alg@in modo modulen los
efectos descritos. La presericia de eétos compuestos habrd de evidenciarse por
su aislamiento y caracterizacién, pudiendo, a la vista de nuestros resultados,
especular con la posibilidad de que dichos compuestos estén en relacién con
otros sefialados por autores como Rice (1984) o Freench (1985).

En los tratamientos con exudados de plantas noduladas (PN) y sin
nodular (PSN) encontramos, como ya se ha sefialado, un aumento del ARA con
la concentracién de los tratamientos PN y al revés con PSN. El conjunto de
factores que podemos considerar como desencadenantes de estos efectos serian
los resefiados antericrmente: presencia de materia orgdnica carbonada,
molibdeno y activadores especificos.,

Estos resultados son diferentes a los encontrados con los exudados N y
R. A la vista de estos resultados cobra mayor importancia la hipétesis que
contempla la presencia de activadores o inhibidores alelopdticos. Mientras que
los exudados N y R probablemente activan los fijadores a través del aporte de
materia orgdnica como sustrato energético, en este caso el aporte de materia
orgdnica sélo supone un incremento de actividad en PN, en PSN los resultados
se invierten, ademds en presencia de materia orgdnica fdcilmente asimilable y
exudados (control C+E) la actividad desciende frente a 2C. Estos resultados sélo
pueden explicarse por la presencia en los exudados de PSN de algin inhibidor
de este grupo de microorganismos. Las razones pueden ser multiples y sdélo
podemos especular al respecto. En principio cabe pensar en aspectos relativos
a competencias que resultan favorables para la fisiologia de la planta y que
permitan el asentamiento de poblaciones que faciliten el desarrollo de 1la
simbiosis, cosa que no ocurre en el caso de PN porque ya se ha establecido.
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Como ya se ha sefialado los suelos exhiben ARA diferente (salvo B y
D) que en cantidades totales (considerados tratamientos y controles) muestran
tasas muy semejantes. las pautas de respuesta en los tratamientos y controles
son superponibles. Sin embargo, interesa profundizar en las causas de las
diferencias que derivan de las caracteristicas de cada suelo.

Las tasas bajas del suelo C (véase su caracterizacién y resultados)
respecto al resto, puede deberse a factores como su alto contenido en K, que
tal y como sefiala Weber et al. (1983) aparece correlacionado negativamente con
el ARA. Por otra parte diferentes autores han apuntado la baja tasa de ARA que
se observa en suelos con poca densidad de raices. Las raices son importantes
vias de aporte de materia organica y por ello, suelos con mayor biomasa radical
poseen mayores ARAs (Neyra y Dobéreiner, 1983). El suelo C es indudablemente
el que posee una menor densidad radical y su contenido en carbono orgénico es
muy bajo por lo que no se favorece el desarrollo de este grupe Qe
microorganismos.

Resultan llamativos nuestro resultados al considerar los suelos A, B y
D en lo que respecta a la vegetacién que en ella se encuentra. Nohrsdt (1983)
sefialé que en formaciones deciduas el ARA libre es superior al encontrado en
formaciones aciculifolias, principalmente a causa del pH y de la degradabilidad
de la hojarasca. Sin embargoc en nuestro caso encontramos que los suelos que
presentan mayor ARA (B y D) son suelos desarrollados sobre los que se
asientan pincs y alisos respectivamente. Ademds los pH son marcadamente
diferentes (4.30 en B ¥ 7.13 en D). Otros pardametros que pueden incidir en
estos efectos podrian estar en relacién con una jerarquizacién del grado de
incidencia de los factores abidticos. Asi podemos apuntar un efecto inhibidor del
ARA en el suelo A por el alto contenido en N (12.5 mg/g tierra) que como Rice
v Paul (1971) han sefialado incide en una reduccién de la accién fijadora libre.

En el efecto de los exudados nodulares y radicales sobre la amonificacién
potencial, lo mads destacable es la relacién inversa existente entre concentracién
de los tratamientos y tasa de mineralizacién, en contra de lo que en principio
podria pensarse pues como sefialan Chae y Tabatabai (1986) la adicién de
materia orgdnica (en nuestro caso exudados) deberia tener un efecto activador
sobre la amonificacién. Para justificar estos resultados proponemos dos
hipétesis:

(i) que el tratamiento T1 {(en N y R) aporten suficiente cantidad de materia
orgadnica no nitrogenada de forma que los microorganismos mineralizantes la
empleén como fuente energética, sin verse en la necesidad de utilizar para este

fin el N orgénico mineralizable, que emplean como fuente de nitrégeno quedando

135



este inmovilizado. Las diferencias entre los exudados N y R no son
significativas, lo que indica ausencia de variacién en el tipo de materia orgénica
liberada por ambos, en lo que respecta a su incidencia sobre este grupo de
microorganismos. Estos datos sugieren una eficiente translocacién de los
compuestos orgdnicos nitrogenados resultantes de la fijacién de nitrégeno a
través del aparato radical.

(ii) La presencia de un inhibidor especifico del proceso. Este inhibidor puede
ser un agente antimicrobiano especifico que actue en los tratamientos mas
concentrados.

De lo expuestoc hasta aqui, consideramos que la hipétesis mas ajustada
a los resultados obtenidos y los datos bibliograficos es la (i). Podemos rechazar
la (ii) fundamentalmente basdndonos en 1la heterogeneidad de los
microorganismos mineralizadores del nitrégeno. Scon tres los aspectos
fundamentales a la hora de argumentar la hipé6tesis (i): en primer lugar, al
estudiar los controles con Asn, observamos una disminucién significativa
respecto al control con agua. Esto se debe a que en los primeros la diponibilidad
de materia orgdnica carbonada y nitrocgenada facilmente asimilable permite una
metabolizacién e inmovilizacién acusada (Barbarika y Sikora, 1985) de modo
semejante al que ocurre en los tratamientos mds concentrados (T1). En este
sentido es interesante hacer referencia al trabajo de Bakken {(1990), acerca de
la mineralizacién y el aumento de la mineralizacién / inmovilizacién de nitrégeno
en la rizosfera.

Los resultados obtenidos en los cuatro suelos ensayados nos mostraban
que la tasa mds elevada de amonificacién potencial se da en el suelo B (en torno
a 1.5 veces superior a los otros suelos). Sin embargo las tendencias son
semejantes en todos ellos. Un primer aspecto es el indiscutible efecto de Ia
vegetacién sobre la mineralizacién (Powers, 1990; Maldenoff, 1987 y Gékeeglu,
1988). En nuestro caso seria un efecto indirecto: los suelos empleados en los
ensayos se estudian sin el efecto de la vegetacidén que soportaban, pero esos
suelos han sufrido una serie de modificaciones causadas por dicha vegetacién,
que pueden afectar a la capacidad de mineralizacién. Asi, el suelo B (de pinar)
exhibe una tasa mds elevada que las de suelos de frondesas (suelos A vy D) o
matorral (suelo C). Estas consideraciones y resultados coinciden con los de
Mandeloff (1987). Es mds, dicho autor sefiala que dichos efectos no estdn en
relacién con los periodos de caida de la hojarasca e implica una cierta
especializacién de los microorganismos amonificantes a las condiciones que
imprime la vegetacidn.
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A diferencia de lo detectado en el caso de los exudados N y R, en el
caso de PSN y PN se observa un incremento de la actividad amonificante
asociada al aumento de la concentracién de los exudados, encontridndose en PN
valores mds altos. Aungue las diferencias entre los distintos tratamientos no son
significativas hemos de reflexionar sobre las tendencias opuestas que se
manifiestan respecto a N y R. Siguiendo la misma linea de razonamiento que en
el caso del experimento planteado con los exudados N y R podemos pensar que
la materia orgdanica liberada por PN y PSN es mucho mds rica en nitrégeno que
la liberada en N y R, como asi lo confirma la caracteriazacién bioquimica de
ambos tipos de exudados. En el caso de N y R larazén C/N es aproximadamente
de 2 y en PN y PSN de hasta 20. Todo ello implicaria una mineralizacién cbligada
de la materia orgdnica disponible para la obtencién de energia por parte de la
microflora heterétrofa, lo que no permite detectar el proceso de inmovilizacién.
* Esta apreciaciin nos indica la importancia de la relacion entre el tipo de materia
orgdnica disponible y los procesos de mineralizacién e inmovilizacién (Barbarika
y Sikora, 1985). Son muchos los autores que justifican el aumento de la tasa de
mineralizacién como consecuencia del aporte de materia orgénica especialmente
rica en nitrégeno, por ejemplo fertilizantes (Moorhead et al., 1988), o mds
concretamente referido a los exudados radicales (Griffiths y Robinson, 1992).

En el estudio del efecto de los exudados Ny Rpor un lado y de PSN y
PN por otro, sobre la nitrificacién, podemos destacar un hecho claro: en los dos
grupos de exudados se observa un descenso de la actividad nitrificante al
ensayarse exudados de menor concentracién.

Es bien conocido desde hace tiempo el hecho de que la nitrificacidn en
un suelo aumenta con la adicién de nutrientes y del sustrato de la reaccién
(amonio), (Sahrawat, 1982). Sin embargo las comparaciones de los distintos
grupos de exudados, los controles ¢on agua y con amonio nos conducen a
pensar que dado el aumento de la produccién de nitrato bajo el efecto de T1 (N,
PN y P5N) el efecto no solo se debe al sustrato. Normalmente no se considera
la accesibilidad a la fuente de carbono orgdnico como limitante de la
nitrificacién. No obstante Cresenci et al. (1988) sefialan que al agregar glucosa
se observa un incremento de la produccién de CO, que activa la nitrificacién
de un modo indirecto. En nuestro caso hay un aporte de diferentes hidratos de
carbono (entre los cuales estd la glucosa) que podrian optimizar el potencial
nitrificante.

Parece pues légico pensar en una accién sinérgica de amonio y materia
orgdnica carbonada (en distintas formas) en los exudados (sin entrar a
considerar otros posibles elementos). Recordemos que Lynch (1990) sefiala la
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imposibilidad de considerar los efectos de un metabolito de un modc aislado en
lo referente a sus efectos sobre los microorganismos edd&ficos.

Un segundo aspecto que resulta ineludible a la hora de relacionar las
excretas radicales y la nitrificacion es el de los inhibidores del proceso. En
nuestro caso al comparar (en los dos bloques de ensayocs) los tratamientos con
diferentes concentraciones y los respectivos controles con agua, se puede
rechazar la existencia de cualquier efecto inhibidor. Autores desde Theron
{1959) hasta Rice (1984) sefialan que el efecto inhibidor se da en la rizosfera
y suelo libre de zonas con vegetacién. Segln Rice y Pancholy (1972, 1974) la
causa (ltima de esta inhibicién serian los compuestos fendélicos exudadas por las
raices. En funcién de esta hipdtesis, en PN y PSN no se aprecia efecto dada
la relacién que existe entre la lignificacién y por lo tanto la rigqueza en
compuestos polifendlicos de los tejidos en crecimiento secundario. Esto es asi:
lejos de inhibirse el proceso los exudados promueven un incremento de la
nitrificacién fundamentalmente debido al aporte del sustrato de la reaccién y
materia orgéanica carbonada, comc ya sefialdbamos arriba. Revisando la
bibliografia a este respecto podemos sefialar cuatro puntos que respaldan la
hipétesis opuesta a Rice y Pancholy:

(i) Molina y Rovira (1963} encuentran que la baja tasa de produccién de
nitrato en medios con raices de alfalfa y maiz es debida mas a la inmovilizacién
del nitrégeno por los heterétrofos al crecer, que a la inhibicién especifica de la
nitrificacién por los exudados. A este respecto, recordemos las consideraciones
hechas al tratar los resultados de amonificacién.

(ii) Bohtool et al. (1977) estudiando efectos de taninos y derivados
taninicos sobre los nitrificantes no encontraron inhibicion especifica alguna.

(iii) McCarty y Bremner (1986) estudiaron el efecto de &cidos fendélicos
en diferentes concentraciones, encontrando que no afectaban a la nitrificacidn.

(iv) Bermidez de Castro et al. (1984) Sefialaron que Alnus glutinosa
ademds de no inhibir los microorganismos nitrificantes rizosféricos, incrementa
su proliferacién.

A la vista de todos estos estudios parece que se puede estar especulando
sobre aspectos que tengan muy diferentes comportamientos, segin las especies
vegetales que se desarrollen sobre el suelo estudiado, pero resulta evidente
que el efecto (ya sefialado por otros autores) inhibidor de las plantas
diazotrofas sobre la nitrificacién no se debe a los exudados radicales.
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Como ya se ha seflalado anteriormente, en el caso de la actividad
desnitrificante en presencia de los exudados R, PN y PSN, encontramos un
incremento de la actividad con respecto al contrel con agua. Asi mismo aumenta
la produccién de N,0 con la concentracién de los exudados. Sin embargo, en los
exudados N el efecto es el contrario. Podemos analizar tres posibilidades que
expliquen este fenémeno:

(i) la presencia de inhibidores especificos del proceso, como los que se
han descrito en el proceso de nitrificacién (Rice y Pancholy, 1972, 1974) o
amonificacién (Sprent, 1990). La presencia de inhibidores de la desnitrificacién
suele asociarse a un mecanismo por parte de la planta encaminado a evitar la
pérdida de nitrdgeno del sistema. Sin embargo esto entra en conflicto con
nuestras observaciones ya que, en los exudados R no se refleja este efecto,
sino el contrario y un mecanismo como el descrito seria mds previsible en PSN,
que necesitan del nitrégeno mineral del suelo, que en PN las cuales han resuelto
el problema de la heterotrofia respecta a dicho nutriente; ademds la inhibicién
del proceso no se detecta cuando el experimento se plantea con vegetales vivos
(PN y PSN). Sin embargo debemos tener en cuenta que las condiciones de
exudacién en R y N, (estrés hidrico y de fotosintatos) o PN y PSN (en cultivo
hidropénico}.

(ii) Bajo condiciones de anaerobiosis (o por lo menos de microaerobiosis)
el nitrato puede reducirse tantc a éxidos de nitrégeno o nitrégeno molecular
(desnitrificacién} como a amonio (reduccién desasimilatoria del nitrato, RDN).
El hecho de que el nitratos de un suelo siga una de las dos rutas no esta
suficientemente claro en la actualidad. Sin embargo Tiedje et al. (1982) ha
sefialado la relacién entre este fenémeno y la existencia de un exceso de poder
reductor en e! suelo o cuando la concentracién de materia orgédnica carbonada
es alta y son escasos los aceptores de electrones (De Cantazaro et al., 1987).
Por otro lado Scott-Smith (1982) sefiala que bajas concentraciones de nitratos
y gran contenide de glucosa se optimizan la ruta RDN mirntras que alto
contenido de nitrato y bajas concentraciones de glucosa dan lugar a la ruta de
desnitrificacién. Si esto fuese asf, habria que considerar, que en el caso
hipotético de que se diese la RDN habria un incremento del amonio en el medio.
El incremento de amonio en el medioc se ve reflejado en nuestros resultados de
amonificacién, como ya sefialamos en ¢l caso de los exudados N, se observa un
descenso de la tasa de amonificacidn en el tratamiento T1 respecto a los menos
concentrados en los que podria reproducirse una situacién apropiada para que

se verifique la RDN.
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Estas hipdtesis que estamos analizando han de ser tomadas con las
debidas precauciones: en primer lugar (y considerando meramente el proceso
de amonificacidn) porgque el aumento de amonio se produce tanto en los exudados
R como N. En segundo lugar porque considerar aisladamente los procesos puede
conducir a error. Ténganse en cuenta que con el procedimiento de medicién del
potencial de desnitrificacién estd blogqueado el proceso de nitrificacién
(Yoshinari vy Knowles, 1976), cosa que noc ccurre en la amonificacion.

(iii) La tercera y Ultima posibilidad para justificar nuestros resultados
estaria relacionada con la disponibilidad de sustrato organico oxidable. Bajo este
punto de vista se podrian justificar los resultados obtenidos en los tratamientos
menos concentrados, tanto atendiendo al efecto del contenido en materia
orgdnica (Rolston et al., 1976) como a la biodisponibilidad de nitrato. Estos
factores pueden explicar los resultados encontrados en los exudados R, de PN
y PSN, perc las notorias diferencias existentes entre R y N nos permiten
indicar que ese factor no es el tnico gque afecta al proceso.

Por otra parte, consideramos las distintas respuestas de los diferentes
suelos ensayados. En los dos grupos de tratamientos (N y R; PN y PSN) las
tasas de desnitrificacién decrecen A> B> C y D. Las caracteristicas intrinsecas
de los suelos parecen las responsables de estas diferencias. Letey et al. (15980)
sefiala como una de las caracteristicas que mds afectan a la desnitrificacién los
tratamientos agrondmicos a los que estad sujetc un suelo. Otro indudable aspecto
es la incidencia de la vegetacién (Stefansen, 1973). Aqui nuevamente tenemos
que reiterar, que aunque en nuestros experimentos no contamos con el efecto
directo y continuo de la vegetacién sobre el suelo estos proceden de lugares en
los que este efecto se ha verificado durante largo tiempo imprimiendo unas
caracteristicas determinadas a dichos suelos.

Como sefialamos los tratamientos con exudados N, R, PN y PSN,
muestran unas tasas de produccién de CO, crecientes al aumentar la
concentracién de exudados en los distintos casos. La forma de evolucién es
semejante en los cuatro suelos ensayados, pero cuantitativamente es muy
diferente.

Las diferencias entre las distintas concentraciones de exudados esta
determinada por el aporte de materia orgdnica, tanto carbonada como
nitrogenada. Esto ya ha sido sefialado por muchos autores (Alexander, 1961;
Olsen, 1954). Los diferentes tratamientos y controles muestran con claridad el
efecto positivo que ejercen sobre la microflora total, si bien pueden existir,
como ya hemos sefialado, inhibiciones o activaciones de determinados grupos.
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Un aspecto que guizd sea mds interesante considerar detenidamente es
que, en cada tipo de suelo, los distintos tratamientos muestran importantes
diferencias cuantitativas. Estas han de responder a tres factores:

(i) el numero de microorganismos presentes en los distintos suelos.

(ii) La composicién cendtica de las poblaciones edédficas. En este sentido
Gaur et al. (1971), estudia la produccién de CO; por efecto de la adicién de
distintas fuentes de materia orgénica a un suelo. Como conclusién del trabajo
se encuentra que la produccion de CQ, esta en relacién no solo con la fuente de
materia orgdnica sino tambhién con los microorganismos edaficos dominantes
(bacterias, hongos, actinomicetes, Azotobacter...)

(iii) Tras la adicién de materia orgdnica en el suelo la produccién de CO,
no solo depende de aspectos biclégicos del suelo sino también de aspectos

fisicogquimicos.
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6. RESULTADOS DE LAS EXPERIENCIAS REALIZADAS EN EL
SENTIDOQ SUELO-PLANTA



Siguiendo el esquema de trabajo descrito en el apartado 1.4., se ha
procedido a recolectar bacterias gue en condiciones naturales aparecen en la
rizosfera de ejemplares de Alnus glutinosa establecidos, desde hace algo més de
20 afios, en San Martin de Valdeiglesias.

El planteamiento de este trabajo aprovecha los procesos de seleccion
naturales. La comunidad rizosférica presenta una estructura compleija,
constituyéndose a través de interacciones entre los componentes bidticos y
abiéticos del sistema, hasta alcanzar un estado de equilibrio dindmico.

Dichas comunidades estdn sometidas a las fluctuaciones climaticas que
tienen una considerable influencia sobre el metabolismo bacteriano y la fisiologia
de la planta, por lo cual se realiza el muestrec durante un periodo de tiempo
que recoge el ciclo vegetativo del aliso.

Una vez aisladas y determinadas a nivel de género las bacterias més
representativas de la rizosfera de A. glutinosa en la zona sefialada, se
caracterizaron subgenéricamente y se encuadraron en el ciclo del nitrégeno
seglin su actividad fisiolégica en el mismo. Por ultimo se determiné su efecto

sobre la germinacién y desarrollo de A. glutinosa en condiciones de laboratorio.

A continuacidn se exponen los resultados obtenidos en las experiencias
realizadas segun el plan de trabajo expuesto.

6.1. Andlisis fisicoquimicos de los suelos rizosféricos

En los mismos suelos rizosféricos en los que se realiza el muestreo
microbiol6gico cuyos resultados se exponen en 6.2, se analizaron las variables
fisicoquimicas que nos indican con cardcter general las caracteristicas del
substrato edéafico en el cual se desarrollan dichos microorganismos. Los
resultados de este andlisis se exponen en la Tabla 6.1 y la Figura 6.1.

Todos ellos corresponden a la media aritmética de tres réplicas por
muestra y tres medidas por réplica.
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Tabla 6.I. Caracterizacién de los suelos. Variables fisicoquimicas.
Unidades: C orgdnico (%), N-amonio y N-nitrato (pg/g suelo}. Junto a cada
resultado aparece el error estédndar.

OTORC INVIERNO PRIMAVERA VERANO
pH 6.51 $0.013 6.76 $0.145 6.46 $0.029 7.09 £0.102
C orgénico 3.04 10.209 6.04 £0.383 6.09 t1.358 4.70 20,344
N amonio 4,89 $0.633 25,12 $3.808 26,24 34.765 B.64 £2,937

N nitrato 10.73 $2.507 15,21 $2.783 13.37 t3.121 38.55 £8.696

N Nitrato N Amonlo C Orgdnice

[ Jotoic XN invierno  [EE] Primavera ¥ verane

Figura 6.1. Resultados de los andlisis fisicoquimicos de los suelos
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Como se puede apreciar en todas las muestras el pH es ligeramente dcido
salvo en verano en que se¢ alcanza un wvalor practicamente neutro. Los pH no

presentan grandes variaciones a lo largo del afio, oscilan entre 6.46, en

primavera, y 7.09 en verano, siendo ésta la estacién con el pH mayor.

El porcentaje de carbono orgdnico alcanza los valores mas altos durante
los meses de invierno y primavera, entre los cuales no existen diferencias
notables, 6.04 y 6.09, descendiendo en verano, 4.70, y alcanzando los valores
mas bajos en otofio, 3.04.

El nitrégenc amonio presenta unas variaciones estacionales similares a las
del carbono orgédnico. Los valores mis altos aparecen en invierno y primavera,
descendiendo en verano y otofio. Las concentraciones oscilan entre 4.89 ug
NH*,/g suelo (otofic) y 26.24 png NH", /g suelo (primavera).

El nitrégeno nitrato aumenta considerablemente en verano siendo ésta la
estacidn en la que se detectan las concentraciones méximas. En esta época del
afio se obtienen wvalores superiores en mas de un 1002 a la estacidén con
concentraciones inmediatamente inferiores (invierno). En el resto los valores
oscilan entre 15.21 pg NO™,/g suelo, {(invierno) y 10.73 pg NO°, /g suelo
{otofio).

La textura y la capacidad de retencién mdxima se midié en otofio. La
textura de las tres réplicas, de las que se efectuaron tres medidas, resultd ser
franco arenosa, con una capacidad de retencién maxima de 0.46 ml/g de suelo.

6.2. Géneros bacterianos encontrados y frecuencia de los mismos
Los géneros bacterianos a los que pertenecian las bacterias aisladas a
partir de las suspensiones diluciones de suelo, se determinaron siguiendo el

esquema diagndstico de Acero et al. (1994). Los resultados se muestran en la
Tabla 6.II.
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Tabla 6.I1. Frecuencia (2) de los géneros bacterianos en cada momento
de muestreo. 1: muestras recogidas al inicio de la estacién. 2: muestras
recogidas a mediados de la estacidn.

OTORO INVIERNO PRIMAVERA VERANO
T 2 T 2 T 2 Tz recuencla
media anual (%)

Bacilius 38 38 36 37 22 16 15 17 27.3%
Sirepiomyces 10 9 8 11 7 12 10 10 9.2%
Pseudomongs 6 12 17 14 21 34 3% 26 20.78
Erwinia - 2 4 3 € B 9 3 4.38
Agrobacterium - i - 2 5 6 6 2 2.75
Escherichia - - 2 i 7 ] 2 - 2.25
Micrococcus 7 6 7 5 4 ] 4 6 5.e3
Sporosareing & 3 4 6 3 3 4 5 5,28
Serratia - 1 - - 2 5 7 b 212
Difteroides 10 5 2 3 5 3 6 7 5.12
Baciles (+)
ne esporulodes 17 9 10 4 1 1 10 7.78
Cocos (+) 4 6 7 1 3 - - 5 325
Cocos (=) 1 3 3 03 - - - 2 1.8

La Figura 6.2 muestra las frecuencias bacterianas de cada género durante
el afio. Podemos observar como las bacterias del género Bacillus son las més
abundantes {27.38%), junto con las del género Pseudomonas (20.75%). Las

diferencias de estos dos grupos con el resto son muy acusadas. En cuanto a

los demds grupos podemos sefialar que Streptomyces constituye 9.25% del total
de colonias censadas, mientras que las restantes oscilan entre el 2.12% en el
caso de Serratia y el 5.83% de Micrococcus.
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Figura 6.2. % de los géneros bacterianos (media de ambos muestreos) en
cada estacion.

En la Figura 6.3, se observa la frecuencia de los tres geéneros mds
abundantes a lo largo del afio, Bacillus, Pseudomonas y Streptomyces. Bacillus,

presenta una mayor abundancia en otofio e invierno descendiendo en primavera,
y manteniéndose en verano. La frecuencia de Pseudomonas va aumentando desde
otofio hasta alcanzar los valores mds altos en verano. Streptomyces, presenta
escasas variaciones, disminuyendo levemente su porcentaje en primavera.
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Figura 6.3. Frecuencia de los géneros bacterianos mds abundantes (media
de ambos muestreos) encontrados en cada estacién.

La Figura 6.4 muestra la frecuencia de los géneros bacterianos con menor
abundancia a 1lo largo del aflo. Estos géneros presentan considerables
variaciones aungue el rango en el que se produce dicha variacidn es menor. Se
observa que Erwinia aumenta su porcentaie en otorfio alcanzando las frecuencias
mds altas en verano, sin embargo Escherichia aumenta de otofio a primavera,
sufriendo una considerable disminucién en verano. Micrococcus y Sporosarcina
se comportan de modo similar disminuyendo su porcentaje en primavera para
volver a aumentar en verano, y alcanzar las mayores frecuencias en otofio e
invierno. Agrobacterium y Serratia, evolucionan de forma similar, en otofio e

invierno presentan la frecuencia mas baja, densidad que va incrementando hasta
primavera y se mantiene con un ligero aumento en verano.
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Figura 6.4. Frecuencia de los géneros bacteriancs menos abundantes
{media de ambos muestreos) encontrados en cada estacién.

6.2.1. Caracterizacién subgenérica de Bacillus y Pseudomonas

En las tablas 6.II1 y 6.IV se muestran los resuitados de la caracterizacién
subgenérica de las bacterias mayoritarias de cada estacién efectuados siguiendo
el procedimiento descrito en 3.1.3. En la figura 6.5. se representa el nimero
de bacterias pertenecientes a cada uno de los grupos resultantes de dicha

caracterizacion.

Como se puede observar las bacterias del génerc Bacillus pertenecen en
su mayor parte a los grupos VI (47 cepas) y VII (49 cepas), si bien se detectan
algunas integradas en I (3 cepas), IV (16 cepas) y V (5 cepas). En cuanto al
género Pseudomonas la mayoria exhiben un resultade al kit Api-10: 2422, que
hemos denominado tipo A, con un total de 31 cepas; ademds se detectaron 3 del
tipo B (Api-10: 0406) v 2 cepas del tipo C (Api~-10: 2002).
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Tabla 6.II1I. Caracterizacién subgenérica de las bacterias del género Bacillus en
otofio, invierno y primavera.

Cada bacteria se denomina con un cédigo formado con la inicial de la estacidn en que fue recolectada
(P, primavera; V, verano; G, otofio; I, inviermo}, la imicial del género al que pertenece (B, Bacillus; P,
Pseudomonas) v el nimero asignade & cada cepa. Esta nomenclatura se conserva en todo el trahajo.
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Abreviaturas: Catsa: catalasa; F.glu: fermentacion de glucosa; F. ara: fermentacibn de arabinosa; Fora.
Cit:produccifn de citrato,

Tabla 6.IV. Caracterizacién subgenérica de las bacterias del género
Pseudomonas en primavera y verano.

PRIMAVERA
Bac Api-10 Grupo
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PRIMAVERA (continuacién)

Bac Api~10 Grupo
P.P.23 2422 A
P.P.24 2422 A
P.P.25 2422 A
P.P.26 2422 A
P.P.27 2422 A
VERANO
Bac . Api-10 Grupo
V.P.1 2422 A
V.P.2 2422 A
V.P.3 2422 A
V.P.4 2422 A
V.P.5 2422 A
V.P.6 2422 A
V.P.7 2422 A
V.P.8 0406 B
V.P.9 2422 A
V.P.10 2422 A
V.P.11 2422 A
V.P.12 2422 A
vV.P.13 2422 A
V.P.14 0406 B
V.P.15 2422 R
V.P.16 2422 A
V.P.17 2422 28
V.P.18 2422 A
V.P,19 2002 C
V.P.20 2422 A
v.p.21 2422 A
V.P.22 2422 A
V.P.23 2422 A
V.P.24 2422 A
V.P.25 2422 A
V.P.26 2422 A
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Figura 6.5. Representacién del nimero de bacterias pertenecientes a cada
uno de los grupos subgenéricos de Bacillus y Pseudomonas a lo largo de las

estaciones del afio.

6.2.2. Ciclo del Nitrégeno

Las Tablas 6.V, 6.VI, 6.VII y 6.VIII muestran los resultados de los
andlisis microbiolégicos efectuados sobre las bacterias de los géneros
mayoritarios de cada estacién, realizados con el objeto de conocer el papel de
cada una de ellas en el ciclo del nitrégeno.

Todas las bacterias resultaron ser amonificantes y ninguna nitrificante
nitrica o nitrosa, como tampoco aparecieron bacterias capaces de fijar nitrégeno
en anaercbiosis. El mayor porcentaje de bacterias desnitrificantes aparece en
primavera, y en otofio el menor. En verano encontramos los porcentajes mds
altos de bacterias fijadoras de nitrdgeno aercbias, seguido de invierno, otofio

y primavera respectivamente.

154



100%

75% \ AN \
50% &\\\\ T
25%
0%
Qtono Invierno Primeavera Verano
Amonificantes Amonific+Desnitritlc
) amanific+FI). Asreb. 22 Amon+Desnltr+Fij. A

Figura 6.6. Porcentaje de bacterias de los géneros mayoritarios de cada
estacion que pertenece a cada grupo funcional del ciclo del nitrégeno.

Como se puede observar en la Figura 6.6, la mayor parte de las bacterias
de otofic son tnicamente amonificantes (89.36%). Este tipo de bacterias sigquen
siendo mayoritarias en invierno y en verano, aunque el porcentaje desciende
de forma apreciable (48.94% y 48.15% respectivamente). Quizé este dato sea uno
de los mds sobresalientes de los encontrados en estos andlisis, ya que la
diferencia entre este grupo y los restantes es considerable,

Esto parece indicar que la mayor parte de la microflora bacteriana se
encuentra realizando actividades heterdtrofas, y el oxigeno no parece actuar
como limitante en los procesos oxidativos. En primavera son mayoritarias las
bacterias que muestran tanto actividad amonificante como desnitrificante, de las
cuales &l 69.57% son Pseudomonas, y el resto Bacillus.

El porcentaje de bacterias amonificantes y desnitrificantes va aumentando
desde otofio, donde alcanza los valores mds bajos, hasta primavera, en verano

vuelve a disminuir.
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Es importante el hecho de que en inviermo, primavera y wverano esta
situacién se transforma considerablemente de forma que se equilibra el namero
de bacterias estrictamente amonificantes con las que ademds de esta actividad
son capaces de desnitrificar por completo el NO™,. Esto indica un cambio con
respecto a los hechos antes comentados: pueden aparecer microhdbitats en los
que el oxigeno actiia como limitante (sobre todo en invierno y primavera) y el
poder reductor se canalice hacia la reduccién de NO~,.

En cuanto a las bacterias fijadoras de nitrdgeno aerobias y amonificantes,
los mayores porcentajes aparecen en verano, seguido del invierno y alcanzando
los valores minimos en primavera (2.27% correspondiente al género Bacillus en
su totalidad)}. Por 1dltimo, sdélo en dos estaciones, verano e invierno aparecen
bacterias capaces de amonificar, desnitrificar y fijar nitrégeno en condiciones

aerobias. E] porcentaje es sensiblemente mayor en verano.

En las Tablas 6.V, 6.VI, 6.VII y 6.VIII se utilizan las siguientes
abreviaturas:

Bac Bacteria

F.aerobia Fijacidon aerobia
F.anaerob Fijacién anaerobia
Nitricos Nitrificantes nitricos
Nitrosos Nitrificantes nitrosos
Amonific Amonificantes
Desnitr Desnitrificantes
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Tabla 6.V. Actividades del ciclo del nitrSgenc encontradas en

las bacterias pertenecientes al género Bacillug en otofio.

Amonific Desnitr

Bac F.aerobia F.anaerob Nitricos Nitrosos

OriNMMPTNWE=OONO
e el N

----------------------------------------------

----------------------------------

00000000000000000000000000000000000000000000000
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Actividades del ciclo del nitrégeno encontradas en

las bacterias pertenecientes al género Bacillus en invierno.

Tabla 6.VI.
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Desnitr

Tabla 6.VII. Actividades del ciclo del nitrédgeno encontradas en
las bacterias pertenecientes al género Bacillus vy Pseudomonas en

primavera.
Bac F.aercbia F.anaerob Nitricos Nitrosos Amonific
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Actividades del ciclo del nitrdgenc encontradas

en las bacterias pertenecientes al géneroc Pseudomonas en

verano.
Bac F.aerobia F.anaerob Nitricos Nitrosos Amonific Desnitr

Tabla 6.VIII.
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6.2.3. Andlisis de Componentes Principales de la variacién estacional de
géneros

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) se ha realizado utilizando
el namero de colonias de cada género en cada momento de muestreo expresado
en %, sobre una matriz de 9 variables x 8 observaciones. Este andlisis permite
representar las muestras en un espacio definido por dos ejes principales que
absorben un porcentaje de varianza del 63.11% y 17.35% respectivamente
(Tabla 6.IX) y por tanto la ordenacién se refiere a estos dos ejes principales,
que absorben entre ambos un 80.46% de la varianza.

Los factores de carga de las 9 variables en los dos ejes se exponen en
la Tabla 6.X. Las variables de mavyor peso en la dispersién de las muestras
en el eje principal I son Bacillus, Micrococcus y Sporosarcina, hacia el

extremo positivo y Erwinia, Agrobacterium y Serratia, hacia el negativo. En

el eje II las variables de mds influencia son Streptomyces y Escherichia (hacia
el extremo positivo}.

La Figura 6.7 nos muestra la ordenaciéon de las variables segun los
factores de carga. Podemos observar como los géneros Bacillus, Micrococcus
y Sporosarcina aparecen aislados del resteo, en valores altos y positivos del

eje I y bajos y positivos del eje II. Pseudomonas, Agrobacterium, Erwinia,

Serratia y Escherichia aparecen formando un grupo situado en los valores
altos y negativos del eje I. Streptomyces se encuentra aislada del resto en los

valores positivos del eje I ¥ en los valores positivos y altos del eje II.

Como se cbserva en la Figura 6.8 existe una clara variacién entre los
meses de otofio e invierno, que aparecen en los valores positivos del eje I y
los de primavera y verano, gue aparecen en los valores negativos del primer
eje. Las dos muestras de otofio y la primera de invierno aparecen en el
extremo negativo del eje I1, mientras que la segunda muestra de invierno
aparece en el extremo positivo del segundo eje. Las muestras de primavera
aparecen separadas de las de verano, encontrindose esas ultimas hacia el
extremo negativo del segundo eje y las de primavera hacia el extremo
positivo.
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Tabla 6.IX. Porcentaje de absorcién de varianza por los ejes.

EJE & Varianza £ Acumulado
63.11222 63.11222
17.34798 80.46019

Tabla 6.X. Factores de carga de las variables en los dos primeros ejes.

Variable EJE 1 EJE 2
Bacillus 0.365154 0.229431
Streptomyces 0.136136 0.679382
Pseudomonas -0.341484 0.346276
Erwinia -0.390871 0.076705
Agr cterium -0.383786 0.201685
Escherichia -0.240164 0.437794
Micrococcus 0.329035 Q0.278944
Sporosarcina 0.32824 0.221843
Serratia -0.397193 0.02540¢6
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Figura 6.7. Ordenacién de las variables segun los factores de carga.
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Figura 6.8. Ordenacién de las muestras.
6.2.4. Andlisis de la varianza

El andlisis de la varianza {Tabla 6.XI), muestra que hay diferencias
significativas entre las estaciones (F=6.483, p<0.01), entre los géneros
(F=91.592, p<0.01) y en la interaccién de ambos (F=10.077, p<0.01).

Tabla 6.XI. Resultados del ANOVA,

Fuentes de

VARIACION G.1l. F P Significacién
Estaciones 3 6.483 0.0013 S. (*%*)
Géneros 8 g1.5%2 c.00 8. (*%*)
Interaccién 24 10.077 1 % 10°° S. (*¥%)
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Tabla 6.XII. Significacidn de los LSD de los géneros y de las

estaciones.

Bae. Str. Pae. Erw, Agr. Eseh. Mie. Spo.
L

Ser. v afe slo o) Ns INs P NS | ¢ | Ns

Spo. | » # * ¢ ¢ ] NS NS NS NS

Mie. ¥ o » . . @ NS NS .

Exch. L 3 ] . 0 [ | NS NS

Ar- Ll e sfe o] » NS

Erw. [ ¢ o ¢ ol w o

* p<0.05
s+ p<0.01 ;
NS no signiflcative

El LSD de estaciones y géneros (Tabla 6.XII), nos indica que existen
diferencias significativas entre los géneros m&s abundantes ({Bacillus,
Streptomyces y Pseudomonas} con respecto al resto de los géneros bacterianos
encontrados. Los menos abundantes (Erwinia, Agrobacterium, Escherichia,
Micrococcus, Serratia y Sporosarcina) no muestran diferencias significativas
entre si, a excepcidén de Micrococcus, que presenta diferencias, aunque
Gnicamente a nivel p<0.05, con Serratia y Escherichia. En cuanto al LSD de

las estaciones, el verano presenta diferencias significativas con primavera e
invierno, al iqual que el otofio, pero en este caso solo a nivel de p<0.05.

La significacién de los LSD de la interaccién (Tablas 6.XIII y 6.XIV)
se exponen disgregados, por estaciones y géneros, para una mejor
comprension de los mismos. La Tabla 6.XIII refieja la significacion del LSD de
la interaccién de los géneros en cada estaciéon. En otofio el Ginico género que
presenta diferencias significativas con el resto es Bacillugs. En invierno,
aparecen diferencias (p<0.01) entre Bacillus y los demds géneros estudiados
y entre Pseudomonas y Serratia, Sporosarcina, Escherichia y Agrobacterium,
pero Unicamente a nivel p<0.05. En primavera el LSD de la interaccién

muestra diferencias significativas a nivel p<0.05 entre Bacillus y el resto de

los géneros a excepcién de Pseudomonas y Streptomyces, y entre
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Pseudomoeonas y el resto a excepcién de Agrobacterium. Por 1ltimo en verano,

Pseudomonas presenta diferencias significativas (p<0.05) con los demds

géneros bacterianos.

Tabla 6.XIII. Significacién del LSD de la interaccidn de los géneros en
cada estacién.

Bes. . PFss. Erw. _Ag'- Ensh, bk, Epe, 2: Pr. Foa. Erw, Agr. Eash. Miv. Bpe.
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P e o yg Pre. * NS
Brle o Mrle

La Tabla 6.XIV muestra la significacién del LSD de la interaccidn de las
estaciones para cada género. Los tinicos géneros con diferencias significativas
en las distintas estaciones con respecto a los demis géneros son Bacillus y
Pseudomonas. Bacillus presenta diferencias significativas en wverano y

primavera con respecto a otofio e invierno. En Pseudomonas, tnicamente

aparecen diferencias, a nivel de p<0.05, entre otofio y wverano y otofio y
primavera.
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Tabla 6.XIV. Significacién del LSD de la interaccién de las estaciones
para cada género.

0 | P
-
« =1+ «| NS

* .

NS | BaciLLus
o | P

NS | NS | NS

NS } NS

NS | sTREPTOMYCES
o | P

NS | NS | NS

NS I NS

NS | ERwINIA

0 | P
* NS | NS
L NS
NS | pseupomonas
0 i P
-t
NS | NS | NS
NS | NS
NS SPOROSARCINA
0 ! P
NS ] NS | NS
NS NS
NS SERRATIA
* p<0.05
¢ 5<0,01

NS no significative
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6.3. Efecto de las rizobacterias mayoritarias sobre la germinacion de Alnus
glutinosa

6.3.1. Electroforesis de proteinas de reserva en las semillas empleadas

En las figuras 6.9, 6.10 y 6.11 se muestran las electroforesis
efectuadas con las proteinas de reserva del aliso. Cada electroforesis se
efectudé (vease apartado 3.2.3) sobre 60 semillas procedentes de distintos

arboles de las tres zonas empleadas para la coleccion de estas.

Las electroforesis muestran una escasa variablilidad, que se limita a
péptidos de pequeno tamafio. En cada caso se pueden apreciar 5 bandas
nitidas de proteinas de reserva. Ademds se aprecian otras de menor tamario
que corresponden a proteinas de caracter enzimatico.

Figura 6.9. Fotografia de la electroforesis en SDS-PAGE de las semillas
de Humanes (Guadalajara)
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Figura 6.10. Fotografia de la electroforesis en SDS-PAGE de la semillas
del arroyo "Las Tortolas", San martin de Valdiglesias (Madrid).

Figura 6.11. Fotografia de la electroforesis en SDS-PAGE de la semillas

del rio Ugalde, Murguia (Alava).
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6.3.2. Resultados del ensayo de germinacién

En la tabla 6.XV se muestran las medias de las réplicas de germinacién
de semillas {germinacidn diaria) en presencia del medio de cultivo bacteriano,
preparado segin se describe en 3.2.2. Se ensayaron las 27 cepas
seleccionadas entre las mayoritarias {(véase apartado 3.2.1), a dos
concentraciones (103 y 20% del medio de cultivo bacteriano en el medio de
soporte de las semillas). En la figura 6.12 se representan los valores medios
de germinacién acumulativa en cada grupo de bacterias y concentracién. En
el apéndice C (C.I.) se muestran los valores de las réplicas para cada
ensayo.

-Tab]a 6.XV. Resultados de la germinacién diaria (dias 12 a 72) de
semillas en presencia de los medios de crecimiento bacteriano. Los datos son
la media de las tres réplicas. (*=medio al 20%; sin *, al 10%; NC: nombre de
la cepa, segin el c6digo definido en la tabla 6.III; TB: tipo de bacteria -
género y grupo- B: Bacillus, P: Pseudomenas; NO: Nimero de identificacién
para el ACP, ANOVAs y LSDs)

NC 0.B.33 0.B.33*% 0.B.41 0.B.41%* I.B.47 I.B.47*

TB B, VII B, VII B, VI B, VI B, VII B, VII
NO 1 2 3 4 5 6

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

2 0.33 0.33 0.00 5.00 0.33 0.66

3 4.00 5.66 5.66 4,33 3.66 6.00
4 2.66 3.66 4.00 0.66 1.66 3.00

5 1.00 0.33 0.33 0.00 1,33 0.00

6 0.33 0.00 0.00 0.00 0.33 0.00

7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 .00
NC I.B.31 I.B.31* V.P.26 V.P.26% P.P.27 P.P.23%
TB B, VI B, VI P, A P, A P, A P, A
NO 7 8 9 10 11 12

1 0.00 0.00 0.00 .00 .00 0.00

2 0.00 4.00 0.00 0.00 0.00 0.00

3 5.00 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00

4 3.66 0.33 0.66 0.00 1.33 .00

5 0.33 .00 1.33 0.33 1.33 C.00

6 0.00 0.00 2.33 0.33 1.33 1.00

7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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NC
TB

ST WP

NC
B

~lTovin kW -

SO W -

Tabla 6.XV.

P.B.2
B, VII
13

0.00
0.00
1.68
4.00
1.33
0.33
0.00

0.B.22
B, VII
19

OOrNULWO O
h
o

I.B.14
B, VI
25

0.00
0.33
4.00
5.33
0.00
0.00
0.00

(continuacién).
P.B.2% P.B.10
B, VII B, VI
14 15
0.00 0.00
1.00 0.33
4.00 5.66
5.00 3.33
0.33 0.33
0.00 0.00
0.00 0.00
0.B.22% 0.B.45
B, VII B, VI
20 21
0.00 0.Q0
0.33 0.00
5.00 6.33
3.00 2.66
0.66 0.66
0.66 0.00
0.00 0.00
I.B.14 P.V.12
B, VI P, A
26 27
0.00 0.00
4.00 0.00
4.00 0.33
0.66 1.33
0.00 0.00
0.00 1.00
0.00 0.66
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P.B.10*
B, VI
16

0.00
6.33
3.33
0.33
0.00
0.00
0.00

0.B.45%*
B, VI
22

0.00
5.66
3.66
0.33
0.00
0.33
0.00

P.V.12%

28

OO0OO0O0OCOO0O
o
o

CNTR 10% NIR 202

17

0.00
0.66
2.00
2.33
2.00
0.66
0.33

I.B.44
B, VII
23

0.00
0.33
4.66
3.33
0.66
0.00
0.00

i8

0.00
0.66
2,33
2.33
1,33
0.66
0.33

I1.B.44*
B, VII
24

.00
.00
.33
.33

.33
.00

OO0OONRrO

P.P.5%*
P, A
30

0.00
0.00
0.33
1.00
0.33
0.33
0.66
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Tabla 6.XV.

P.B.8
P, A
31

0.00
0.00
6.33
2.33
0.66
0.00
0.00

0.B.24
B, VII
37

0.00

OO WwwWwo
W
[

0.B.25
B, VII
43

0.00
0.66
4.00
3.33
1.00
0.33
0.00

{continuacién).
P.B.8* 1.B.1
P, A P, A
32 33
0.00 0.00
6.66 0.66
3.00 2.00
0.33 2.66
0.00 1.33
0.00 0.66
0.00 0.00
O.B.24% P.B.13
B, VII B, VII
38 39
0.00 0.00
0.33 0.33
5.66 3.66
2.66 4,33
0.66 1.00
0.33 0.33
0.00 0.00
0O.B.25%* P.P.2
B, ViI P, A
44 45
0.00 0.00
0.33 0.00
4.66 0.00
3.33 Q.66
0.33 0.66
0.66 0.33
0.00 0.33
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P.P.2%
46

0.00
0.00
0.00
0.66
1.33
0.33
0.66

0.B.34
B, VI
35

0.00
0.00
5.00
4.00
0.33
0.33
0.33

0.B.11
B, VI
41

0.00
0.33
6.66
2.33
0.33
0.00
0.00

P.P.23
P, A

OrOOCOCO0O0
(%)
W

0.B.34*
B, VI
36

0.00
4.66
4,66
0.66
0.00
0.33
0.33

OO0 000
W
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Tabla 6.XV.

COrRrHOOO0

.00
.00

.00
.00
.00

(continuacion)}.
V.P.21* I.B.33
P, A B, VI
50 51
0.00 0.00
0.33 0.00
0.00 4,66
0.33 4,33
1.66 0.33
1.656 0.33
0.00 0.00

NC I.B.39
BT B, VII
NO 55

1 0.00

2 0.66

3 5.33

4 3.00

5 0.33

6 0.33

7 0.00
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Figura 6.12. Representaciéon de los valores medios de germinacion
acumulativa en cada grupo de bacterias y concentracion, asi como los
controles.

Con los datos expuestos en la tabla 6.XV se efectué un ACP. La matriz
estd formada por las cepas bacterianas ensayadas mas los controles y el
numero de semillas germinadas en cada uno de los 7 dias que dura el ensayo,
en presencia de los medios de crecimiento bacteriano al 10 y 20%. La matriz
asi definida (7 x 56) permite representar las muestras en un espacio definido
por dos ejes principales que absorben un porcentaje de varianza del 55.86%
y 24.36% respectivamente (Tabla 6.XVI) y por tanto la ordenacién se refiere
a estos dos ejes principales, que absorben entre ambos un 80.22% de la

varianza.
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Tabla 6.XVI. Absorcién de varianza de los primeros ejes del ACP

efectuado con la germinacién de semillas.

Eje % de varianza Varianza acumulada
1 55.86122 55.86122
2 24.36587 80.22709
3 9.435476 89.66256
4 6.030010 94.36626
5 3.101445 98.69257
6 1.205979 100.0000

Como se puede observar en la figura 6.13 existe una clara segregacion
de 3 grupos: el primero (A) formado por cepas cuyos efectos sobre la
germinacién son andlogos o relativamente préximos a los controles, integrado
por Bacillus del tipo VII (al 10 y 20%) y del tipo VI al 10%; el segundo grupo
(B) reune a todas las Pseudomonas ensayadas (al 10 y 20%) y el tercero (C)
a los Bacillus del tipo VI al! 20%.

A: Baclllus (V1) al 10% y (VIl) al 10y 20 %
8: Pgeudomonas al 10 y 20%
C: Baelllus (V1) al 20%

0.23
16 535424 32 22
52" 28,
C
41
3.a 3
o 175
0 ou36
EJE 1l 405555
12 A 9524 33
10 .5 B 2B 3%31 43 37
50
4947 27 s 17 18
9
48 45 30 231 44 2
4
29 20 13 ¢
-0.27
-0.08 0 0.22
EJE |

Figura 6.13. Representacion del ACP de germinacién de semillas.
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6.3.3. ANOVAS de pendientes de las rectas de regresién obtenidas a partir
de los datos de germinacién

Con el fin de establecer la significacién estadistica de los grupos
encontrados en el ACP se efectio un ANOVA de pendientes (Sokal v Rholf,
1979} con las rectas resultantes de la germinacién acumulativa de los tres
grupos de bacterias a las dos concentraciones ensavadas. Los valores medios
de germinacién acumulada para cada grupo de cepas bacterianas y la ecuacién
de la recta de regresién obtenida para dichos valores se exponen en la tabla
6.XVII.

El ANOVA muestra la existencia de diferencias significativas (F=8.2631,
g.l.= 7,42, p<0.01). Se efectué a continuacién, un LSD que nos permitié
confirmar la existencia de los tres grupos de cepas (detectadas en el ACP)
que presentan un efecto estadisticamente significative sobre la germinacién:
grupo A activadoras (Bacillus tipo VI al 20%), grupo B, indiferentes (Bacillus
tipo VII, ambas concentraciones y Bacillus tipo VI al 10%) v grupo C,
inhibidoras (Pseudomonas al 10 y 20%),(tabla 6.XVIII).

Tabla 6.XVII. Valores medios de germinacién acumulativa en cada uno
de los grupos bacteriancs definidos. Bajo los datos se expone la ecuacidn de
la recta de regresién obtenida con los valores medios de cada grupo.

103

Dia Bacillus VI Bacillus VII Pseudomonas Control

1 0.00 ¢.00 .00 0.00

2 0.12 0.15 0.00 0.55

3 5.44 3.33 0.22 2.66

4 9.36 6.16 1.33 4.77

5 9.55 7.33 2.11 6.88

6 g.55 7.66 3.77 7.55

7 9.55 7.66 3.99 8.32

y=1.30+0.43x y=1.27+0.58x y=2.03+1.20x v=1.24+0.62x

20%

Dia Bacillus VI Bacillug VII Pseudomonas Control

1 0.00 0.00 .00 0.00

2 0.16 0.77 0.00 0.55

3 9.14 5.66 0.11 1.88

4 9.76 7.66 0.22 4,32

5 9.99 9,66 0.33 5.99

6 §.99 9.77 0.77 6.77

7 8.99 9.77 0.99 7.10

y=0.44+0.46x y=1.05+0.,.47x y=2.19+5.22x v=1.30+0.70x
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Tabla 6.XVIII. Significaciones del LSD. (B,VI: Bacillus grupo VI:
B,VII: Bacillus grupo VII; Ps: Pseudomonas; C: control; NS: no

significativo; *: p<0.05; #**: p<0.01).
10 % 200 %

B,V! BV! Ps C BV BVIl Ps
c [ * [NS[**[NS| e [NS]

ps| o% | %% NS | es [ o] #e

20 ¥
B, Vil NST*NS e NS | **

=

B.VI| % g [k | 2
’

—_

. ¢ [ NSNS | *+
10 % :
Ps LA 1]

6.3.4. ANOVAs de pendientes de los grupos de cepas activadoras e
inhibidoras

Para establecer la significacién estadistica del efecto de las cepas
activadoras (Bacillus tipo VI al 20%3) o inhibidoras (Pseudomonas al 10 y 20%)

sobre la germinacién se efectuaron otros dos ANQVAs de pendientes. Se
emplearon las rectas resultantes de la germinacién acumulativa de las cepas
de dichos grupos por separado y los respectivos controles. Estos ANOVAs
nos permiten sefialar que cepas son activadoras ¢ inhibidoras en cada caso.
La media de los valores empleados para la elaboracion de dichos ANOVASs v las
rectas resultantes se muestran en las tablas 6. XIX y 6.XX.

El ANOVA realizado con las cepas de Bacillus tipo VI al 20% detecta

diferencias significativas (F=6.3492, g.l.= 8,45, p«<0.01). El L.SD realizado
s6lo indica diferencias entre el control y el resto.
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Tabla 6.XIX. Valores de germinacién acumulativa empleados para el
ANOVA de pendientes con las cepas de Bacillus grupo VI al 20% y sus
correspondientes rectas de regresion.(NC: nombre de la cepa; NO: numero
de identificacién para el ACP, ANOVAs y LSDs)

NC 0.B.41 C.B.31 P.B.10 0.B.45 I.B.14 P.B.8
NO 4 8 i6 22 26 32
1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 5.00 4.00 6.33 4.00 4.00 0.66
3 9.33 9.00 8.66 8,00 8.00 9.66
4 9.99 9.33 9.99 8.66 8.66 g9.99
5 9.99 9,33 9.99 8.66 B.66 9.99
6 8.99 9.33 9,99 8.99 8.66 9.99
7 9.99 9,33 9.99 8.99 8.66 8.99
NC 0.B.34 0.B.11 CNTR
NO 36 42 18
1 0.00 0.00 0.00
2 4.66 5.00 0.66
3 g.33 8.66 2.99
4 9.33 9.33 5.33
5 9.33 9.99 6.66
6 9.66 8.99 7.33
7 9.99 9.99 7.66
Tabla 6.XIX. (continuacién).
Cepa:NC NO Ecuacién de la recta
0.B.41 4 y=0.50+0.45x
I.B.31 8 v=0.64+0.45x
P.B.10 16 y=0.47+0.44x
0.B.45 22 yv=0.41+0.46x
I.B.14 26 y=0.53+0.51x
P.B.8 32 v=0.47+0.43x%
©.B.34 36 y=0.49+0.46x
0.B.11 42  y=0.35+0.48x
CNTR. 18 y=1.16+0.66x
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El ANOVA realizado con las cepas de Pseudomonas al 10 y 202 muestra
que existen diferencias significativas (F=9.4747, g.l.= 15,82, p<«0.01). El

LSD realizado muestra que no existen diferencias significativas solamente

entre las cepas 10 frente a 29, las 27, 46, 47 y 48 entre si y los controles
entre si (tabla 6.XXI),.

Tabla 6.XX. Valores de germinacidén acumulativa empleados para la

elaboracién del ANOVA de pendientes con las cepas de Pseudomonas al 10 y
20% y las rectas resultantes. (*:Medios al 20%, sin *, al 10%; NC: nombre de
la cepa; NO: Numero de identificacién para el ACP, ANOVAs y LSDs)

=z

o V.P.26
Q 9

>

C.00
.00
0.00
0.66
1.99
4.33
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SO AN b L) BN
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]
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.00
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.66
.66

OO0 O0OO0O
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0.00
0.33
0.33
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.00
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.00
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.66
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0.00
0.66
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7.99
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P.P.27%
12

.00
.00
.00
.00
.00
.00
.00

HHEHOOOO0OO

CNTR*
18

0.00
0.66
2.99
5.33
6.66
7.33
7.66

V.P.12
27

.00
0.00
0.33
1.66
1.66
2.66
3.33

V.P.12*
28

.00
.00
.33
.33
.33
.66
.99

OCOOOOOO0

P.P.23%
48

0.00
0.00
0.00
0.33
0.99
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Tabla 6§.XX. (continuacién).

Cepa:NC NO Ecuacién de la recta
V.P.26 9 y=2.38+1.00x
V.P.26% 10 y=2.55+6.14x
P.P.27 11 y=2.08+1.11x
P.P.27% 12 ¥y=3.00+3.50x
V.P.12 27 y=1.81+1.58x
V.P.12% 28 y=1.83+5.74x
P.P.5 29 y=2.10+0.97x
P.P.5% 30 vy=1.70+2.01x
P.P.2 45 y=2.04+2.42x
P.P.2¥% 46 y=2.16+4,.61x
P.P.23 47 y=1,71+1.60x
P.P.23* 48 y=2.48+1.59x%
vV.P.21 49 y=2.01+1.81x
V.P.21%* 50 y=2.,08+1.14x
CTR 17 y=1.20+0.,63x
CTR* 18 v=1,10+0.66x

Tabla 6.XXI. Significaciones del L8D efectuado con las rectas de
regresion resultantes de los ensayos con las cepas del género Pseudomonas,

Los nimeros corresponden al ordinal asignado en las tablas precedentes (NO)
a cada cepa (C: control; NS: no significativo; *: p<0.05; p<0.01).

9 10 11 22 27 28 29 30 45 46 47 48 49 50 C20%

croz( [ T | NS

C20%
50
48
48
47
46
45
30
29
28
27
22
11
10

IIIJ!II
i
|

*k

| | iZITI
N
I
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6.4. Efecto de las rizobacterias mayoritarias sobre el crecimiento de Alnus
glutinosa

Los resultados completos obtenidos en estas experiencias se muestran
en el apéndice C, tablas C.II., C.III.1 y C.III.2. En la tabla 6.XXII, se
muestran los datos empleados para las elaboracién de los ACP que
posteriormente se exponen. Cada valor es el resultado de la media de tres
réplicas.

Tabla 6.X3II. Datos empleados para las elaboracidn del ACP total
(plantas noduladas y sin nodular). Los numeros de orden pares corresponden
al ensayo con medio de crecimiento bacteriano al 20% y los impares al 10%.
NQ: ntmero de orden para ACPs y ANCVAs o LSDs.

Plantas noduladas {PN)

Cepa N0 Sup. Rerea Long. Aerea No.Hs. long. rad. Sup, rad. L3
0.B.41 1 5.2523 4,8915 1.3 4.8037 0.9781 2.049
2 5.3155 4.3092 1.3 4.9056 0.9578 2.040
0.8.45 3 £.9909 4.8109 1.3 4.8639 0.9631 2.063
4 5.2286 4.7724 7.0 4.8513 0.9993 2.051
0.B.3¢ 5 9.3524 7.8527 8.6 7.8971 2.9691 3.003
b §.250% 1.8034 8.6 7.9013 2.8913 3.053
0.8.11 7 5.2712 4.9105 7.3 4.8314 0.9513 2,033
8 5.2069 4.8627 1.3 4.8234 0.9613 2.084
0.5.33 9 7.2343 6.7578 §.0 6.3913 1.2110 2.043
10 1.1172 6.7780 8.6 6.2564 0.9126 2.013
0..22 11 6.8322 6.0314 8.6 4.5162 0.9327 2.049
12 7.1434 6.7361 8.6 £.7391 0.9043 2.033
0.B.24 13 6.9713 6.3862 8.3 4,6887 0.7381 2.075
14 7.4313 7,2699 9.0 4.9326 1.0416 2.023
0.8.25 15 7.3615 6.8344 9.0 4.9109 1.1495 2.029
16 7.5564 1.0775 5.3 £.9595 1.0637 2.043
v.e.26 17 5.2134 4.5008 1.3 4.2123 0.8366 0.677
18 5.2121 4.3400 1.3 4.2458 0.8369 0.667
v.p.12 19 5.1125 4.5968 1.3 4.2130 0.8327 0.690
20 5.3002 4.8021 1.6 4.2281 0.8042 0.676
v.p.2l 2 5.1900 4.9630 1.6 .22 0.8572 0.625
22 5.2564 4.9386 7.6 4.5296 0.8446 0.629
P.B.10 23 9.4758 7.8025 9.3 7.8510 4.0490 4.7132
2 §.8596 7.7582 3.3 8.1647 4.0570 3.187
P.B.E 25 5.1564 4.7756 1.3 4.819¢ 2.0642 2.159
26 5.3222 4.8826 1.5 4.6438 20457 2.082
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Cepa
P.B.2

1..39
.B.13
P27

P.P.5

P.P.23
1,B.31
I.B.14
I1.B.48
1.B.33
[.B.47
1.B.44
I.B.1

CNTRL

0.8.41
0.B.45
0.B.34
0.8.11
0.B.33
0.B.22

0.B.22

27
28
28
30

32
33
34
35
36
7
38

40
41
42
43
4
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

59
60

62
83
b4
85
86
67
68
69
70
1

Tabla 6.XXII.

(continuacion)

Plantas noduladas (PN)

Sup. Rerea Long, Aerea No.Hg. long. rad.
7.0408 6.6382 8.5 5.9299
7.3228 6.7759 9.3 6.1580
7.4015 71.0435 9.3 6.1930
7.1928 6.6752 8.6 6.0090
6.9627 7.0074 5.0 4.8711
§.6862 7.0378 8.3 4,7254
5.2935 4.9696 7.6 4,2536
5.4518 4.9107 8.0 4.3633
5.4848 4.8466 1.3 4.1583
5.4256 4.8347 7.3 4.1708
5.5515 4.8497 7.6 4.3573
5.5698 5.0082 7.6 4.2526
5.4354 4.8944 1.3 4.1282
5.5352 4.8955 7.6 4.,5510
8.9090 7.2264 9.0 7.8946
8.3762 7.5584 9.3 7.9054
5,2705 4.8740 1.3 4,8164
5.4773 4.8901 1.6 4,8734
5.6561 4.8757 7.6 4.8825
5,71129 4.7126 1.3 4.8436
5.5339 4.7612 1.3 4.8193
5.4278 4,7848 7.3 4.7793
7.2060 §.7073 8.6 6.0265
7.3908 6.9573 9.3 6.1267
7.2449 6.9168 9.0 §.0899
7.1457 6.7474 8.6 5.9574
7.3115 §.9265 8.0 6.0993
7.2898 §.8421 8.0 6.0918
5.5427 5.3333 7.0 4,6772
5.8198 5.4814 7.3 4.3704
Plantas sin nodular (PSN)
5.2520 4.9169 7.3 4.2138
5.4339 5.0071 1.3 4,3256
5.2346 4.6902 7.0 4,2044
5.3028 4.4158 7.3 4.3158
9.2557 §.0275 9.3 6.2140
9.3959 §.2439 9.3 6.2127
5.2111 4,7508 id 4.2432
5.4115 4,9397 1.3 4.2595
6.9186 6.0104 8.3 4,5158
6.9834 5,9709 8.5 4,3649
6.9839 6.0266 8.6 4.3053
6.9711 9.9724 8.3 4.4093
6.9375 5.9901 8.3 4,1216
6.8699 6.1604 8.6 4.3804
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Sup. rad.

1.0716
1.2306
1.1764
1.0232
0.9979
0.8767
0.8877
0.9067
0.8578
0.8142
0.8637
0.8852
0.7204
0.8466
3.255%
2.3075
0.8416
1.0268
1.0842
0.7969
0.8764
1.0551
1.245¢
1.2997
1.0872
0.9800
1.0456
1.0972
1.1760
1.2244

0.9557
1.6100
0.9345
0.9422
3.2804
2.9563
0.9741
0.9397
0.9579
{.9697
0.9772
0.9316
0.9962
1.3240

2.146
2.096
2.120
2.091
2.073
2,112
0.628
0.613
0.429
0.629
0.624
0.631
0.835
0.648
3.428
3.428
2.123
2.984
2.052
2.110
2.054
2.111
2.132
2.084
2.107
2,054
2.081
2.078
2.458
2.125

1.057
1.061
1.050
1.049
1.728
1.7115
1.944
1.057
1.083
1.086
1.046
1.054
1.051
1.402



Tabla 6. XXITI. (continuacidn)

Plantas sin nodular (PSN)

Cepa KO Sup. Aerea Long. Rerea ¥e.Hs. long. rad. Sup. rad. i
0.B.25 73 £.9293 6.7289 8.3 4.2833 . (.9498 1,065
4 7.0516 6.7979 8.3 4.3155 0.9260 1.029
v.p.26 75 3.6638 3.9202 4.3 1.3817 2.3100 0.483
76 4,2357 3.8123 5.3 1,5829 2.5493 0.541
V.12 T 3.7517 3.8811 4.6 1.3999 2.3187 0.427
78 4.2382 3.9572 5.6 1.5719 2.5486 0.528
v.p2l 1 3.7583 3.7589 4.6 1.3748 2.2436 0.462
80 4.4227 4.0848 5.6 1.6495 2.7795 0.512
P.B.10 8l 8.8672 8.2672 1.3 §.5745 2.7589 1.733
82 8.9194 7.515% 9.3 6.8955 2.8080 1.728
P.B.8 83 5.1458 4.285% 7.0 4,5861 0,8951 1,055
84 5.3186 4.5314 1.3 4.3061 0.9762 1.045
P.B.2 85 6.9483 6.0592 8.6 4.2864 0.9151 1.046
86 7.0193 6.1301 8.6 4.2966 0.9669 1.042
I.B.3% 87 6.8662 §.1032 8.3 §.2482 0.9436 1.074
88 6.9654 §.1813 8.6 4.3354 0.9356 1.002
£.B1Y 89 6.8848 6.G115 8.6 4.2N12 0.9867 1.061
90 6.8926 6.0546 8.6 4,3203 1.0728 1.033
p.p.2T 91 3.7892 3.9856 4.6 1.3538 2.418% 0.428
92 4.1506 3.9632 5.3 1.5036 2.6001 0.426
P25 93 3.5527 3.8748 4.3 1.3414 2.3499 ¢.418
94 4.375% 3.9553 5.6 1.6705 2.7175 0.466
9 A 3.6073 4.0052 4.3 1.3762 2.2991 0.434
96 4.2464 4.1802 5.3 1.5976 2.6052 0.508
PP2Y W 3.878% 4.0502 4.6 1.3714 2.2743 0.312
98 4.2603 4.1230 5.6 1.6797 2.8163 0.522
1.B.31 89 8.9427 7.9134 9.3 7.6057 3.3074 1,040
100 9.0827 7.944¢ 9.6 7.6854 3.3069 1.043
I.B.14 101 5.2531 4.8863 1.3 4.3139 0.9497 1.058
. 102 5.3023 4.8833 7.3 4.3219 0.9363 1.063
1.B.48 103 5.2761 4.9246 1.6 4.2724 0.9741 1,053
104 5.4134 4.9448 7.6 4.3521 0.9736 1.056
1.B.33 105 5.4415 4.9435 7.6 4.3286 0.9561 1.054
106 5.4157 4.9457 7.6 4.3890 0.9626 1,057
I.B.47 107 6.8796 5.9272 8.3 £,3159 0.9303 1.070
108 §.8785 5.9172 8.3 4301 0.9820 1.082
[.B.44 109 6.9861 6.1164 8.6 4.2818 0.9551 1.084
110 6.9359 5.9806 8.3 4.3205 0.9074 1.077
5.1 m 6.9530 6.0411 8.6 4.2013 0.9509 1,097
112 6.9229 6.1309 8.6 4.3319 0.9447 1.087
CNTRL 113 5.3625 5.2588 6.3 3.1584 1.1756 1.045
114 5.4380 5.3677 6.6 3.2860 1.1955 1.050

Unidades: Superficie parte aérea (Sup. Aérea) y radical (Sup. rad.) en ca®; longitud parte aérea
(Long. Aérea) y radical (long. rad.) en cm; nitrégeno total (NT) en mg N/g seco de planta. NeHs. nimero de
fojas.
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6.4.1. ACP realizado con los datos de crecimiento vegetal bajo el efecto de las
diferentes cepas ensayadas.

Con los resultados expuestos en la tabla 6.XXII, se efectué un ACP con
el fin de apreciar las tendencias de agrupamiento. El andlisis se efectué
considerando plantas noduladas (PN) y sin nodular (PSN) vy las dos
concentraciones del medio de crecimiento de cada cepa (10 6 20%). Como
resultado del ACP efectuado sobre la matriz de 112 x 6 se obtiene la
ordenacién que se representa en la figura 6.14., Los dos primeros ejes
absorben un porcentaje de varianza del 68.08% y del 18.28% respectivamente
{tabla 6.XXIII), por lo que la crdenacién de las muestras se refiere a estos
dos ejes principales, que absorben, conjuntamente un 86.35% de la varianza
total.

Tabla 6.XXIII. Absorcidn de varianza de los primeros ejes del ACP
realizado con los pardmetros comunes de PN y PSN.

Eje % de varianza Varianza acumulada
1 68.07067 68.07067
2 18.28246 86.35314
3 9.12505 95.47819
4 2.86063 98.33882
5 1.17729 99.51611
6 0.48389 100.0000

Como puede observarse en la figura 6.14, la ordenacién de las muestras
exhibe una clara segregacion en tres grupos: el primero (A) localizado hacia
los valores més negativos del eje I integrado por los tratamientos sobre PSN
con Pseudomonas a las dos concentraciones ensayadas (estas cepas, véase

tabla 6.XXII, reducen notablemente varios de los pardmetros medidos); el
sequndo (B) ubicado hacia los valores positivos de ambos ejes integrado por
los tratamientos sobre PN y PSN de tres cepas de Bacillus (Hpo VI) que al
observar los datos de la tabla 6.XXII se muestran como c¢laramente
activadores, tanto al 10 como al 20%; finalmente un tercer grupo (C) en el que
aparecen el resto de las muestras y los controles. En este grupo se pueden
establecer cuatrc subgrupos bastante homogéneos internamente.
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El primero (C1) se localiza hacia los valores negativos del eje I y esta
integrado basicamente por las cepas de Bacillug (VI) a ambas concentraciones
sobre PSN.

El segundo subgrupo (C2) reGne también cepas de Bacillus (VI), en
este caso sobre PN,

El tercero (C3), localizado sobre valores positivos del eje I estd
inteqrade en su totalidad por muestras de Bacillus (VII) a ambas
concentraciones sobre PSN.

Por 1ltimo, el cuarto subgrupo (C4), el mas heterogéneo, estd
integrade por cepas de los tres grupos ensayados, si bien dominan las cepas
de PN tratadas con Bacillus (VII) ensayadas sobre PN.

La ordenacidn de las variables seguin los factores de carga aparecen en
la figura 6.15. Como se puede ver las variables que se encuentran mds
agrupadas entre si (hacia los valores negativos del eje II) son las longitudes
de la parte aérea y radical (LA y LR}, €l nimero de hojas (NH), el nitrégeno
total (NT) y la superficie de la parte aérea (SA). La Onica variable que
aparece separada del resto es el superficie radical (SR), localizada hacia los
valores positivos del eje II.

Figura 6.14. Representacién de las muestras del ACP efectuado con los
resultados totales (PN y PSN) sobre los dos primeros ejeé. Los nimeros de
orden y las cepas a las qgue corresponden se recogen en la tabla 6. XXII. Los
grupos A, B y C son a los que se hace referencia en el texto.

{Pagina siquiente)
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1.1
SR

EJE 2

SA
NT LA

LR

NH

EJE |

Figura 6.15. Ordenacién de las variables seqin los factores de carga del ACP
efectuado con los resultados totales (PN y PSN) sobre los dos primeros ejes
{datos en la tabla 6.XXII). Las siglas empleadas son las que se recogen en
el texto.

6.4.2. ACP de los resultados en plantas sin nodular (PSN)

La ordenacién de las muesiras precedente, evidencia un clarc efecto
diferencial en los ensayos dependiendo del tipo de planta sujeto del ensayo
(PN o PSN) debido a lo gque se procedié a ordenar separadamente dichos
grupos de resultados.

En este caso (ACP de PSN) se emplearon los datos recogidos en la tabla
6.XXI1, desde el numero de orden {NQO) 59 hasta el 114, ambos inclusive,
resultando asi una matriz de 56 x 6. Se obtiene la ordenacién de las cepas que
se representa en la figura 6.16. Los dos primeros ejes absorben un porcentaje
de varianza del 74.31% vy del 17.63% respectivamente (tabla 6.XXIV), por lo
que la ordenacién de las muestras se refiere a estos dos ejes principales, que
absorben, conjuntamente un 91.94% de la varianza total.
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Tabla 6.XXIV. Absorcién de varianza de los primeros ejes del ACP
realizado con los parametros de PSN.

Eje % de varianza Varianza acumulada
1 74.31428 74.31428
2 17.63288 91.94715
3 4.10910 96.05626
4 2.40308 98.45934
5 1.24300 99,70234
6 0.29766 100.0000

Como se puede ohservar sSe separan cuatro grupos claros. Si se
consideran los datos que se reflejan en la tabla 6.XXII, podemos comprobar
que los dos grupos mds separados (el formado por Pseudomonas -grupo A-y

por tres cepas de Bacillus VI -grupo D-) estdn integrados por bacterias que
son inhibidoras y activadoras respectivamente. I.os contrcles aparecen
préximos a los grupos integrados por los Bacillus VI y VII. También es
destacable la falta de discriminacién en funcién de la concentracién ensayada
y la homogeneidad interna de los grupos.
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La ordenacién de las variables segtn los factores de carga aparecen en
la figura 6.17. Los resultados son semejantes a los que describimos en el
apartado precedente: aparecen agrupadas hacia los valores positivos del eje
I las longitudes de la parte aérea y radical (LA y LR), el nGmero de hojas
(NH), el nitrégeno total (NT) y la superficie de la parte aérea (SA) mientras
que la superficie radical (SR) aparece localizada en los valores negativos del

eje I.
1 0 SR i
EJE II
LA SA
LR
]
NT
=0.12 0 0.48

EJE I

Figura 6.17. Ordenacién de las variables segidn los factores de carga del ACP
efectuado con los resultados de PSN sobre los dos primeros ejes (datos en la

tabla 6.XXII). Las siglas empleadas son las que se recogen en el texto.
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6.4.3. ACP de los resultados en plantas noduladas (PN).

Para el ACP de PN se emplearon los datos recogidos en la tabla 6.XXII,
desde el niimero de orden (NO) 1 hasta el 56, ambos inclusive, resultando asi
una matriz de 56 x 6. A dicha matriz se afiadieron para la elaboracién del
ACP cuatro nuevas columnas con parametros que se midieron de forma
exclusiva en el caso de las PN: nimero de lébulos nodulares, ARA de los
nédulos, produccién de CQ, de los nédulos y peso fresco de los mismos. Estas
nuevas variables se recogen en la tabla 6. XXV. Las dimensiones de la nueva
matriz son de 56 x 10.

Tabla 6.XXV. Datos afiadidos para las elaboracidén del ACP de plantas
noduladas. NO: nimero de orden para ACP, ANOVA y LSDs.

Cepa N0 Lob, Nodu. ARA €0, Peso Nod.
0.5.41 1 4.0 751.49 1225.25 0.0151
2 3.6 741,39 1227.54 0.0143
0.B.45 3 3.6 755.69 1226.78 0.0145
4 3.6 1371.11 1231.26 0.0150
0.B.34 5 5.3 918.98 1234.48 0.0147
b 3.6 988.82 1246.86 0.0152
0.B.11 7 3.6 785.33 1261.27 0.0152
8 5.0 750.91 1239.14 0.0142
0.B.33 9 3.6 746.02 1227.98 0.6153
10 5.0 747.83 1225.86 0.0146
0.8.22 11 3.6 751.70 1287.00 0.0143
12 4.0 753.05 1240.56 - 0,011
0.8.24 13 4.6 757.48 1256.69 0.0144
14 3.6 755.26 1228.99 0.0143
0.8.25 15 3.6 136.29 1227.20 0.0145
16 5.0 756.36 1223.22 0.0147
V.p.26 17 1.3 1.n 1542.56 0.0240
18 9.3 324.67 1545.08 0.0236
V.12 19 1.0 322.87 1557.39 0.0243
20 §.3 327,22 1547.32 0.0235
v.p2l 21 1.6 332.85 1538.89 0.0228
22 12.3 332.22 1558.95 0.0235
P.B.10 23 3.6 985,84 1224.95 0.0249
24 3.6 945.55 1232.36 0.0218
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P.B.8
P.B.2
I.B.39
P.B.13
P.P.27
P.P.5
p.p.2
P.p.23
[.B.3]
[.B.14
I.B.48
1.B.33
I.B.47
1.B.44
1.B.1

CNTRL

raol C,H, h™' g™} (ARA}; produccidm de CO, en nmol CO, h™' g™* (C0,); peso de los nédulos en g (Peso

Nod.).

figura 6.18. Los dos primeros ejes absorben un porcentaje de varianza del
77.58% y del 12.75% respectivamente {tabla 6. XXVI), por 1o que la ordenacién
de las muestras se refiere a estos dos ejes principales, gque absorben,

25
26
27
28
29
30

32
33
34
35
36
37
38
39
49

42
43
44

46
47
£8
49
50
51
52
53
54
58
56

Unidades y abreviaturas: nimero de lobulos nodulares (Lob. Wod.); Actividad reductora de acetileno
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Del ACP se obtiene la ordenacién de las cepas que se representa en la

{continuacion)
736,41 1231.68
£01.12 1245,07
747.10 1252.09
748.69 1251.51
756.64 1242.08
751.55 1237.66
740.75 1225.52
737.32 1216.44
324.52 1535.84
342.87 1547.84
345.72 1534.89
345.03 1532.26
352.32 1543.83
338.57 1516.11
338.70 1578.02
345.32 1546.85
997.63 1225.83
986.83 1230.02
757.42 1219.81
763.01 1229.58
750.11 1228.40
760. 68 1233.62
763.96 1239.49
763.94 1246.23
767.53 1244.06
749.79 1248.45
751.93 1242.36
755.8% 1255.81
753.79 1242.28
752.84 1242.08
511.68 990.43
512.76 999.03

conjuntamente un 90.33% de la varianza total.
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Tabla 6.XXVI. Absorcién de varianza de los primeros ejes del ACP
realizado con los parametros de PN,

Eje 2 de varianza Varianza acumulada
1 77.58436 77.58436
2 12.75529 90.33966
3 6.26761 96.60727
4 1.95894 - 98.56711
5 1.08811 99.65522
6 0.34478 100.0000

Como se puede observar (en la figura 6.18) se discriminan cuatro
grupos claros andlogos a los descritos en el epigrafe precedente. Como en
el caso anterior, es destacable la falta de discriminacidn en funcién de la
concentracién ensayada y la homogeneidad interna de los grupos. Si se
consideran los datos que se reflejan en las tabla 6.XXIT y 6.XXV, podemos
comprobar nuevamente que los dos grupos mds alejados (el integrado por
Pseudomonas ~-D- y por tres cepas de Bacillus VI -C-) estdn constituidos por
bacterias inhibidoras y activadoras respectivamente.
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La ordenacién de las variables seguin los factores de carga aparece en
la figura 6.19. Hacia los valores mds altos del eje I se sitGan las longitudes
de la parte aérea y radical (LA y LR), la superficie de la parte aérea (SA)
y el ARA (ARA). El nimero de hojas (NH} se localiza aislado en los valores
intermedios del eje I y hacia los negativos del eje II. El resto de las variables
es decir, el nitrégeno total (NT), la superficie radical (SR), el numero de
16bulos (NL) la produccién de CO, (CO,) y el peso nodular (PN), se localizan
hacia los valores positivos del eje 1I.

0.9
SR
NT
NL
ARA
EJE Il LR
0
PN SA
co ) LA
NH
-0.6
0.35 0.47
EJE |

Figura 6.19. Ordenacién de las variables segin los factores de carga del ACP
efectuado con los resultados de PN sobre los dos primeros ejes (datos en las
tablas 6.X¥XII. y 6.XXV}. Las siglas empleadas son las que se recogen en el
texto.

6.4.4. ANOVAs de los pardmetros considerados en los ensayos de plantas sin
nodular

Como resultado de los ACPs precedentes se pone de manifiesto una
segregacién de las cepas bacterianas ensayadas en activadoras o promotoras
del desarrollo y crecimiento y las inhibidoras de dichos procesos. Con el fin
de establecer la significacién estadistica de dichas tendencias se efectuaron
ANOVAs unidireccionales con réplicas para cada uno de los pardmetros
considerados. Las cepas empleadas para estos ANOVAS fueron:
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* activadoras (Bacillus tipo VI): ©.B.34 {5), P.B.10 (23) e I.B.31 (41)

* inhibidoras (Pseudomonas): V.P.26 (17), V.P.12 (19), V.P.21 (21), P.P.27
(33), P.P.5 (35), P.P.2 (37) y P.P.23 (39). Ademds se incluyeron los
controles (56 y 57 en PN y 114 y 115 en PSN). Los nimeros indicados entre

paréntesis corresponden a los empleados en la tabla 6.XXII. Por lo tanto
cada uno de los ANQVAs se realiza sobre una matriz de 11 (10 cepas y un
control) x 1 (variable analizada), con 6 réplicas, 3 por concentracién.

6.4.4.1. Superficie de la parte aérea de las plantas

Los valores medios de los datos sometidos al ANOVA se representan en
la figura 6.20. El andlisis sefiala la existencia de diferencias significativas
(g.1. 10,55; F=188.25, p<0.01). El LSD (tabla 6.XXVII), detecta diferencias
significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras y el control, pero no
dentro de cada grupo.

Tabla 6.XXVII. Significaciones del LSD aplicado a los valores medios
de superficie aérea en PSN. NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.,01)
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6.4.4.2. Longitud de la parte aérea de las plantas

Los valores medios de les datos sometidos al ANOVA se representan en
la figura 6.20. El andlisis sefiala la existencia de diferencias significativas
(g.l. 10,55; F=173.90, p<0.01). E1 LLSD (tabla 6.XXVIIIl}), muestra diferencias
anadlogas a las descritas en €l apartado precedente.
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Tabla 6.XXVIII. Significaciones del LSD aplicado a los valores medios

de longitud aérea de PSN. (NS=no significativo; *=p<0.05; *¥*=p<0.01)
5 17 19 21 23 33 35 37 39 41
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6.4.4.3. Nimero de hojas

Los valores medios de los datos sometidos a ANOVA se representan en
la figura 6.20. El andlisis sefiala la existencia de diferencias significativas
(g.l. 10,55; F=54.59, p<0.0l1). Las diferencias detectadas son, en general,
semejantes a las sefialadas en los apartados anteriores (tabla 6.XXIX).

Tabla 6.XXIX. Significaciones del LSD aplicado al nimero de hojas
medio de PSN. (NS=no significativo; #*=p<0.05; #**=p<0.01)
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5 17 19 21 23 33 35 37 39 41 CNTR

B2 Sup. adrea NN Long. aérea

Figura 6.20. Representacién de los valores medios (6 réplicas) del efecto de
las cepas ensayadas sobre la superficie aérea, longitud aérea y nimero de
hojas en PSN.

6.4.4.4. Contenido en nitrégeno total

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.21. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas {g.l. 10,55; F=25.27, p<0.01). El LSD (tabla 6.XXX), detecta
diferencias significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras y el control
y dentro de cada grupo con la excepcién de la cepa 41 (1.B.31) gue presenta

diferencias respecto a las otras dos cepas activadoras.
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Tabla 6.XXX. Significaciones del LSD aplicado a los valores medios de

nitrégeno total de las PSN. (NS=no significativo; *=p<(0.05; **=p<0.01)
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6.4.4.5. Superficie del aparato radical

Los wvalores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.21. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=13.36, p<0.01). Como se observa en la tabla
6.XXXI, el LSD muestra diferencias significativas entre las cepas activadoras
e inhibidoras y el control, semejantes a las detectadas ellos pardmetros
precedentes.

Tabla 6.XXXI. Significaciones del LSD aplicado a la superficie radical
media de las PSN. (NS=no significativo; *=p<0.05; #**=p<0.01)
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6.4.4.6. Longitud del aparato radical

Los wvalores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.21. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=468.39, p<0.01). E1LSD (tabla 6.XXXII) muestra
diferencias significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras y el
control. En este caso, la cepa 17 (V.P.26) muestra unos resultados andlogos
en el LSD a los de Bacillus.

Tabla 6.X3{{1. Significaciones del LSD aplicado a la longitud radical
media de PSN. NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.01)
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23 33 38 37 39 41

Figura 6.21. Representacién de los valores medios (6 réplicas) del efecto de
las cepas ensayadas sobre el contenido en nitrdégeno, superficie radical y
longitud radical en PSN.

6.4.5. ANCVAs de los parametros considerados en los ensayos de plantas
noduladas

Como en el apartado precedente, con el objeto de establecer 1la
significacién estadistica de las tendencias registradas en el ACP {fiqura 6.18)
se efectuaron ANOVAs unidireccionales con replicas (6 por cepa, 3 de cada
concentracién ensayada) para cada uno de los pardmetros. Las cepas
consideradas para estos ANOVAS fueron las mismas que en el apartado
anterior.
6.4.5.1. Superficie de la parte aérea

Los valcres medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.22. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=324.82, p<0.0l). El LSD (tabla 6.XXXIII),
muestra diferencias significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras
vy de ambas respecto al control, a excepcién de 33, 35, 37 y 39.
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Tabla 6.X3O(IITL.
superficies parte aérea de PN. (NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.01)
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6.4.5.2. Longitud de la parte aérea

[.SD aplicado a las medias

Los valores de los datos comparados mediante el ANOVA se representan

en la figura 6.22. El andlisis sefiala la existencia de diferencias significativas
(g.l. 10,55; F=138.36, p<0.01). El LSD (tabla 6.XXXIV}, muestra diferencias
entre las cepas activadoras (5, 23 y 41) respecto a las inhibidoras y el

control.

Tabla 6.XXXIV. Significaciones del LSD aplicado a las medias de
longitudes de la parte aérea de PN.{NS=no significative; *=p<0.05; **=p<0.01)
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6.4.5.3. Numero de hojas

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.22. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=9.90, p<0.01). Las diferencias detectadas son
en general las sefialadas en los apartados anteriores (tabla 6.XXXV), si bien
hay que destacar que sdélo las cepas activadoras presentan diferencias
respecto al control.

Tabla 6.XXXV. Significaciones del LSD aplicado al numero de hojas
medio de PN. (NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.01)
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Figura 6.22. Representacién de los valores medios (6 réplicas) del efecto de
las cepas ensayadas sobre la superficie de la parte aérea, longitud de la
parte agrea y niimero de hojas en PN.

6.4.5.4. Contenido en nitrégeno total

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.23. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=124.83, p<0.01). El LSD (tabla 6.XXXVI),
detecta diferencias significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras,
y de ambas con el control. En este casc no existen diferenciasdentro de cada
grupo con excepcién de la cepa 41 que presenta diferencia respecto a las
otras dos cepas activadoras.
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Tabla 6.XXXVI. Significaciones del LSD aplicado a las medias nitrdgeno
total de las PN. (NS-no significativo; *=p<0.05; #**=p<0.01)

S 17 1g¢ 21 23 33 35 37 39 41

AT TN T )

ST P P R P

a1 ok [ an | wn wk | 0k | wn| 08| o%] 0n
SQIN—SEWS‘:N—S—N—SE_
37T:EEN—S1TN_S'N—S_
SSGTE?EF@T.N‘S:“
saﬁﬁ_ﬁgﬂgt—t_
s

21 | ##[NSINS

g | ** NS

17 L L]

6.4.5.5. Superficie del aparato radical

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.23. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=154.45, p<(0.01). Como se observa en la tabla
6.XXXVII, se encuentran diferencias significativags entre las cepas
activadoras e inhibidoras y el control, en analogia a las detectadas en el
parametro precedente. No existen sin embargo diferencias entre la cepa 33 y
el control ni entre las cepas 5 y 41.

Tabla 6.XXVIL. Significaciones del LSD aplicado a la media de
superficie radical de las PN. (NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.01)
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6.4.5.6. Longitud del aparato radical

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.23. El anélisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=472.30, p<0.0l1). Como se observa en la tabla
6. XXXVIII, se encuentran diferencias significativas entre las cepas
activadoras e inhibidoras y de las primeras respecto al control. No existen sin
embargo diferencias dentro de cada grupo.

Tabla 6.XXXVIII. Significaciones del LSD aplicado a la media de la
longitud radical de las PN. (NS=no significativo; *=p<0.05; **=p<0.01)
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Figura 6.23. Representacion de los valores medios (6 réplicas) del efecto de
las cepas ensayadas sobre el contenido en nitrdgeno, superficie radical vy
longitud radical en PN.

6.4.5.7. Actividad Reductora del Acetileno (ARA)

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se
representan en la figura 6.24. El andlisis sefiala la existencia de diferencias
significativas (g.l. 10,55; F=394.53, p<0.01). Como se observa en la tabla
6.XXXIX, se encuentran diferencias significativas entre las cepas activadoras
e inhibidoras y el control. No existen sin embargo diferencias dentro de cada

grupo.
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Tabla 6. XXXIX,. Significaciones del LSD aplicado a las medias del ARA

de las PN. {(NS=no significativo; #*=p<0.05; #**=p<0.01)
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6.4.5.8. Produccién de CO, por los nédulos

Los valores medios de CO, comparados en el ANOVA se representan en
la figura 6.24. El andlisis sefiala la existencia de diferencias significativas
(g.l. 10,55; F=172.38 p<0.01). Como se observa en la tabla 6.XL, se

encuentran diferencias significativas entre las cepas de Bacillus vy

grupo.

Tabla 6.XL. Significaciones del LSD aplicado a los valores medios de
la produccién de CO, por los nddulos de las PN. NS=no significativo;
=p<0.05; **=p<0.01)
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19 21 23 33 35 37
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Figura 6.24. Representacién de los valores medios (6 réplicas) del efecto de
las cepas ensayadas sobre el ARA y la produccién de CO,; por los nédulos de
PN,
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7.DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN EL SENTIDQ SUELO-PLANTA,



7.1. Composicidn bacteriana de la rizosfera de Alnus glutinosa y su variacién

estacional: grupos taxondmicos y fisiolégicos

En este trabajo se realiza un estudio preliminar sobre la composicidn
rizobacteriana y los cambios estacionales de los géneros bacterianos asociados

a la rizosfera de Alnus glutinosa (L.) Gaertn asi como la funcién de estos

géneros en el ciclo del nitrégeno.

El método seguido para el aislamiento bacteriano, mediante suspensiones-
diluciones y posterior siembra de los mismos en medios enriquecidos es un
procedimiento estdndar en los estudios de microbiologia del suelo (Johnson y
Curl, 1972). Debido a la complejidad y wvariabilidad del ambiente radicular,
ningin medio de cultivo es adecuado para el crecimiento de todas las especies
edéficas, puesto que se desconocen los requerimientos nutricionales de muchas
cepas. Por tanto, cuando hablamos del total de bacterias en la muestra de suelo
nos referimos a una fraccién del total. Sin embargo al ser éste un método
sequido por muchos investigadores (Bohem et al., 1993) podemos comparar
nuestros datos con los obtenidos por otros autores.

Para la determinacién de los géneros bacterianos, hemos seguido el
esquema de diagnéstico de Acero et al. (1994) en el que se incluyen pruebas
bioquimicas y siembra en medios de cultivo selectivos.

Todas las tendencias y diferencias referentes a las frecuencias
bacterianas que se discuten estdn apoyadas por los resultados obtenidos
mediante el ACP y ANOVA, indicando éste Gltimo la significacién de dichas
diferencias.

Bacillus ¥ Pseudomonas aparecen, en nuestro trabajo, como los géneros
predominantes en la rizosfera de Alnus glutinosa (L.) Gaertn y presentan
diferencias significativas (mediante la prueba LSD) con el resto de los géneros
(Tabla 6.XII y Figura 6.2). Por otra parte las variaciones estacionales que
hemos encontrado son apreciables a pesar de que no aparecen diferencias
significativas entre el verano y el otofio, estaciones con mayores diferencias en
cuanto a composicién bacteriana se refiere. Esto es debido a una compensacién
entre el namero de Bacillus en otofio y el ndmero de Pseudomonas en verano

(Figura 6.3). Estudios previos de la microflora rizosférica de diversas plantas,
realizados tanto por técnicas de microscopia como por cultivo en placa y

posterior determinacién, revelan que en general predomina el crecimiento de los
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bacilos Gram negativos, no esporulados, sobre todo Pseudomonas y en particular

P. fluorescens, mientras que los bacilos gram positivos esporulados y no
esporulados asi como los coces Gram positivos no esporulados son menos
abundantes en esta zona ( Rovira et al., 1974; Campbell, 1985). Otros autores
como Chan et al.,(1963), Gomez y Sargadoy, (1985), o Salerno y Sargadoy,
{1990) han indicado que Bacillus es mayoritaria en el espacio no rizosférico. No

obstante Bowen y Foster (1978) encuentran Pseudomonas y Bacillus en la

fraccién del suelo mds proxima a la raiz. Nuestros resultados coinciden con los
de éstos Ultimos autores si bien encontramos una alternancia estacional que
responde a factores que trataremos a continuacién. En este punto cabe destacar
gue prdcticamente no existen estudios en los cuales se haga un seguimiento
temporal de la sucesién bacteriana en el seno de la rizosfera.

Bacillug aparece como predominante en los meses de otofio e invierno,
como confirman los LSD de la interaccidon (Tabla 6.XIII). Tras las estaciones de
fotosintesis mds intensa (primavera y verano) la exudacién radical aumenta
(Whipps y Lynch, 1986). Alexander (1980} ya habia descrito este efecto en la
rizosfera de leguminosas en las que encontraba mayor cantidad de bacterias
capaces de esporular en los meses posteriores a los de mayor actividad del
vegetal. Los compuestos exudados por la raiz podrian estimular o inhibir las
poblaciones bacterianas presentes en la rizosfera y, en este caso en particular,
podrian estar favoreciendo su crecimiento. Por otro lado en otofio aumenta la
humedad del suelo lo que favorece la actividad y crecimiento bacterianc {Lund
y Goksoyr, 1980; Orchard y Cook, 1983). Bacillus gracias a su capacidad para
esporular en condiciones adversas podria permanecer parte del verano en estado
de espora y en otofio al aumentar la humedad pasaria a su forma activa. Otros
autores ya han sefialado el efecto de la humedad sobre la dindmica de la biomasa
bacteriana (Kieft et al. 1987) y los efectos de los ciclos sequia-humedad como
importantes reguladores de la misma.

Durante el otofio y el invierno las temperaturas descienden lo gue afecta
al crecimiento de algunas bacterias como Pseudomonas que mueren o permanecen

en estado inactivo, por lo que Bacillus podria encontrar unas condiciones de
crecimiento favorable al desequilibrarse en su favor las condiciones de

competencia con Pseudomonas. Ademas en los meses mds frios Bacillus puede

esporular manteniendo unos efectivos poblacionales sostenidos durante los meses
de otofio e invierno. En primavera las condiciones de humedad y temperatura
para especies poco resistentes son mds favorables. En este momento el

porcentaje de Pseudomonas aumenta y empieza a desplazar a Bacillus. Bowen y
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Foster (1978) observan que Pseudomonas sp. en la interfase suelo-raiz tiene una

generacién cada 5.2 h mientras Bacillus sp. cada 39 h. Es decir que cuando las
condiciones de humedad, temperatura y nutricionales son las adecuadas

Pseudomonas presenta una tasa de crecimiento mayor que la de Bacillus, 1o cual

puede justificar nuestros resultados.

Las temperaturas en verano son altas y la humedad disminuye
considerablemente, Bacillus podria encontrar estas condiciones ambientales poco
favorables y esporular. Por este motivoe podriamos suponer gue la poblacién de
Bacillus permaneceria constante a lo largo del afio, sin embargo observamos un
descenso en verano. Dicho descenso podria estar motivado entre otros factores,
por una predacién por parté de nemétcdos y otros organismos presentes en la
rizosfera. Por otro lado pueden aparecer competencias en las placas tras la
inoculacién con las suspensiones—diluciones de suelo, de forma que los
fenémenos de competencia que se establecen en el sustrato natural pueden
hacerse mds patentes en las placas de cultivo por razones de egpacio y difusién
de productos a través del agar.

Distintos factores abidticos y bidticos podrian estar relacionados con el
aumento del género Pseudomonas en primavera ¥ verano (Figura 6.3). Respecto

a los factores abiéticos, tanto la humedad como la temperatura (Burr y Caesar,
1984; Mathes y Schriefer, 1985; Taylor y Parkinson, 1988) influyen en la
actividad bacteriana. Como ya hemos sefialado el arroyo de "Las Tértolas", en
cuyos margenes estan situados los alisos estudiados presenta un acusado estiaje.
En verano la humedad disminuye drasticamente, por tanto la planta durante
estos meses estda sometida a un fuerte estrés hidrice, lo que influye en la
exudacion radical {Martin, 1977 b)}. Como tratamos con plantas maduras, la
autolisis de células de la raiz y la exudacidén proveen a los microorganismos de
nutrientes {(como aminodcidos, necesarios para el crecimiento de muchas
bacterias) y favorecen el crecimiento de bacterias con alta tasa de crecimiento
como Pseudomonas. Todo ello podria explicar el aumento de bacterias de este
género (Rouatt y Katznelson, 1961) durante los meses de verano. Por otra parte
Pseudomonas es muy sensible a las variaciones de pH (Bazin gt al., 1990) y A.
glutinosa como otras especies diazotrofas (Pérez Herndndez et al., 1989;
Pozuelo, 1991) modifica estacionalmente el pH de su rizosfera. El pH del verano,
ligeramente superior al del resto de las estaciones es més favorable el
crecimiento de Pseudomonas. A pesar del aumento de Pseudomonas en primavera
y verano es preciso sefialar que las diferencias entre este género y Bacillus no
son significativas en ninguna de las dos estaciones, aunque si lo son con

respecto a los demds géneros bacterianos.
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Streptomyces muestra una estabilidad poblacional a lo largo de todas las
estaciones. Dicha estabilidad, indica una acomodacién a las variaciones de los

factores tanto bidticos como abidticos que mediante su interaccién modifican la
densidad de las distintas poblaciones bacterianas. Bacterias de este género
tienen importancia en los procescs de antagonismo microbiano y en la regulacidon
de 1a composicién de la comunidad edéfica como consecuencia de la capacidad de
algunas especies de este género para sintetizar antibidticos (Schippers et al.
1986; Cooksey y Moore, 1980) vy producir enzimas que provocan la lisis de
hongos y bacterias. Por ello es notable su importancia en la eliminacién de
patdgenos de plantas. Es posible que la estabilidad de Streptomyces pueda estar
asegurada por el hecho de poder eliminar competidores mediante la produccién

de tales sustancias. Este género fue encontrado por Neal et al. (1968) en Alnus
rubra Bong.

Como se puede observar en el andlisis de componentes principales,
Micrococcus, Sporosarcina y Bacillus, presentan factores de carga semejantes

sobre el eje 1. Su frecuencia mdxima la alcanzan en los meses de otofio o

invierno. El género Sporosarcina, aparece en suelos y, principalmente en suelos

asociados a la actividad humana (Claus, 1981). En la zona de muestreo aumenta
la actividad antrdépica durante los meses de verano, época én la que este género
no alcanzaria sus mdximos por competencia con otros, como Escherichia y
Serratia. Durante el verano podria quedar en forma de endospora y en otofio
aumentar su frecuencia al disminuir la de bacterias pertenecientes a otros
géneros. Las bacterias del género Microco¢ccus presentan como principal habitat
la piel de mamiferos, pudiendo llegar a ser patégenos oportunistas, como
habitats secundarios tiene el agua y el suelo. La deteccién de estas bacterias
debe tomarse con precaucién dado que es un contaminante habitual. Las
frecuencias mdximas aparecen en los meses de otofic e invierno, periodo en el
que el ganado pasta en la zona de muestreo, 10 que nos hace pensar en una
posible relacién entre ambos hechos.

Dos géneros, gue se han citado en la rizosfera de distintas plantas
(Lievens et al., 1989}, incluyen potencialmente especies patégenas: Erwinia
(Kloepper, 1983) y Agrobacterium (Cooksey y Moore, 1980) y aparecen

fundamentalmente en primavera y verano, estaciones en las que en general se
desarrollan los procesos infecciosos. Componentes de los exudados pueden
afectar directamente la expresidon de genes implicados en la simbiosis y
patogenicidad (Peters et al., 1986; Redmond et al., 1986, Shearman et al.,
1986; Zaat et al., 1987).
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Durante los meses de verano y primavera aparece un incremento de
Escherichia y Serratia, que podria deberse a la accién antrépica y a un aumento
del vertido de aquas fecales.

Las bacterias mayoritarias son heterétrofas. Todas las cepas estudiadas
tenen la capacidad de comportarse como amonificantes. Este dato confirma lo ya
indicado por notros (Probanza, 1991) en el sentido de que la rizosfera de las
plantas diazotrofas es rica en nitrégeno facilmente mineralizable, como
consecuencia de su liberacidn por exudacidn radical. En general podemos decir
que la considerable densidad de bacterias amonificantes encontradas en otofio
debe ser, por razones de competencia, la causa de la baja densidad de
microorganismos de otros grupos funcionales del ciclo del nitrdgeno. Una
mineralizacién acusada junto con niveles de humedad elevados (mayores que en
verano) conduce a tasas elevadas en el consumo de oxigeno y un descenso de
su concentracién en el sustrato (Campbell, 1985}, lo que conduciria a un
aumento de las densidades de microorganismos anaerobios estrictos, facultativos

0 microaeréfilos, como los desnitrificantes y fijadores aerobios.

Por otro lado aparecen también bacterias desnitrificantes cuyo porcentaje
aumenta en invierno y primavera. Struwe y Kjoller (1990) encuentran Bacillus

v Pseudomonas capaces de desnitrificar, siendo mds abundante este tltimo

género. Por lo tanto es previsible, en funcién de estos resultados, que la
desnitrificacién corra a cargo tanto de bacterias del género Pseudomonas como

del género Bacillus. Dorland y Beauchamp (1991) concluyen gue la
desnitrificacién depende sobre todo de la cantidad de carbono disponible, que
junto con otros factores explicaria el aumento de desnitrificantes en los meses
de invierno y primavera ya que son estos los meses con mayor porcentaje de
materia orgdnica. Otro factor importante que regula los niveles de
desnitrificacion es la temperatura {Struwe y Kijoller, 1990). Dicha variable
alcanza valores mds favorables en primavera, razén por la cual podria aumentar
la frecuencia de desnitrificantes en esta estacién. En veranc los niveles de
carbono orgdnico son menores, pero aparecen altas concentraciones de nitratos
que junto con temperaturas favorables puede conducir a elevados porcentajes
de desnitrificantes.

A pesar de que todas las bacterias pertenecientes a los géneros
Pseudomonas y Bacillus muestran actividad amonificante en todas las épocas de

muestreo hay una diferencia cualitativa importante entre el otofio y el resto de
las estaciones; aparecen cepas que ademds de mineralizar desnitrifican lo que
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puede indicar un cambio en el tipo de mineralizacidén. Mientras que en otofio el
metabolismo debe ser basicamente aerobio en el resto de las estaciones la
variedad de microhabitats aumenta lo que permite la aparicién de zonas aerobias,
anaercobias y microaerdfilas. Los resultadoes confirman lo ya indicado por otros
autores, el suelo es un sistema de gran complejidad en el que ademds de las
interacciones bioldgicas el sustrato fisico proporciona una riqueza enorme de
habitats con caracteristicas muy distintas, incluso opuestas en muchos sentidos,
gue pueden coexistdr en el mismo sustrato permitiendo el desarrocllo de
organismos con metabolismo y requerimientos diferentes.

En verano encontramos un incremento apreciable del namero de bacterias
capaces de fijar nitrégeno. Lo mds llamativo es el aumento del nimero de
bacterias capaces de realizar tres funciones de las cinco estudiadas;
amonificacién, desnitrificacién y fijacién aerobia que no aparecen en otofio vy
primavera y alcanzan un 2.13% y un 7.41% en invierno y verano respectivamente
coincidiendo con el aumento m&s llamative de Pseudomonas. Sin embargo las

bacterias capaces de amonificar y fijar nitrégeno en condiciones aerobias estdn
representadas en mayor o menor proporcién en todas las estaciones, por 1o que
no podemos inferir ninguna deduccién al respecto.

L.os resultados obtenidos en el estudio de los grupos funcionales del ciclo
del nitrégeno deben ser tomados con las debidas precauciones, ya que una
bacteria aislada en medios de cultivo sintéticos puede mostrar actividades
dificiles de interpretar desde un punto de vista funcional en su sustrato natural
si consideramos dichas actividades simultdneamente. Sin embargo no cabe duda
de que si muestra su capacidad en el laboratorio, en condiciones naturales
puede realizarla aungque no entremos a considerar en que medida.

7.2. Efectos de las cepas de Bacillus y Pseudomonas sobre la germinacién

El primer aspecto que conviene abordar respecto a los ensaycs de
germinacién es sobre el sujeto de la experiencia. Las semillas empleadas no
muestran (véanse figuras 6.9., 6.10. y 6.11) ninguna variacién en las bandas
que aparecen el las electroforésis de proteinas de reserva, independientemente
de la procedencia temporal o geogrdfica de las mismas. Esto nos permite pensar
que, el posible efecto debido a la variacién genética entre semillas no ha de
tener practicamente relevancia. En este sentido Montoya (1992) detecta
variaciones en la velocidad de germinacién y crecimiento en los primeros estadios
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de crecimiento de Vicia villosa segun la presencia o ausencia de determinadas
proteinas de reserva.

El control de esta variable es muy importante ya que el efecto de un
factor externo sobre la germinacién puede ser muy distinto segiin el genotipo
sobre el que actue. La preocupacién por este tema estd pues plenamente
justificada como asi lo corrobora el hecho de ser usual el empleoc de clones de
Alnus glutinosa, por ejemplo en los estudios de nodulacién (Hendrickson et al.,

1993} con el fin de minimizar la variacién interindividual en los ensayos. Esto
responde a que Alnus, como el resto de las betulaceas, es una planta aneméfila
por lo que puede ser extremadamente variable (Hahn et al., 1988). En este
trabajo nos habriamos visto obligados a fijar dicha variable si se hubiese
confirmado a través de las electroforesis realizadas con las proteinas de
reserva, sin embargo como ya hemos sefialado muestran una extrema
homogeneidad. A la vista de lo cual podemos concluir que existe una gran
uniformidad genética interna de las poblaciones estudiadas. Ademdas esta
homogeneidad puede abarcar a conjuntos de poblaciones que se desarrollen en
un territorio relativamente extenso como ponen de manifiesto los estudios de
Ager et al. (1993) que al estudiar poblaciones de Alnus rubra Washington y

Oregdén no detectan serias diferencias.

En lo gque respecta a la metodologia para 1os ensayos de germinacidn, hay
que sefialar que permite una eficiente y répida constatacién del proceso de
germinacién y por otra un manejo aséptico de las semillas, minimizando la posible
contaminacién de las mismas. Otros autores han empleado otros soportes
diferentes al agar, tales como vermiculita o arena, si bien hay que sefialar que
en estos ensayos biolégicos se probaba el efecto directo de bacterias (no del
medio de crecimiento de estas) sobre plantas ya germinadas. Otras dos ventajas
adicionales son por una parte que el soporte (agar) permite diferenciar con
claridad la emergencia de la radicula y por otra la difusién de los compuestos
presentes en los medios bacterianos ensayados.

Los resultados obtenidos en esta experiencia, nos muestran 2 hechos
importantes:
(i) Se detecta un claro efecto sobre la germinacién, diferente en el caso de las
cepas de Bacillus al de Pseudomonas.

(ii) Las cepas de Pseudomonas se muestran claramente inhibidoras de la

germinacién tanto si se ensaya el medio de cultivo al 10% como al 20%, mientras
que los Bacillus tipo VI s6lo aceleran la germinacién al 20%.
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Indudablemente la inhibicién detectada en presencia del medio de cultivo
en el que crecieron las cepas de Pseudomonas se debe a la presencia en el mismo
de metabolitos responsables del efecto, que pueden actuar individualmente o de
forma combinada, Esta inhibicidn se detecta en dos aspectos: una reduccidén del
numero de semillas germinadas (5 por réplica como mdximo) y la demora en la
germinacién hasta el 42 6 52 dia desde el inicio del ensayo. Son muchos los
trabajos en los que se ha estudiado el efecto inhibitorio de diferentes cepas del
género Pseudomonas y cémo afectan al crecimiento y germinacion de distintas

especies de plantas. La causa mds frecuente de la inhibicién es la produccién
de HCN, este efecto, sequin Lambers (1985) se debe a que el HCN afecta sobre
todo al metabolismo energético celular al inhibir la citocromo oxidasa, si bien en
general afecta a todas aquellas enzimas que poseen algin 4dtomo metdlico
(Solomonson, 1981). La produccion de HCN por Pseudomonas depende

fundamentalmente de los tipos de aminoadcidos presentes en el medio de
crecimiento de la bacteria. Parece que esta vinculada la formacién de HCN a la
presencia de altas concentraciones de prolina. También modula el proceso las
concentraciones de hierro y fésforo en el medio (Schippers et al.,1991).

El i6n hierro, en su forma férrica, puede afectar a la produccién de
otros metabolitos también producidos con cierta frecuencia por bacterias del
género Pseudomonas: los siderdforos. La mayoria de las cepas del género

productoras de siderdforos estan catalogadas como cepas beneficiosas para las
plantas.

Este efecto en realidad se wverifica de un modo indirecto puesto que los
siderdéforos actian sobre corganismos patégenos de plantas, fundamentalmente
hongos (Lamanceau y Alabouvette, 1993).

Sin embargo si consideramos el posible efecto de estos compuestos en
ausencia de estos patégenos, como es el caso de los ensayos que hemos
efectuado, el efecto beneficioso sobre las plantas, se puede invertir: los
sideréforos podrian quelar el hierro, éste dejaria de estar a disposicién de la
planta, afectando negativamente a su desarrollo. En este sentido Derylo y
Skorpuska (1993) comprueban que una cepa de Pseudomonas, promueve el

crecimiento de plantas de Trifolium sp., s6lo previa inhibicién de la formacién
de sider6foros por la adicién al medio de crecimiento de las bacterias FeCl;. La
causa directa de la inhibicién de la germinacién por las cepas ensayadas seria
dificil de determinar adin cuando se demostrase la presencia de HCN o de
sideréforos en el medio de cultivo, ya que como se ha indicado anteriormente
estas sustancias pueden actuar en combinacién con otras que facilmente se
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pueden producir en un medio de cultivo complejo como el empleado. Por otra
parte la demostracién "in vitro" de este efecto es un punto de referencia
obligado antes de acometer ensayos de campo en los cuales el nimero de
variables que inciden sobre el metabolismo bacteriano (tipo de sustrato
orgdnico, textura del suelo y su incidencia en la difusién de nutrientes y
oxigeno, competencia con otros organismos, etc.) es tan elevada que cada
experiencia constituye por si misma un dato irrepetible en funcién, bdsicamente,
del componente edéfico. Por esta razén las experiencias de campo se deben
efectuar con bacterias previamente seleccionadas segin unas pruebas precisas
y particulares para cada caso particulares.

Como ya se ha mencionado anteriormente, la totalidad de las cepas de
Bacillus tipo VI al 20% activan de un modo claro la germinacién. La activacién
alcanza significacién estadistica a una concentracién del 20%, al 102 se aprecia
una activacién estadisticamente no significativa.

En cuanto a los efectores del fendémeno detectado, podemos considerar
varios aspectos: un primer hecho notable es que sea cual sea el agente
responsable de la activacién, es capaz de atravesar la capa externa de la
nicula. Este hecho probablemente esté en relacién con el reblandecimiento que
sufre como consecuencia del proceso de vernalizacién aungue no podemos
descartar el efecto de la esterilizacién superficial de las semillas por hipoclorito.

Por otra parte cabe pensar que la molécula o moléculas efectoras no son
de elevado peso molecular al ser capaces de atravesar las cubiertas de la semilla
en las condiciones ensayadas.

Son abundantes las citas bibliograficas que hacen referencia a numerosos
microorganismos edédficos productores de hormonas vegetales (Brown, 1972). Sin
embargo, tal y como se discutird mds adelante, la mayor parte de estos estudios
se interesan en el efecto de las hormonas sobre crecimiento y desarrello y muy
pocos del efecto sobre la germinacién (Lynch, 1990).

Las principales fitohormonas implicadas en la germinacién de un modo
directo son giberelinas (GB) citoquininas (CK) y etileno. El efecto de estas
hormonas se ha corroborado no s6lo por su accién endégena (producida por la
propia semilla a causa de determinadas condiciones ambientales) sino también
exdgenc (en experiencias "in vitro”). Podemos considerar fundamentaimente las
GB y CK como posibles candidatas a estar presentes en los medios de
crecimiento bacteriano, y descartar la presencia de etileno, fundamentalmente
por su naturaleza gaseosa. Otro grupo hormonal! numerosas veces citado como
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metabolito de bacterias son las auxinas. Estas no ejercen un efecto directo sobre
la germinacién sino sobre procesos de crecimiento por elongacién. Podemos
suponer que de estar presentes este tipo de metabolitos en los medios de
crecimiento ensayados se detectaria, probablemente, una aparente aceleracién
del proceso de emergencia de la radicula y por ello una aceleracién de la
germinacidén. Abundando en esto, como discutiremos mds adelante, en Ios
resultados de los ensayos de crecimiento con Bacillus parece posible que existan
al menos algunas cepas productoras de auxinas.

Otros compuestos que probablemente estén presentes en los medios de
crecimiento bacteriano son algunos iones como el nitrato. Este ién (junto al
nitrito) pueden actuar como activadores indirectos de la germinacién al acelerar
el final del proceso de dormicién de la semilla.

Un {ltimo aspecto que podemos considerar como un factor mds que podria
estar implicado en los procesos descritos son algunos compuestos de bajo peso
molecular como el idn CN°, producido por bacterias, que si bien desde otros
puntos de vista es definitivamente téxico, se ha demostrado a bajas
concentraciones como un eficaz acelerador del final del proceso de dormancia.
No cbstante parece poco probable que esta sea la causa de la aceleracién en la
germinacion de semillas tratadas con medios de crecimiento de los Bacillus
ensayados, basdndonos en los resultados obtenidos en los ensayos de
crecimiento que a continuacidn discutiremos.

7.3. Efectos de las cepas de Bacillus y Pseudomonas sobre el crecimiento de
plantas noduladas y sin nodular

Son innumerables los trabajos realizados sobre la rizosfera desde que
queddé definida por Hiltner en 1904. Como consecuencia de los mismos se ha
reconocido el relevante papel del componente bidtice del sistema rizosférico
sobre la produccién primaria y la capacidad productiva del suelo . A partir de
la década de los sesenta se comenzaron a realizar experiencias sobre el papel de
las bacterias rizosféricas en la produccién vegetal y desde los ochenta este tipo
de investigaciones han cobrado suma importancia por su aplicacién al campo de
la biotecnologia (Mishustin y Naumova, 1962; Geels y Schippers, 1983; De
Freitas et al., 1993). Los planteamientos del disefio experimental en estos
trabajos se pueden resumir en:
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(i) Seleccion de bacterias rizosféricas de una especie de interés agronémico o
forestal y ensayo sobre plantas testigo o sobre la misma planta (p.e. Kloeper
et al., 1980). En ambos casos los ensayos se hacen en condiciones estériles o
en condiciones de campo.

(ii) Crecimiento "in vitro” de cepas beneficiosas o patégenas con el fin de
establecer que agente es el responsable de dicho efecto (p.e. Fuentes-Ramirez
et al., 1993).

La problemdtica experimental que se aprecia en todos estos trabajos es
compleja pues la forma de establecer la relacién entre la cepa o cepas obieto del
ensayo con la planta es muy variable. Nosotros consideramos que este tipo de
estudios debe de tener dos vertientes: una primera en la que se determine la
potencialidad bacteriana para producir metabolitos perjudiciales o beneficiosos
y otra posterior en la que se estudien aspectos como la capacidad de
colonizacién de dichas bacterias sobre el sistema radicular, considerando los
problemas de competencia con otros organismos, tipo de indculo, permanencia
en el sustrato edafico, etc. Por este motivo nos planteamos el disefio
experimental de esta parte del presente trabajo desde el primer punto de vista,
ensayando 2 concentraciones del medio de crecimiento de cepas bacterianas
recolectadas de rizosfera de alisos c¢recidos en condiciones naturales, sobre
plantas de dicha especie.

Entre los soportes fisicos empleados para el crecimiento del vegetal en
condiciones de laboratorio los mds habituales son arena, suelos sintéticos o
cultivos hidropdénicos. En nuestro caso utilizamos como soporte vermiculita que
es empleado con poca frecuencia por otros autores. Elegimos dicho soporte por
un doble motivo: en primer lugar porgque mantiene de un modo constante la
humedad sin que sea excesivamente baja la pO,, que como es sabido incide en
funcionalidad de nédulos (Arrese-~Igor et al., 1993) y raices; en segundo lugar
por no afectar nutricionalmente a las plantas al tratarse de un soporte inerte.

En lo que respecta al medio de nutritivo para las plantas se ha empleado
un medioc simple, Crone, de eficacia bien contrastada, en numerosas estudios en
los que estdn implicadas plantas diazotrofas {Bermidez de Castro, 1976).

Como ocurriese en los ensayos de germinacién, un requerimiento
importante es la homogeneidad de las plantas. Esta uniformidad se ha probado
a través de la variabilidad en las proteinas de reserva tal y como discutimos
anteriormente. Hemos de sefialar que aparte de los experimentos que forman
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parte del cuerpo de este trabajo, se efectuaron ensayos previos para establecer
si existia homogeneidad biométrica entre plantas procedentes de semillas de la

misma coleccién de las que se usarian en dichos ensayos.

Asi mismo hemos empleado plantas jévenes en los ensayos,
fundamentalmente por detectarse de un modo rdpido y claro cualquier efecto
inducido, de un modo mucho mas nitido que en plantas mds desarrolladas (Geels
et al., 1986).

El primer aspecto gque procede discutir son los resultados obtenidos en
el ACP realizado con los datos conjuntos de PN y PSN (figura 6.14). Cabe
destacar que el efecto de las cepas ensayadas tiene preponderancia respecto a
las concentraciones empleadas de los medios de cultivo, sin embargo las
respuestas en las variables biométricas encontradas son distintas segin se trate
de PN o de PSN en el caso de que las bacterias sean inhibitorias y no se
diferencian cuando son activadoras. Conviene sefialar que cuando hablamos de
cepas activadoras e inhibidoras lo hacemos en términos generales al considerar
la segregacién que observamos como resultado del ACP, sin hacer referencia a
ningan parametro en particular, Posteriormente se comentaradn cada una de ellos
al discutir los resultados de los ANOVAs efectuados en cada caso.

En funcién de los factores de carga asignados a las variables estudiadas
(figura 6.15) se puede apreciar que la superficie radical es el cardcter con mas
peso para discriminar las cepas tanto inhibidoras como activadoras del resto y
la segregacién entre ellas por el resto de los parametros, especialmente la
longitud radical y la superficie de la parte aérea. En PSN apreciamos en el caso
de las cepas inhibidoras una clara disminucién de la longitud radical que no es
proporcional a la disminucién de la superficie radical (figura 6.21), lo que
indica una mayor ramificacidén del aparato radical que toma contacto con un
volumen de medic de crecimiento menos profundo y mas extendido en superficie.
Algo semejante ha sido descrito en presencia de metales pesados y de exceso de
concentracién de hormonas (Lonegan, 1975; Ozolina,1991). Este efecto se ha
interpretado como una estrategia de las plantas encaminada a la bisqueda de
espacios libres del efecto inhibitorio o téxico. A diferencia de los ensayos de
germinacién las concentraciones ensayadas de medio de crecimiento bacteriano
no parecen tener gran incidencia o esta queda enmascarada por los otros dos
factores. Este hecho apoya uno de los aspectos sobre los que se incidis
anteriormente y es que la sustancia o sustancias responsables de los efectos

estudiados tienen que atravesar, en el caso de las semillas, las barreras
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protectoras del embrién por lo que la variable concentracién tiene un efecto més
acusado que cuando actia a través del aparato radical de la planta, en cuyo
caso la concentracién menor supera el umbral de accién. En PN la situacién es
bien distinta. Se puede apreciar una apreciable disminucién de la superficie
radical sin variaciones significativas en la longitud radical. Este efecto puede
tener consecuencias especialmente negativas en plantas que necesitan nédulos
para proveerse de nitrégeno, ya gque este no se suministra al medio de
crecimiento {Crone sin nitrégeno). La razén es que la infeccién por parte del
enddfito se produce a través de los pelos radicales, por lo que una pérdida de
raices laterales, ricas en pelos epidérmicos conduciria a una carencia en
nitrégeno por falta de eficacia en la nodulacién, aunque también se aprecia una
disminucién del ARA en los ndédulos existentes. Como consecuencia de todo ello
los niveles de nitrégenoc total son bajos. Podemos por 1o tanto sefialar un efecto
inhibitorio-t6xico por parte de las cepas de Pseudomonas que se manifiesta de
distinta forma en PSN que en PN, lo que podemos atribuir a las especiales
caracteristicas fisioldgicas que presentan las plantas con nédulos en sus raices.

A la vista de estos resultados se efectud, tal y como se describe en el
capitulo 3, dos nuevos ACPs, separandce per una parte los resultados de PN y
por otra los de PSN. En los dos cascs (véanse figuras 6.16 y 6.18), se repite
una clara segregacién entre cepas activadoras, inhibidoras e indiferentes.
Nuevamente no se puede discriminar efecte alguno de la concentracién de medio
de crecimiento bacteriano ensayada. Al realizar el ACP con los datos obtenidos
en los ensayos con PSN, apreciamos de nuevo una clara separacidén entre
inhibidoras y activadcras. En este caso, la segregacién es mds evidente, debido
a la desaparicién de los grupos C3 y Cl (figura 6.14). Por lo tanto todas las
consideraciones realizadas sobre el anterior ACP se pueden aplicar a este.

El efecto inhibidor encontrado en las cepas de Pseudomonas y activador
en las cepas de Bacillus tipo VI se corrobora con los ANOVAs unidireccionales
efectuados con cada una de las variables biométricas estudiadas. Todos los
pardmetros considerados presentan diferencias estadisticamente significativas
entre las cepas activadoras y las inhibidoras, por lo tanto a través de los
ANOVAs no podemos dilucidar el factor de més peso, aunque se confirma la
significacién estadistica de los grupos generados por el ACP.

La inhibicién inducida por las cepas de Pseudomonas se puede deber a

varias razones. La produccién de HCN puede ser una de las causas del efecto.
Este compuesto ha sido detectado en los medios de cultivo de numerosas cepas
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del género Pseudomonas (Alstrdém, 1987), y, como ya se sefialé, su accidn
negativa sobre el metabolismo vegetal reside en su capacidad para bloguear el

funcionamiento de enzimas implicadas en la respiracién celular.

Pese 8 que en un primer momento puede resultar aparentemente
contradictorio, otro posible mecanismo de la inhibicidn detectada es 1la
produccién de IAA. Concentraciones relativamente bajas de IAA aplicadas en
raices pueden inducir a la formacién de etileno que de lugar a la inhibicién de
la elongacién (crecimiento) del aparato radical (Chadwick y Bury, 1987). Sin
embargo el hecho de detectar una evidente disminucién del crecimiento de toda
la planta (superficie y longitud de la parte aérea, fundamentalmente} junto a los
resultados de germinacién y los gque mas adelante discutiremos respecto a PN,
nos inducen a pensar que el efecto estd causado por un agente inhibidor como
el HCN. Si se tratase de una inhibicién del crecimiento del aparato radical de
tipo hormonal como la que discutimos (produccién de etileno, inducida por
auxinas) probablemente no seria tan acusada la reduccidén de la biomasa aérea.

Conviene sefialar que existe cierta discusién en lo que se refiere a la

produccién "in vitro" de HCN por parte de Pseudomonas. Schippers et al.
(1986a) apuntan que una rizobacteria del género citado productora del
compuesto deletereo "in vitro", en condiciones de campo puede no producirle.
Sin embargo Alstrdm (1987) encuentra que las cepas de Pseudomonas que ensaya

sobre diferentes plantas producen HCN tanto "in vitro" como "in vivo".
Resulta pues interesante hacer algunas consideraciones acerca de la
reduccidn de nitrdgenc total en las plantas tratadas con los medios de cultivo
de las cepas inhibidoras junto con la reduccidén de los valores de las variables
biométricas ensayadas. Podemos suponer que la inhibicidn en los parametros
biométricos sea resultade de una dificultad en captar nitrégeno y por elle
desarrollar una serie de deficiencias (fundamentalmente enzimdticas) que
reduzcan la capacidad de crecimiento. En este sentido hay que sefialar un
proceso mas 0 menos acusado de clorosis, que se detecté especialmente en las
hojas m&s maduras. Otro dato adicional a este respecto es la aparicién de cierta
coloracién purpurea en el peciolo de algunas plantas tratadas con ciertas cepas
(p.e. V.P.12). Esta coloracién es habitual en plantas crecidas en condiciones
limitantes de nitrégeno, que conducen a la formacién de antocianos. No chstante
este hecho se debe tener en cuenta con precaucién puesto que la tonalidad
plrpura en peciolos de Alnus glutinosa, se da en mucha ocasiones como rasgo

caracteristico de la especie. En resumen, la clorosis afectaria directamente a la
fijacién de CO, y por ello al crecimiento de la planta.
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Es posible que conjuntamente con los procesos descritos se esté
produciendo una sustraccion de hierro u otro micronutriente por agentes
guelantes o adsorbentes de los mismos, producidos por muchas cepas de
Pseudomonas. Los sideréforos han sido detectados en numerosas cepas

rizosféricas del género. Estos compuestos afectan, en ausencia de
microorganismos patégenos al desarrollo de la planta, al sustraer el metal que
deja de ser accesible para la misma (Kloepper, 1979). Este posible déficit de
hierro también se traduce en una sintomatologia andloga a la descrita para el
nitrégeno, es decir procesos de clorosis.

Las tres cepas de Bacﬂlus tipo VI encontradas como activadoras al
ensayarlas sobre PSN, porovocan, en todos los casos, un significativo
incremento de todos los pardmetros biométricos y quimicos considerados en las
plantas empleadas para el ensayo biolégico, respecto al control. Ha de existir
algin compuesto en 1os medios de crecimiento de estos Bacillug implicado (ya sea
de modo directo o indirecto) en el desarrollo y crecimiento de las plantas
testadas. Como ya apuntamos en al discutir los resultados de germinacién, la
familia de compuestos que con mayor probabilidad de ser responsables de estos
efectos son las auxinas. La capacidad de sintesis de auxinas ha sido descrita en
diferentes bacterias epifiticas (Libbert y Rich, 1969) y microorganismos edéficos
(Brown, 1972; Prikryl et al., 1985). Los efectos inducidos se detectan, como
es nuestro caso, con mayor claridad en plantas en los primeros estadios de
desarrollo (Geels et al., 1986). El caso de las auxinas seria lo que podriamos
considerar como un activador directo, es decir que afecta precisamente a los

procesos fisiolégicos que conduzcan al crecimientc de la planta.

Otro conjunto de compuestos que pudieran ser responsables de estos
efectos son las vitaminas. Si suponemos que las cepas de Bacillus promotoras de
crecimiento son productoras de vitaminas, se podria concluir que los efectos
detectados son simplemente "correctores de carencias" del medio de crecimiento
de las plantas, es decir que el efecto activador respecto al control no seria
detectable si este tuviese una concentracién de vitaminas determinada. Este dato
es muy importante pues en condiciones de campo se puede establecer algin tipo
de relacién planta-bacteria basada en una interdependencia tréfica. Este hecho
redundaria en la complejidad del medio rizosférico y en la sutil seleccién que
existe entre los integrantes de dicho medioc (Curl y Truelove, 1986; Lynch,
1990).
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8i consideramos como en el caso de Pseudomonas la relacién entre el
contenido en nitrégeno total y los pardmetros biométricos, podemos concluir que
en el caso de las plantas tratadas con medios de crecimiento de Bacillus se estdn

produciendo uno de estos dos procesos:

(i) se estd optimizando la captacidn de nitrégeno mineral por la planta, y esto
causa un incremento respecto al control de los pardmetros biométricos estudiados
o,

(ii) Se estd poniendo a disposicién de las plantas cantidades extra de nitrégeno
asimilable por la planta al adicionar los medios de crecimiento de Bacillus dénde
sin duda se han verificado procesos de mineralizacién de la materia orgdnica
nitrogenada.

Consideramos mas improbable (ii), dado que como discutiremos mds
adelante, al ensafar plantas noduladas no se cbserva una inhibicién de la
actividad fijadora. Esta inhibicién indica que en el medio existen cantidades
suficientes de amonio que hacen innecesaria la fijacién de nitrégeno. Por otro
lado el caso (i) no entra en conflicto, sino mas bien justifica las causas dltimas
de la activacién del crecimiento como puede ser la produccién de auxinas y/o
vitaminas que conduce a mejor desarrollo del aparato radical.

En los ensayos efectuados con PN encontramos dos aspectos
fundamentales respecto a los realizados con PSN:

(i) se marcan diferencias en cuanto a los valores de los distintos pardmetros
medidos, siendo en general superiores (tanto en biométricos como quimicos} en
PN, tanto en presencia de los medios de Pseudomonas como de Bacillus.

(ii) Los efectos detectados en los ensayos con PN son andlogos a los detectados
con PSN, tanto respecto a procesos de activacidn como de inhibicion: las cepas
de Pseudomonas se muestran como inhibidoras de crecimiento en tanto que las
de Bacillus exhiben un efecto activador; al considerar los diferentes parametros
biométricos y quimicos se encuentra en general, salvo contadas excepciones,
que las Pseudomonas no presentan diferencias significativas entre si y si lo son
respecto a Bacillus, si bien estes muestran (eventualmente) diferencias entre
ellos.

Conviene pues centrar esta discusién en lo que aportan los nuevos datos
sobre lo discutido anteriormente. Por este motivo consideramos a continuacién
los pardmetros diferenciales respecto a los ensayos con PSN, es decir, los
nédulos radicales, la actividad fijadora (ARA), la produccidn de CO, y el
parametro relacicnado con todos ellos, es decir el contenido en nitrégeno total.
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En el caso de Pseudomonas encontramos como datos mds caracteristicos

a considerar que se detecta (respecto a Bacillus y al contrel) un ARA inferior,
una mayor produccién de CO, por parte de los nédulos, un menor contenido en
nitrégeno total y una mayor cantidad y volumen de los ndédulos o lébulos
nodulares.

El hecho de encontrar bajas concentraciones de nitrégeno en las plantas
ensayadas con medios de Pseudomonas esta en relacién con la baja actividad

fijadora detectada a través del ARA. La inhibicién de esta actividad (al menos
parcial) puede estar vinculada a algan agente ya considerado anteriormente. En
los n6dulos se detecta (al ensayar cualquiera de las cepas de Pseudomonas} una
produccién de CO, muy superior al control v a la de los nédulos de plantas
tratadas con Bacillus. Por lo tanto debemos de suponer que no hay limitaciones
energéticas para el normal funcionamiento de la nitrogenasa. Este hecho nos
induce a pensar en el bloqueo de la actividad nitrogendsica por la presencia de
inhibidores del crecimiento que actuen directamente o bien indirectamente, por
ejemplo por un aumento de la entrada de oxigeno, demandado para la
respiracién, que afectase negativamente al enzima. En cuanto al bloqueo directo,
cabe pensar en agentes quelantes de metales, especialmente hierro. El
componente I de la nitrogenasa adem#s de un atomo de molibdeno presenta entre
24 y 32 &tomos de hierro. Asi, una supresioén exégena de la captacion del metal
puede reducir drdsticamente el proceso fijador y por ello el contenido en
nitrégeno de las plantas.

Podemos pensar que las plantas en estas condiciones (baja eficiencia
fijadora por cualguiera de los motivos antes expuestos) recurra a la captacién
exdgena de nitrdgeno mineral, encadendndose con el problema afiadido de la
disminucién de la superficie radical que se detecta en PN. Sin embargo hemos
de destacar que no se aprecian signos tan claros de clorosis a pesar del bajo
contenido de nitrdégeno (en torno a 0.4 mg/g en PSN y sobre 0.6 mg/g en PN).
Esto también se pone de manifiesto en que los pardmetros biométricos son algo
superiores en PN gque en PSN.

Otros dos factores que pueden estar afectando al descenso del ARA en
los nédulos de plantas tratadas con el medio de crecimiento de Pseudomonas son

por una parte una baja eficiencia fotosintética que se refleje en la caida del ARA
(Huss-Danell y Sellstedt, 1985). Por otra parte el crecimiento de Pseudomonas

en el medio de cultivo y como efecto de su actividad mineralizadora puede
liberar cantidades apreciables de amonio que como sefialan Huss-Danell y Hahlin
(1988), reduce el ARA en nédulos de Alnus incana.
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El hecho de detectar bajos niveles de nitrégeno total tanto en PN como
en PSN nos hace pensar que la fisiologia de la planta en presencia de los medios
de crecimiento de Pseudomonas se ve seriamente afectada, no solo en lo

referente a la efectividad de la simbiosis (en PN) sino también en su capacidad
para captar y translocar el nitrégeno presente en el Crone y esta debe de ser
la razén por la cual todas las variables consideradas presentan diferencias
mucho mds acusadas cuando las plantas crecen en medio sin nitrégeno y
dependen del fijado por Frankia. Por lo tanto podemos concluir que el efecto de
las cepas de Pseudomonas ensayadas sobre lo alisos es de cardcter general sobre
el metabolismo energétice, cobrando especial significado la hipétesis de un
inhibidor general del metabolismo del tipo del HCN.

Los resultados del ensayo de Bacillus sobre PN son andlogos a los
detectados al ensayar las cepas de dicho género sobre PSN. Se observa una
clara activacién de todos los pardmetros biométricos y quimicos respecto al
control, con escasa variacién de una cepa a otra. Las causas de esta activacién
pueden ser las mismas que se barajaron al discutir los efectos inducidos en
PSN: fitohormonas (probablemente auxinas), vitaminas o cualquier otro
compuesto activador.

Al considerar los pardmetros estudiados sélo en PN encontramos una
clara activacién del ARA gque conduce a un aumento del contenido en nitrégenc
de la planta y por ello un mayor desarrollo vegetative. Quizd el aspecto més
notable a resaltar de los resultados sea el efecto considerando conjuntamente
ARA y produccién de CO,. Si comparamos los valores de ARA y respiracién de
los ngdulos de plantas tratadas con medios de crecimiento de Pseudomonag y los
tratados con Bacillus puede parecer que se da en este ultimo una baja razén
ARA/CO, (sobre 1.2 etileno/C0O,) respecto a los primeros (en torno a 4.9
etileno/C0O,). Sin embargo al compararlos con el control se encuentra claramente
que la relacién ARA/CO, que induce Bacillus estd mucho més préxima a estos
{sobre 1.9 etileno/C0,). Al comparar nuestros resultados con los de los
controles de Vilkman et al. (1990) en su estudio del efecto de la oscuridad sobre
el ARA y respiracién nodular de Alnus incana, se encuentran relaciones

ARA/CO, proporcionales a las que detectamos en nuestros controles y en las
plantas tratadas con Bacillus.
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El conjunte de las consideraciones realizadas en la presente discusién
pone de manifiesto, una vez mdés el intrincado conjunto de interacciones
multidireccionales gque se verifican en la rizosfera de las plantas y que afectan
de un modo capital al ¢crecimiento de estas y a la produccién primaria de los
sistemas naturales, agricolas o silvicolas. En este sentido Steinberg (1947) va
detectd como, por ejemplo, muchas cepas de distintos géneros de rizobacterias
no patogénicas (Pseudomonas, Serratia, Bacillus ¢ Chromobacterium), producen

en determinadas condiciones alteraciones fisiolégicas. En el caso de las cepas de
Pseudomonas estudiadas por nosotros, resulta claro que afecten negativamente

a la fisiologia de Alnus glutinosa, ya sea por la produccién de siderdforos, HCN

o cualquier otra fitotoxina. Es facil suponer que en condiciones naturales estas
cepas pueden estar reprimidas como patdgenas por efecto de interacciones con
otros microorganismos (que regulen su densidad) o por mecanismos
desarrollados por las plantas a fin de controlar la patogeneidad potencial y
"explotar" sus efectos beneficiosos. Podemos considerar también que los Bacillus
promotores encontrados exhiban otros efectos en el medio rizosférico, estando
modulada su actividad en el medio por los mismos factores que resefidbamos en
el caso de Pseudomonas.

Sin embargo quedan evidenciadas las posibilidades que se abren en el
futuro (probablemente no muy lejano) en lo que se refiere al empleo de cepas
beneficiosas para la optimizacién de la produccién vegetal. Antes de la extensién
de estos métodos de gestion forestal o agricola, que en la actualidad se estdn
desarrollando, habrad que profundizar en mayor grado en los aspectos abordados
en el presente trabajo.
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8. CONCLUSIONES



1. Se detecta una diferencia acusada, tanto cuantitativa como cualitativa

en la composicion de los exudados obtenidos en condiciones de cultivo
hidropénico. La concentracién de compuestos orgénicos nitrogenados y no
nitrogenados (especialmente los primeros) es siempre mayor en plantas
noduladas. No se detecta esta variacién cuando los exudados se recogen en
condiciones de estrés, unicamente se aprecia mayor concentracién de lipidos en
los exudados nodulares.

2. La actividad reductora de acetileno en los suelos ensayados se ve
claramente activada por los exudados nodulares, radicales y de plantas
noduladas, como consecuencia del aporte de materia orgdnica que sirve de
soporte energétice al proceso. A partir de nuestros resultados no se puede
descartar la incidencia del molibdeno liberado, activa o pasivamente por
exudacién, sobre los microorganismos fijadores libres de nitrégeno. La
respuesta de estos microorganismos frente a los exudados de plantas sin nodular
en cultive hidropénico nos indica la existencia de otros factores ademds de los
va considerados, como inhibidores alelopdticos del proceso, que pueden tener
una incidencia vital sobre el proceso de nodulacidn.

3. La inmovilizacién de nitrégeno detectada en los experimentos realizados
con los exudados nodulares y radicales sobre la mineralizacion, demuestran la
importancia de la composicién de la materia orgdnica sobre los procesos de
inmovilizacién/mineralizacion, asi como el papel del aliso como planta liberadora

de compuestos organicos ricos en nitrégeno a través de las raices.

4. Los exudados de Alnus qglutinosa promueven un aumento de la

nitrificacién que resulta significativo en todos los casos menos con los exudados
radicales. Nuestros resultados apoyan la hipétesis del efecto sinérgico positivo
de la materia orgdnica junto con el amonio sobre la nitrificacién autétrofa. Por
otra parte este procesc no ha resultado inhibido por la mayor rigueza en
compuestos polifendlicos de los exudados nodulares y radicales, por lo que
podemos concluir que este grupo de compuestos no parecen tener una incidencia
decisiva sobre el proceso.
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5. La produccién de N,O en presencia de exudados y en los controles
estd claramente activada por la presencia de materia orgdnica oxidable. Este
efectc se aprecia con los exudados procedentes de plantas crecidas en medios
de cultive hidropdnico, tanteo si estan noduladas como si no. Esto demuestra
que al menos en estas etapas del crecimento no se desarrolla ninguna estrategia
para la conservacién del nitrégeno en el sustrato.

6. Las pruebas de produccidn de CQ, indican que, de un modo global, los
exudados de Alnus glutinosa estimulan la actividad de la microflora edafica
heterdtrofa, y por lo tanto la mineralizacién de la materia orgdnica. No obstante
la materia orgdnica liberada por exudacién muestra menor susceptibilidad a su
degradacién que los hidratos de carbono empleados en los controles, a pesar de
la ritjueza en nitrégeno de aquellos, lo que indica un elevado nivel de
complejidad molecular.

7. La composicién rizosférica bacteriana de Alnus glutinosa experimenta
acusadas wvariaciones segin la época de muestreo, perteneciendo
mayoritariamente dichas bacterias a los génercs Bacillus y Pseudomonas. Ambos
géneros manifiestan una variacién estacional debida a las interacciones que se
dan en la interfase raiz-suelo, a causa de las diferencias cualitativas vy
cuantitativas de la exudacién y por efecto de la wvariacion de los factores
abidticos. Otros géneros bacterianos, mencs frecuentes también exhiben una
variacién estacional de su frecuencia. De ellos Streptomyces es el Ginico género

que mantiene su frecuencia mas estable a lo largo del! afio.

8. Pese a ser mayoritario Bacillus en los meses de otofio e invierno,
podemos suponer que existe una variacidn entre estas dos estaciones en 1o que
a composicién de especies y/o capacidades metabdlicas, como se deduce de las
considerables diferencias encontradas en la funcidn de las bacterias estudiadas
dentro del ciclo edafico del nitrégeno.

9. Todas las bacterias presentan capacidad mineralizadora, pudiendo asi
utilizar los compuestos ricos en nitrégeno exudados por el alisc. El porcentaje
de bacterias capaces de desnitrificar aumenta durante los meses de invierno,
primavera y verano lo cual, junto con el aumento de bacterias capaces de fijar
nitrégeno en condiciones aerobias, indica la coexistencia de microhdbitats de
caracteristicas muy distintas.
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10. Dada la escasa variabilidad genética, detectada a través del andlisis
de proteinas de reserva, de las semillas empleadas en los ensayos de
germinacién y crecimiento, podemos atribuir la variaciones detectadas en estos

procesos exclusivamente al efecto de las cepas bacterianas ensayadas.

11. Algunas de las cepas bacterianas ensayadas sobre la germinacién de
Alnus glutinosa tienen una influencia decisiva sobre la capacidad y velocidad de

germinacion de las mismas.

12. Se detecta una abundancia relativa de bacterias activadoras de la
germinacién en las muestras de los meses precedentes a la época en que se
produce la misma en el campo, asi como una abundancia semejante de cepas
activadoras e inhibidoras durante la primavera, lo que indica un equilibrio
natural establecido de los agentes bioldgicos reguladores del proceso y un papel
decisivo de los mismos en condiciones naturales.

13. El efecto inhibitorio de las cepas del género Pseudomonas se manifiesta

de forma distinta segun si las plantas de Alnus glutinosa presentan o no nédulos

en sus raices. En el caso de plantas no noduladas, desarrollan un aparato
radical de considerable superficie en relacién con su longitud y la situacién se
invierte si estan noduladas. Este hecho puede tener especiales consecuencias
en la normal nodulacién de ejemplares adultos y por lo tanto en su capacidad

para ocupar sustratos pobres en nitrégeno.

14. Las cepas inhibidoras del crecimiento y germinacion de Alnus
glutingsa no solo ocasionan una disminucién de la biomasa aérea sino que
ademds, la concentracién de nitrégeno en los organos de la planta es menor,

dato que debemos asociar con un menor ARA y una mayor respiracién nodular.

15. Las cepas activadoras del crecimiento y germinacién de Alnus
glutinosa promueven un aumento de su biomasa aérea y concentracion de
nitrégeno en los 6rganos de la planta, lo que indica una mejor captacién del
nitrégeno mineral en el caso de las plantas sin nodular (probablemente asociado
al mayor desarrollo del aparato radical) y mds eficacia en la fijacién simbidtica
del nitrédgeno por parte de las plantas noduladas.
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APENDICE A

A.1I.1. Férmula de la solucién nutritdva Crone

KNO, 1.00 g
Cas0,.2H,0 0.50 g
MgSO,.7H,0 0.50 g
Ca,;(PO,). 0.25 g

Fe,(P0O,),.8H,0 0.25 ¢g
Agua destilada 1.001

En la férmula libre de nitrégenc se sustituye el NO,K por 0.75 g de CIK.
A cada litro de solucién se le afiade 1 ml de la solucién de cligoelementos A-Z
de Haogland, cuya composicién es la siguiente:

Li,SO,.H,0 0.064 g TiO, 0.055 g
Cus0,.5H,0 0.055 g KI 0.035 g
ZnsS0,.7H,0 0.098 g KBr 0.035 g
Al (80,): 0.055 g Na,Sio, 0.430 g
NisSO, 0.055 g KMnO, 0.400 g
H,BO, 0.620 g Na,Mo0O,.2H,0 0.035 g
SncCl,.2H,0 0.041 g
MnCl, 0.400 g
CoCl,.6H,0 0.100 g

A.1.2. Solucién extractora para nitratos

La composicion de la solucidn extractora es:

Al,(S0,),;. 18 H,0 16.66 g
H,BO, 1.24 g
Ag,S0, 4.67 g
NH_,HSO, 2.43 g
Agua destilada 1000 mil
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A.I1.1. Solucién de oligoelementos, extracto de tierra y solucién salina de
Winogradsky. Medio de siembra de suspensiones diluciones.
Solucién de oligoelementos

Na,(MoQO,).2H,0 0.05 g
K,B,0,.10H,0 0.05 g
FeCl,.6H,0 0.05 g
Cd(NQ,;),.4H,0 0.05 g
Co80,.7H,0 0.05 g
CuS0,.5H,0 0.05 g
Zns0,.7H,0 0.05 g
Agua destilada 1000 ml

Extracto de Herra

Se preparé con tierra de la zona de muestreo recogida entre 10 y 15 cm
de profundidad.

La tierra se mezcld con agua destilada en proporxcién 1:1 (p/v} y cada
litro se enriguecié con un ml de la solucién de oligoelementos. La solucion
resultante se introdujo en el autoclave donde permanecié una hora a 130°C. Se
dejé reposar y se filtré por papel. El filtrado se esterilizé en autoclave durante
30 min a 115°C.

Solucién salina de Winogradsky

K,HPO, 5.0 g
MgS0O,.7H, 2.5 g
NaCl 2.5 g
MnSO,.H,O 0.05 g
Fe,(80,), 0.05 g
Agua destilada 1000 ml

Se afiadi6 un ml de la solucidn salina de oligoelementos a 110°C, y
posteriormente se ajusté el pH entre 7.0 y 7.5 con una solucién de NaOH al 10%

(p/v).
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Un ml de las suspensiones~diluciones de cada una de las réplicas se
sembrd en un medio que contenia:

Agar para métodos estandar (Pronadisa) 23.5 g
Solucién salina de Winogradsky 50 ml
Cligoelementos (Pochon y Tardieux, 1962) 1 ml
Extracto de suelo 10 ml
Agua destilada hasta 1 1

Las placas se incubaron a 28°C durante 36 horas.
A.I1.2. Reactivos y medios de cultive utlizados en el andlisis de algunos grupos
funcionales ’

a) Reactivo de Nessler

Solucién A

Hal, 50 g
KI 36.5¢g
Agua destilada 1000 ml
Solucidén B
KOH 150 g
Agua destilada 1000 ml
En el momento de usarlo se mezclaron volumenes iguales de las soluciones
Ay B.
b) Reactivo de la difenilamina sulfdrica
NH(CH;). 10 g
H,80, 1000 ml
Agua destilada 200 ml
c) Medio para microorganismos diazotréficos aerobios
Solucién salina 50 ml
Manitol 10 ml
Extracto de tierra 10 ml
QOligoelementos 1 mi
CaCoO, 0.5 gr
Agua destilada 1000 ml
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4)

e}

£)

q)

Medio para microorganismos diazotréficos anaerobios

Solucién salina 50 ml
KH,POQ, 0.75 g
NaOH(0.1N) 33 ml
Glucosa 10 g

Extracto de tierra 10 ml
Oligoelementos I m
Agua destilada 1000 m1

Medio para amonificantes

Solucidén salina 50 ml
Asparagina 0.2 g
Cligoelementos 1 ml
Agua destilada 950 ml

Medio para nitrificantes nitrosos

Solucidn salina 50 ml
(NH,),S0, 0.5 g
CaCoQ, 1 g

Agua destilada 1000 g

Medio de nitrificantes nitricos

Sclucidn salina 50 ml
NaNo, 1l g
CaCo, 1l g
Agua destilada 950 ml
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h) Medic para desnitrificantes
Solucién salina 50 ml
KNO, 2 g
Glucosa 10 g
CaCQ, 5 g
Oligoelementos 1 m
Agua destilada 1000 ml

i} Reactivos

NIT1

NITZ2

empleados en los tests API-10

* Reactivo para TDA

FeCl, 3449
Agua destilada 100 ml

* Reactivo para IND
p-dimteilaminobenzoaldehido 5 g
Alcohol isoamilico 75 m]
HC1 37% 25 ml

+ Reactiv ; i6n de pitrit

Acido sulfanilico 0.8 g
Acido acético 5N 100 ml
N~N-dimetil-1-naftilamina .6 g
Acido acético 5N 100 ml
* iv ara OX
Tetrametil-p-fenildiamina 1g
Alcohol isoamilico 100 ml

262



A.I1.3. Tampén de extraccion de proteinas para las electroforesis de SDS-PAGE
de semillas

Solucién _de Stock. Tampén de Extraccidn

20 ml Glicerol Solucién Stoock 5.1 ml
122.5 ml Tris 1M pH 6.8 Agua destilada 12 ml
24.1 ml Agua destilada 2-Mercaptoetanol 0.9 ml
4 g SDS

20 mg Pironina Y

A _.TI.4 Composicién de los geles de SDS-PAGE.

Gel principal (17%) Stacking (3

Acrilamida 25% 24.6 ml Acrilamida 600 mg
Bis—-acrilamida 2% 1.94 ml Bis-acrilamida 16 mg
Agua destilada 2.21 ml SDS 20 mg
Tris 1M pH 8.8 18.8 ml Tris HC1 0.125M pH 6.8 20 ml
SDS 10% 0.5 ml Amonio persulfato 108 100 pnl
Amonio persulfato 1% 1.25 ml TEMED 16 nl
TEMED 25 nl

Siendo la composicién del tampdén de electrodos:

Glicina 56.44 g
Tris 12 g
8DS 4 g .
Agua destilada 4 1
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APENDICE B

B.I. LSD de la interaccion entre suelos y tratamientos (exudados y controles)
en el estudio sobre el ARA de exudados nodulares v radicales
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B.II. LLSD de la interaccion entre suelos y tratamientos {exudados y controles)
en el estudio sobre el ARA de exudados de PN y PSN

PN PSN

Ti T2 T3 T T2 T3 C 2C C+ECeM C 2C C+EC+M Ca Mo CN

— |

SN #k]| * INSNSNST“'* ew|uw|xen anING ¥ NG ww NG wx Nsi

CN|»x NSINSINSING| * | ww | ww NSINSINSI**INS u}

Mo **I*i g [ dede | drye vk | drok NS LR R 2 NN 2 AE 2 BE 3] NS **l

Cajwn| w NSINSINS|*#® *w | wdikw|we NG » NS|**

CoM W imw dn **{t* x| awING * [**i*w T
CoE ww| * |NSINSING| * [#w|[wn|ww|ws I-\l_S—|N—_S

PSN — ——rf e —

2C {#% INSINSINSINSINS, * [#{## #% NS

C [#wn
NS'ENSNSNS ok ded|hw :
CoM| 9 **V* Ve ok [k e ek

pN| C*E

*
»
*
+
»
%
»
¥

dede | dede ) bk NS

26 9*!** IXZE T AR T RE 2 RS ¥ *, PN: plantas noduladas®
PSN: de piantas ain nodular

——— 1 ——— e e & ——

CNS'*****!’* *i
. _ ]
73| #*INSINS| * NS

T2 ++INSINS|NS

T1 | vede|wew NE[ Suelo A

-T3 **,NSE
“T2 **(

PN PSN

T1 T2 Ta T1 T2 T8 ©C 2C C+EC+M C 2C C+EC+M Ca Mo CN

SN t*i“ **jNSJ * [**|*: hek | d k| e [k dwiew NS!**!;NS;
. ) . . ;
CN **i** ¥ Nsi W fwd i [ e e | w k| ke [ we NGl
Mo **‘** *w **{** THIIERET LI ALY t*iN Sw*|
Colum|snlwwiNg o low|onlon|me wn] o jwn| o |0
SR ORGSR SN NU S N SSUUNN VRN SN S B
CaM ** iili* **I**i** **l * lnwnlewien]|wn
N 7 e o i
CeBioie | we| & NSNS‘;** M e | dede i dew (NG *i|
PSN : i
2C ww| & NG ww| x| * t*******—*_l
Cwm|ww NSNSENS dere v wahwnn
oMl dede | devde | dede [ dede v [dede! dewr i ]
RN R N S R )
pnl CE **i*t v [ dede | dede | ded | den w:]
2C ik Wk **7** e [ dedk +, PN: plantas noduladas
¢ NS '*{** *"** **< PSN: de plantas sin nodular
' —
T ww NS ewldew|ww

] ** NSNS, Suelo B

Tl dede ek o

'Taitigti

T2 ek 266




PSN

PN

PSN

PN

PN

PSN

T1 T2 73 Tt T2 T3 C 2C C+EC+M C 2C C+EC»M C2 Mo CN

sN NSNS

NSNS

NS

g | W

o %

Nsms

NﬁNMNS**NSLﬂNﬂ

NS,

TN NSNENSNS.

NSNS

3] I\!S

L&

NS *

MeINS

[ *

* *

*

NSINS

NSINS

*

*Nsi't ) *f

¢ INSINS

NSINS

NS

NGNS/ *+| *

C*ML""

T

dewr | e

-

*—ﬁi**

C+EINS
IR

NS

NSNS

@s

Nsims

e

** NS
I

* %
L 5

*

NSINSNS!**!

— }
dedr il ot

NSNS

2CINS

NS

NSINS[NSINS|NS

**‘.NS

* ok

NSJ_

¢ INS
GCeM W

l—h_.._

NS

ii!** "

NS|NSNSINSINS

* %

NS

o

X

- .

L 2]

NS **

i

c-E[NS

NS

NSNS

NS

NSNS

N

2G| »

e g

dede | de ok

%*

*

*

¢ INS

iNS

NSNS

NS

NS

T3NS

INS

NS|NS

NS|

T2 NS

NS

NSINS:

1

T NS

NS

NS

NS

*, PN: plantas noduiadas
PSN: de plantas sin nodular

Suelo C

PN

PSN

T1 T2 T3 T1 72 783 € 2C GC+EC+M C 2C C+EC+M Ca Mo CN

suk** NS:NS}NSiNS‘*‘i: I T [P - NSl **INg:
; A RS S SR ch bt R M
CN%** NSiNS‘NSENS **ii* Wk e (NS e H‘Ns{**‘
[l . Y R SRS P |
MOE** ii!*ti**fﬁ* **!w* PP PO P Y **i**i**
Celan NG s | s | | k| e [N ek | e | e
[** INSINSINSINS!## [ x2 [++ ] wx | s+ [Ng #x || x4]
c-Mr:: AR IET AR S **{NS e k| dn i*‘** Nsl
i i
C~Ei** T IrT **J**’ IR *i{t*
o [T NSNSNSNS NS o[ |
Sl SR S NN S
oM k| R tt“* e e | e *w e
CrElww ) ww :I:"tt | *_tj
2c \H-J: ok '::]: _:: +, PN: piantas noduladas
c i v ianizalan :1: - PSN: de plantas ein nodular
|
T jww w [ * | % NS
e Py Suelo D
T2 #x NSINSINS
T [eeINgiNg]
13 **lei
T2k

26

7



B.III. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos (exudados y controles)
en el estudio sobre la amonificacion de exudados nodulares y radicales
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B.IV. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos {exudados y controles)
en €l estudio sobre la nitrificacién de exudados nodulares y radicales
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B.V. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos (exudados y controles)
en el estudio sobre la nitrificacién de exudados de PN y PSN
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B.VI. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos {exudados y controles)
en el estudio sobre la desnitrificacion de exudados nodulares y radicales
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B.VII. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos (exudados y controles)
en el estudio sobre la desnitrificacién de exudados de PN y PSN
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B.VIII. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos (exudados y
controles) en el estudio sobre la produccién de CO, de exudados nodulares y
radicales
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B.IX. LSD de la interaccién entre suelos y tratamientos (exudados y controles)
en el estudio sobre la produccién de CO. de exudados de PN y PSN
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APENDICE C
C.I. Resultados obtenidos en las experiencias realizadas sobre el efecto de los

medios de crecimiento bacteriano en la germinacién de semillas
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C.I01.1. Resultados obtenidos en las experijencias realizadas sobre el efecto de
los medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PN (pardmetros comunes
con PSN)

Cada grupe de 6 dates corresponde a 3 réplicas, las primeras de ensayos
al 102 y las segundas al 20%. Se nombran cada cepa por su cédigo de
nomenclatura junto a la primera réplica. Unidades: Superficie de la parte aérea
(Sup. Aérea) y superficie radical (sup. Rad.) en c¢m?; Longitud de la parte
asrea (Long. Aérea) y longitud radical (Long. Rad.} en cm; ntimero de hojas
(N2.Hs.).

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea ¥¢.Hs  Long Rad. Sup. Rad i
0.8.41 5.3614 4,883¢ 7.0 4.8701 0.9313 2.0242
5.2133 4.8761 7.0 4.8273 .981¢ 2.0453
5.1843 4.9149 8.0 4.7141 1.0211 2.0676
5.4192 4,7916 1.0 4.9116 0.6314 2.0382
5.0133 4.7391 7.0 ¢.7891 1.0291 2.0465
5.0260 4.8971 8.0 5.0162 1.0130 2.0323
0.B.43 4.9592 £,9349 8.0 4,9139 0.9331 2.0542
5.6314 4.7527 7.0 4.8419 0.9941 2.1310
5.2133 4.7635 1.0 4.8361 1.0341 2.0323
5.2348 4.8432 1.0 4,7319 1.3619 2.1321
5.321 4.8391 1.0 4.9331 1.2100 2.1434
5.1241 4.6349 1.0 4.7163 0.8613 . 2.0386
0.8.34 9.4813 1.8362 8.0 7.879% 2.9413 3.0995
9.2619 7.9625 10.0  7.9549 3.0122 3.0133
§.3142 7.7594 8.0 7.8991 2.9413 3.1041
9.2761 7.7661 8.0 7.9001 2.9443 3.0636
8,3442 7.6321 8.0 7.8076 3.9167 3.0426
9.1312 §.0120 1.0 7.9961 2.1239 3.0515
0.B.11 5.213¢ 5.0171 8.0 5.0012 1.2122 2.013%
5.7991 4.8186 1.0 4.7631 0.8991 2.0321
§.8012 4.8951 1.0 §.7261 0.5956 2.0661
4.8261 4.8346 7.0 4.9613 0.9144 2.0733
5.6712 4.8219 7.0 4.8813 0.9639 2.1042
5.1234 4,139 8.0 4.9931 1.1244 2.0831
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Ceps
0.B.33

0.8.22

0.B.24

0.8.25

V.p.26

V.p.12

Sup. Aérea

7.2133
7.6912
6.8134

7.2134
7.2249
7.9133

7.0391
6.8433
6.6219

7.2123
7.4133
6.8139

§.8142
6.7956
1.3122

7.3149
7.5605
7.4211

£.8315
7.3202
7.9516

8.0012
7.2134
7.4619

5.3134
5,2142
5.1311

5.2166
5.3104
5.1210

5.1021
5.1041
§.1541

5.2311
5.3101
5.4139

( Continuacién C.II.1)

Long. Bérea

6.5995
1.3129
6.3611

6.5310
6.8713
§.9314

6.0147
§.0319
7.012%

1.0131
7.1201
6.0832

§.0123
§.0224
7.1221

7.1341
7.3941
7.2816

6.2122
6.9519
7,3391

7.4102
§.8312
6.9912

5.0132
4.8751
4.8133

4.3169
4.3412
4.3619

4.8614
4.8161
4.9131

5.0213
5.0312
4.3630
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Long Rad.

5.0213
6.3271
5.8219

5.6377
6.1212
6.1099

4,6139
4.2331
4.1347

4.8137
4.7139
4,6202

4,5918
4.6132
4.9613

4.9342
4.8959
£.9677

4.6315
4.9792
5.1221

5.0877
4.9104
4.8799

4,2136
4,9233
4.3102

4.3121
4,2113
4.2142

4.1059
9,2132
4.3200

4.3161
4,2133
4,1549

Sup. Rad

1.2319
1.4201
0.4811

0.8619
0.9614
0.9817

0.9613
0.9919
0.8641

¢.9138
0.9412
0.8133

0.8419
0.8216
1.0419

1.0213
1.0411

1.0611

0.9415
1.1776
1.3149

1.2085
0.9695
1.6133

0.8761
0.8412
0.7927

0.8152
0.8324
0.8631

0.8411
(.8199
0.8380

0.6767
0.9145
0.8213

1=

2.0329
2.0513
2.0661

2.0927
2.0031
2.1032

2.0631
2.0413
2.0414

2.0366
2.014%
2.0482

2.1509
2.0136
2.0631

2.0137
2.0414
2.0139

1.9595
2.0631
2.064¢4

2.0333
2.0619
2.0341

0.6334
90,6821
0.7104

0.6923
0.6362
0.6731

0.7134
0.5861
0.6722

0.2149
0.6823
0.6331



(Continuacién C.II.1)

Cepa Sup. Aérea Long. Rérea Ne.Hs  Long Rad, Sup. Rad i
v.p.21 5,3156 5.0361 8.0 4.2213 0.8612 0.6313
5.0213 4.8619 1.0 4.1449 0.7791 0.6249
5.2331 5.0211 8.0 4.3151 0.9313 £.6195
5.4312 4,3695 8.0 4.4312 0.9415 0.6311
5.0169 4.8331 7.0 4.6413 0.7613 0.6132
5.3213 5.0133 8.0 4.5163 0.8312 0.6441
P.B.10 9.9132 7.6319 9.0 7.8131 4.0331 2.0326
9.8826 8.7621 9.0 7.8249 4.0469 3.0822
8.6319 7.0136 10,0 7.9152 4.0671 3.0826
9.8543 7.7189 9.0 8.7971 4.0452 3.1259
9.9612 7.6369 9.0 7.7839 4.0541 3.2243
8,7634 7.9189 1.0 7.9133 4.0717 3.2125
B.B.& 4,9845 4.7331 7.0 4,7641 2,0752 2.0671
4.9526 4.§321 7.0 4.7852 2.0534 2.0967
5.5321 4.9618 8.0 4.9106 2.0621 2.3139
5.6621 4.9961 8.0 4.9135 2.0726 2.0312
4,8934 4.6391 7.0 4,7708 2.0334 2.082¢
5.4128 5.0128 8.0 4.2470 2.0312 2.1331
P.B.2 6.9969 6.7420 8.0 6.0253 1.1369 2.3126
6.8943 6.5415 8.0 5.7312 0.8439 2.0422
1.2313 §.6313 9.0 6.0332 1.2341 2.0843
7.1426 6.6011 4.0 6.1014 1.12¢2 2.0615
7.5941 7.2342 1.0 6.3313 1,4869 2.0962
7.2319 8.5033 6.0 6.0414 1.0821 2.1329
L3 7.3419 §.943¢ 9.0 6.0920 1.0222 2.0961
1.2312 §.9512 6.0 6.1134 1.0831 2.1542
7.6314 1.2361 1.0 6.3731 1.3841 2.1123
1.3467 6.9006 9.0 6.0899 1.0641 2.0872
1.9112 6.8921 5.0 6.1101 1.0743 2.0737
§.9407 6.2331 §.0 5.8271 0.9312 2.1142
B.B.13 11170 1.0712 9.0 4.8223 0.9612 2.0422
§.8485 7.1231 3.0 4,9594 1.0016 2.0836
§.9227 7.0981 9.0 4.8316 1.0131 2.1249
6.7635 6.7192 8.0 4.6277 0.8725 2.1305
7.0581 7.4136 8.0 4.8349 0.9263 2.1432
§.2316 6.9813 8.0 4.7361 0.8314 2.0621
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Cep
p.p.27

pP.p.2

P.P.23

[.B.31

I.B.14

Sup. Aérea

5.0154
5.3731
5.4902

5.4715
5.3141
5.5570

5.2231
5.5362
5.5151

5.5091
§.2017
5.3662

5.6931
5.5189
5.4426

5.6314
5.4231
5.6551

5.3361
5.3382
5.6319

5.6426
5.3419
5.6213

9.3131
§.2072
9.2069

9.4125
9.2631
9,4432

5.3525
5.2261
5.2331

5.3902
5.5633
5.4641

{Continuacién C.II.1)

Long. Aérea

5.0132
5.0226
4.8731

4.8924
4.9151
4.9242

4.7136
5.0133
4.8131

5.0127
4.7954
4,6962

5.0131
4.912%
4.6141

5.0139
5.0001
5.0108

4.8121
4,8742
4,9969

4.9581
4.7161
5.0123

1.9163
7.8281
8.9349

7.0112
7.7013
7.9621

4.9309
4.7386
4.9521

4.6935
4.9749
5.0021

9_.Hs Long Rad.
8.0 4,3313
g.0 4,3562
7.0 4,1034
8.0 4.4299
8.0 4.334
8.0 4,3286
7.0 4,1459
§.0 4,331
7.0 3.9961
E.0 4,210%
7.0 4,1209
7.0 4,1807
8.0 4.3534
8.0 4.4027
1.0 4,3159
§.0 4.3267
7.0 4.1358
8.0 4,2953
7.0 4,1893
1.0 3.96949
§.0 4,2254
.0 4,3549
7.0 4,9361
8.0 4,362
10.0 7.9631
5.0 7.7321
.0 7.9886
9.0 8.0082
10.0 7.6987
5.0 8.0083
8.0 4,9129
7.0 4,8264
7.0 4.7100
1.0 4,7012
8.0 4,9319
8.0 4.9871
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Sup. Rad

0.8939
0.9261
0.8431

0.8111
0.9633
0.9455

0.8162
0.9625
0.7949

0.8621
0.7932
0.7875

0.9528
.9238
0.7148

0.8732
0.8919
0.89086

0.7003
0.7391
0.7220

0.8942
8.71131
0.9327

3.9812
2.7631
3.0134

2.9933
3.9293
3.0210

0.9622
0.7614
0.8613

0.9440
1.1228
1.0136

0.6332
0.8424
0.6112

0.6333
0.6145
0.5933

0.6111
0.6323
0.5945

0.8103
0.8600
0.2195

0.6191
0.£032
0.6501

0.6409
0.6401
0.6132

§.5993
0.6127
0.6932

0.5695
0.6524
0.6231

4.1348
3.0616
3.0023

4,2302
3.0109
3.0452

2,1241
2.1538
2.0929

2.0842
2.0787
2.0834



{Continuacidn C.II1.1)

Cepa Sup. Bérea Long. Aérea NeHs  Long Rad. Sup. Rad N
I.B.48 5.7632 5.0134 8.0 5.0031 1.0101 2.0626
5.3561 4.6816 7.0 4.6341 0.9966 2.0801
5.8491 4.9321 8.0 5.0103 1.2459 2.0148
5.6031 4.5993 7.0 4.7619 0.8322 2.1133
5.7026 4.6389 1.0 4.8001 0.7361 2.1221
5.8331 4.8997 8.0 4.96%0 0.8225 2.0959
[.B.33 5.6361 4.6312 1.0 4.7542 0.8386 2.0334
5.5341 4.9213 8.0 5.0043 0.9965 2.0761
5.4316 4.7312 7.0 4.6995 0.7941 2.0831
5.3069 4.6432 1.0 4.71212 0.8902 2.0433
5.3453 4.6001 7.0 4.6139 0.9391 2.1648
5.6312 4.9312 8.0 5.0028 1.3360 2.1352
I.B.47 1.2582 6.9317 4.0 6.0231 1.2261 2.2171
7.3233 6.8790 9.0 6.1027 1.3134 2.0926
7.0367 §.3112 8.0 5.9538 1.1987 2.0833
1,2315 6.6351 9.0 6.0221 1.2315 2.0840
7.6269 7.4193 10.0  6.3168 1.4363 2.0479
7.3141 £.8136 9.0 6.0413 1,2313 2.1216
1.B.44 6.7932 6.5513 8.0 5.8361 G.8649 2.1038
7.2431 6.9283 9.0 6.0326 0.9949 2.1242
7.6985 7.2708 10,0 6.4010 1.4012 2.0959
6.8419 6.4346 8.9 5.8312 0.8431 2,021
7.3361 6.8936 9.0 6.0131 1.0303 2.0463
7.2593 6.9141 9.0 6.0293 10669 2.0931
1,B.1 1.3312 6.9322 9.0 6.0907 1.0193 2.1225
7.3442 6.8921 9.0 6.1233 1.0435 2.1112
7.236] 6.9553 9.0 6.0841 1.0741 2.0401
7.3251 6.9331 9.0 6.0659 10669 2.0632
7.7131 7.2423 0.0 6.3852 1.3926 2.0481
§.8312 6.3210 8.0 5.827M 0.8322 2.0854
CNTRL 5.5349 5.3425 7.0 4.0263 1.1231 2.2359
5.4932 5.4213 7.0 4.1021 1,2013 2.1231
5.6001 5.2362 7.0 4.1034 1.2036 3.0168
5.5312 5.3001 1.0 4.1231 1.2931 2.0692
6.4313 5.9042 8.0 4,5560 1.2018 2.0941
5.4969 5.2139 7.0 4.3221 1.1783 2.2123
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C.H.2. Resultados obtenidos en las experiencias realizadas sobre el efecto de
los medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PN (parametros
exclusivos de PN)

Cada grupo de 6 datos corresponde a 3 réplicas, las primeras de ensayos
al 102 y las segundas al 20%. Se nombran cada cepa por su cddigo de
nomenclatura junte a la primera réplica. Unidades: Ldébulos nodulares
(Lob.Nod.), Actividad reductora del acetileno (ARA) en nmol C,H, h™* g!,
produccién de CO, (CO,) en nmol CO, h™ g™, y Peso nodular (PN) en g. El
nimero de nédulos presentes en cada planta corresponde con los sumandos con
que se expresa el namero de 1dbulos nodulares.

Cepa Lob, Nod. ARB 00, PN
0.8.41 4 750.82 1216.21 0.0151
4 761.39 1228.31 0.0142
4 42.26 1231.24 0.0159
4 741.22 121,42 0.0123
© 3 730.36 1237.38 0.0141
4 753.21 1223.81 0.016¢
0.8.45 g 752.71 1231.74 0.0132
4 786.59 126214 0.0141
3 162.23 1206.23 0.0163
4 730.57 1236.77 0.0152
761.36 1239.58 0.0151
4 722,21 1217.43 0.0146
0.8.34 4 862.14 1223.12 0.0149
444 843,57 1241.23 0.0136
4 951.23 1239.12 0.0163
4 105114 1251.22 0.0192
3 953.71 1228.34 0.0159
4 961.68 1261.12 0.0164
0.8.11 4 154,27 1239.27 0.0162
3 745,25 124477 0.0161
¢ 766.48 1238.21 0.0133
1 751.93 1266.17 0.0149
344 752,94 1231.25 0.0143
4 748.37 1280.01 0.0141
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Cepe
0.8.33

0.8.22

0.8.24

0.B.25

V.p.26

V.p.12

Lob. Nod.

444

446
444

443
4+h
44344

443
4+4

444
44443
445

741,31
751.43
739.33

744.21
756.26
743.02

744.13
751.28
759.71

760.29
145,79
753,08

75¢.71
756.66
151,14

162.23
145.56
757.01

12,33
764.51
723.03

747.44
758.43
163.24

310.89
320,53
131,71

335.57
315.14
323,11

321.26
326.19
32117

339.09
341.35
301.23

(Continuacién C.IL.2)

€0,

1225.02
1239.79
121%,14

1223.14
1222.01
1241.27

1223.42
1235.49
1252.11

1223.36
1241.31
1257.02

1232.45
1215.31
1229.32

1231.41
1254.19
1201.38

1266.56
1203.01
1212.03

1223.12
1241.23
1205.31

1523.39
1541.27
1563.03

1549.41
1525.93
1563.41

1515.36
1564.29
1592,54

1567.42

1533,31
1541, 24
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B
0.0146
0.0152
0.0161

0.0178
0.0156
£.0148

g.0121
0.0153
0.0144

0.0161
0.0143
0.0149

0.0151
0.0132
0.0151

0.0151
0.0139
0.0141

0.0145
£.0156
0.0131

0.0142
0.0141
0.0159

0.0239

0.0241
0.0241

0.0236
0.0231
0.0240

0.0245
0.0246
0.0239

0.0235
0.0233
$.0238



(Continuacién C.II.2)

Cepa Lob. Nod. ARA €0, B
v.2.21 6 3217 1529.22 0.0361
544 333.98 1542.44 0.0123
444 342.81 1545.03 0.0231
545 331.89 1563.91 0.0236
44544 339.15 1561.63 0.0239
44545 326.12 1551.31 0.0229
P.B.10 : 951.59 1200.27 0.0361
4 969.71 1215.33 0.0187
3 1046.23 1233.27 0.0179
3 931.95 1245.60 0.0221
4 848.41 1231.38 0.0234
4 1056.31 1220,17 0.0199
P.B.8 ¢ 754.20 1221.16 0.0212
3 732.72 1272.63 0.0249
4 722,31 1201,25 0.0231
4 751.26 1233.48 0.0226
3 731.09 1245.93 0.0241
g 321.03 1255.91 8.0231
P.B.2 ; 765.62 1242.01 0.0226
3 742.31 1253.12 0.0231
4 733.99 1262.15 0.0239
4 121.33 1239.33 0.0234
4 753.43 1229.00 0.0233
13 71,32 1286.26 0.0228
1.8.39 3 776.14 1239.23 0.0163
4 754.39 1256, 62 0.0154
4 739.41 1275.56 0.0122
343 2.3 1233.71 0.0121
4 750.02 1241.15 0.0136
4 712.33 1238.12 0.01m
P.B.13 4 743.15 125,22 0.0121
4 741,14 1220.04 0.0122
3 738.00 1231.31 0.0161
4 736,22 1298.32 0.0131
344 721.21 1131.01 0.0162
4 754.03 1220.01 0.0126
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(Continuacién C.I1.2)

Cepa Lob. Nod. ARR 00, P
p.p.27 5 316.59 1524.27 0.013¢
545 325.71 1532.23 0.0137
445 31.27 1551.02 0.0129
445 340.52 153150 0.0133
54544 336.05 1544,52 0.0137
54546 352,04 1566.51 0.0127
p.p.5 6 353.03 1532.93 0.0141
544 361.06 155¢.48 0.0121
545 323.09 1517.25 0.0139
545 312.01 1531.15 0.0145
54645 371.06 1549.44 0.0150
544 352.03 1516.21 0.0102
P.P.2 5 361.95 154292 0.0139
644 342,03 1542.36 0.0139
645 353.00 1496.21 0,012
64644 358,12 1595.17 0.0133
446 326,24 1422.12 0.0142
54544 331,36 1531,06 0.0121
P.P.23 §45 341.39 158541 0.0129
6 353.25 1572.31 0.0191
544 321,48 1576.36 0.0102
64645 369.33 1568.31 0.0136
445 341.61 152322 0.0134
846 325.03 1549.03 0.0135
1.8.31 4 971.02 1216.63 0.0161
3 062,70 1231.57 0.0143
4 1059.19 1229.26 0.0139
3 957,19 1221.38 0.0152
4 941,23 1242.28 0.0161
4 1052.06 1226.41 0.6143
1.8B.14 344 744.21 1214,15 0.0139
4 756.32 1203.56 0.0166
! .75 12417 0.0142
4 763.39 1250.01 0.0137
3 761,45 1208.42 0.0171
! 764.12 1221.32 0.0143
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{Continuacién C.II.2)

Cepa Lob. Hod, 2RA 00, P
1.8.48 g 741.00 1249.3¢ 0.0163
343 757.01 1316.46 0.0141
4 752.34 1113.41 0.0139
3 751.26 1223.52 0.0133
g 759.35 1231.18 0.0162
3 7.4 1245.51 0.0145
1.8.33 g 763.31 1239.93 0.0151
344 768.65 1206.92 0.0159
g 759.93 127163 0.0148
3 767,83 12¢3.71 0.01€3
3 712.91 1281.97 0.0166
1 751.02 1213.01 0.0131
1.B.47 444 749.13 1232.82 0.0144
3 780.23 1241.2¢ 0.0143
4 173.24 1259.12 0.0132
4 721.45 1238.23 0.0163
4 711.3 127111 0.0132
3 §16.58 1236.01 0.0128
1.B.44 4 7151.26 1229.12 0.0131
4 763.22 1246.01 0.0143
43 1.3 125195 0.0154
g 152.21 1239.24 0.0131
g 769.44 1291.3 0.013
3 746.02 1236.83 0.0141
1.B.I 4 .21 1225.15 0.013
3 752.12 1233.49 0.01¢2
4 736.04 1262.22 0.0163
4 782.31 1263.44 0.0149
4 751.4 1241.51 0.0193
g 725.08 1221.31 0.0166
CNTRL 3 502,31 973.25 0.0071
2 513.48 1001.62 0.0068
3 519.26 995,39 0.0054
3 531.06 1000.23 0.0051
2 495.06 997.25 0.0063
3 512.15 999.62 0.0049
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C.II1. Resultados obtenidos en las experiencias realizadas sobre el efecto de los
medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PSN (parametros comunes
con PN)

Cada grupo de 6 datos corresponde a 3 réplicas, las primeras de ensaycs
al 10% y las segundas al 20%. Se nombran cada cepa por su cédigo de
nomenclatura y por el nimerc de orden (NQO) junto a la primera réplica.
Unidades: Superficie de la parte aérea (Sup. Aérea) y superficie radical (sup.
Rad.) en cm?; Longitud de la parte aérea (Long. Aérea) y longitud radical
(Long. Rad.) en cm; nimero de hojas (N2.Hs.).

Cepa Sup, Aérea Long. Aérea N¢.Hs  Long Rad. Sup. Rad NI
0.5.41 5.1847 4.8427 7.0 £,2081 0.9312 1.0495
5.2351 4.9432 1.0 4.1331 1.0034 1.0481
5.3362 4.9650 8.0 4,3002 0.9326 1.0739
5.4312 5.0132 1.0 4,3361 0.8921 1.0542
5.3693 5.0132 7.0 4,2645 0.9351 1.0603
5.5012 4.9950 8.0 4,3191 1.2031 1.0713
0.B.45 5.2013 4.7211 1.0 4,2195 0.9331 1.0421
5.2994 4.7180 7.0 4,213 0.9342 1.1544
5.2631 4.6315 7.0 4.1801 0.9361 1.0554
5.4335 4,9123 1.0 4,2993 1.0032 1.0436
5.2434 4,9331 7.0 4,3122 0.9313 1,0327
5.231% 4.8021 8.0 4.3360 0.8922 1.071%
0.B.34 §.2031 7.7811 10.0 6.1218 3.9939 2.0714
9.2894 B.7186 9.0 6.2316 3.4461 1.08512
§.2776 7.6330 9.0 6.1919 2.9013 2.0639
9.4334 7.4567 9.0 §.2221 2.9120 2.0326
9,3421 §.8431 10,0 £.213 3.0364 1.0671
9.4122 7.9320 9.0 6.2031 2.8931 2.0459
0.8.11 5.2057 4.7436 1.0 4,2392 0.9379 1.0342
5.3341 4.7499 7.0 4.2967 §.9512 1.0431
5.2914 4,7591 1.0 4,1936 1.0:3 1.0563
5.4892 4.9467 8.0 4.2893 0.9343 1.0739
5.£033 4,939 7.0 4,2549 {.8936 1.0431
5.3421 4.8716 1.0 4.2343 0.9913 1.0542
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(Continuacién C.III)

Cepa Sup. Rérea Long. Aérea Ne.Hs  Long Rad. Sup, Rad Kt
0.8.33 7.0406 §.0249 8.0 4.216% 0.9614 1.0%01
§.7431 6.0134 8.0 4.4314 ¢.9879 10876
6.9712 5.9934 8.0 4,3991 6.9233 1.0735
7.0673 §.0231 9.0 4.2621 0.9939 1.0928
7.07%5 6.0334 9.0 4.4513 1.0221 1.0942
6.8036 5.8562 8.0 §.3773 0.9533 1.0734
0.8.22 7.0391 6.0327 9.0 4.3634 0.9691 1.0313
6.8391 5.7602 8.0 4.3157 1.2313 1.042¢
7.0735 6.3469 9.0 4,2367 0.7314 1.0653
6.4364 5.8204 8.0 4.4893 0.9902 1.0331
1.1031 6.2336 9.0 4.4254 0.8715 1.0472
§.8371 5.8631 §.0 4.3132 0.9331 1.0827
0.B.24 §.9312 5.8145 8.0 4.3236 0.5001 1.1031
§.8361 5.8436 8.0 ¢.3691 1.0210 1.0386
70451 6.3121 8.0 §.27121 1.0674 1.0194
7.0234 6.4669 9.0 4,2351 1.0391 1.0330
6.9148 6.3571 9.0 4,3792 2,1342 1.0426
§.7315 5.7152 8.0 4.5370 0.8001 1.0513
0.8.25 7.0439 6.9443 9.0 4.3451 0.9551 1.0621
6.8336 6.5114 8.0 4,2913 0.9631 1.0372
§.9103 6.7312 8.0 4.213 0.9312 1.0967
7.2314 §,9213 9.0 4,3531 ¢.8221 1.0333
6.9133 §.8412 8.0 ¢,4614 1.0336 1.0211
7.0102 6.6313 8.0 4.132¢ 0.9210 1.0342
V.p.26 31,5161 3.8614 4.0 1.3654 2,240 0.3206
4,0791 3.8971 5.0 1.4036 2.4197 0.6314
3.3964 4.0021 4.0 1.3761 2.2633 0.4987
4.0146 3.7897 5.0 1.4139 2.4619 0.5619
4.6713 4,1369 6.0 1.9556 2.7910 b.4314
4.0213 3.5102 5.0 1.3741 2.3931 0.6311
v.p.12 3.2831 3.4 4.0 1.3192 2.2136 0.5275
4.0126 4.0136 5.0 1.3913 2.3631 0.4123
3.9594 3.9157 5.0 1.4in 2.3793 0.3446
4,0311 3.8712 5.0 1.4664 2.2791 G.6193
4.0378 3.8641 5.0 1,4233 2.3349 0.422¢
4.6456 4,1363 6.0 1.8261 3.0319 0.5351
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Cepa

v.p.21

P.B.10

P.B.8§

P.B.2

1.B.39

P.B.13

{Continuacién C.III)

Sup. Aédrea Long. Rérea Ne.Hs  Long Rad.
3.3192 3.7125 4.0 1.3134
3.9935 3,7419 5.0 1.3991
3.9622 3.8223 5.0 1.4120
4,0236 3.8631 5.0 1,3428
4.6533 4,2221 6.0 1.8102
4,5912 4.1694 6.0 1.7834
8.3213 7.0123 8.0 7.2803
$.1469 8.8761 7.0 6.1331
9.1334 8.9133 7.0 6.3102
8.1339 7.3102 9.0 7.214
9.2102 7.2181 10.0 6.3137
9.4121 8.0312 9.0 7.159%
5.1431 4,3321 9.0 4,3169
5.1632 4,3122 10.0 4.4314
5.1312 4,122 10.0 4.5100
5.4312 5.1033 8.0 §,3121
5.3123 4,2169 7.0 4,2916
5.2126 4,3641 7.0 4.3143
7.0135 f.2314 §.0 4,3163
§.9591 6.1341 9.0 4,3117
6.8721 5.8122 8.0 4,2134
7.0133 6.4312 9.0 4,3369
7.2132 6.8176 9.0 4,2415
6.8314 5.1414 8.0 4,3122
7.0589 6.3414 .0 4.3160
5,7991 6.0104 8.0 4.2150
£.7935 5.9589 8.0 4,2136
7.0412 §.2971 9.9 4.4216
7.0539 6.3159 8.0 4,3376
6.8012 5.9310 8.0 £.2501
6.956¢6 6.1341 ¢.0 4.5564
§.9818 6.1432 9.0 4,4391
§.7132 5.7677 8.0 j.an
7.0213 £.1231 8.0 4,3169
6.9969 6.1567 9.0 §.2651
§.6536 5.8841 8.0 4,3489
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Sup. Rad

2.2369
2.2798
2.2141

2.3613
2.9931
2.9842

2.8369
2,113
2.6713

2.9812
2.8613
2.9393

0.9131
0.8312
0.9411

0.9872
1.0277
0.9136

0.9131
0.9364
0.8958

0.9312
1.0334
0.9381

1.0268%
(.9013
0.9026

0.979¢
0.9136
0.9139

0.1577
1.0134
6.9891

1.3621
1.6121
0.8443

0.3938
0.7800
0.2132

0.6613
0.5541
0.3213

2.0459
1.0934
2.0623

1.0719
2.0509
2.0626

1,1032
1.0181
1.0444

1.0334
1.0421
1.0613

1.0321
1.0631
1.0442

1.0506
1.0333
1.0421

1.8310
1.0552
1.0799

1.1063
1.0942
10779

1.0625
1.0634
1.0545

1.0332
1.0423
1.0261



(Continuacién C.III)

Cepa Sup. Rérea Long. Rérea N2 Hs  Long Rad. Sup. Rad NI
P.p.27 3.4408 3.6521 4.0 1.2331 2.2133 0.4421
3.9310 4.0556 5.0 1.3991 2.5136 0.5357
3.9961 4.0491 5.0 1.4291 2.5319 0.3089
3.6312 4.0399 5.0 1,3491 2.4991 0.3361
3.8899 4,0531 5.0 1.3987 2.5012 0.6415
4,6213 3,7962 6.0 1.7631 2.8001 0.3013
P.P.5 3.3401 3.8621 4,0 1.2133 2.3169 0.4913
3.9169 4.0632 5.0 1.3678 2.4959 0.3621
3.4012 3.6991 4.9 1.3441 2.2369 0.4013
3.5413 4.0293 5.0 1.3861 2.4496 0.4321
4,5421 4.0361 6.0 1.71912 2.8310 0.7611
4,6131 3.8012 6.0 1.8312 3.0020 0.2013
p.P.2 3.4123 3.7961 4.0 1.3631 2.2169 0.4312
3.3961 4,0961 4.0 1.3726 2.2312 ¢.2419 .
4.0136 4,1234 5.0 1.3931 2,4493 0.6315
£.0154 4.2013 5.0 1.4172 2.4152 0.5832
4.1052 4,1622 5.0 1.5136 2.3991 0.3213
4.6136 4,11 6.0 1.8610 3.0013 0.6401
p.P.23 3.4821 3.8172 4.0 1.3589 2.2317 {.4039
4,0236 4,133 5.0 1.3910 2.3716 0.3316
4.1309 4,2003 5.0 1.3643 2.2195 0.2012
4.0691 3.9956 5.0 1.4001 2.3941 0.421
4.6136 4.1721 6.0 1.8311 2,9915 (.5105
4,0981 4,2013 6.0 1.7994 3.0632 0.6303
1.B.31 9.1921 7.8261 0.0 7.214 3.9342 1.0326
8.512% 8.0230 5.0 7.3421 2.0251 1.0432
9.1326 7.8912 9.0 §.2616 3.9631 1.0444
§.2913 7.7991 9.0 7.2691 3.6120 1.0303
§.4149 §.0219 10.0 7.44817 2,9950 10431
9.5321 §8.0134 10.0  B8.3386 3.0137 1.0569
1.E.48 5.1821 4,8261 7.0 4,2134 (.9342 1.0320
5.5126 5.0231 §.0 4,3421 1.0251 1.0450
5.1236 4.9246 8.0 4.2616 §.9631 1.0286
5.2931 4.7891 7.0 £.2891 0.9120 1.0481
5.4169 5.0219 8.0 4,4487 0.9¢51 1.06862
5.5321 5.0134 8.0 4,3386 1.0137 1.0593
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Cepa

1.B.33

1.8.47

1.B.44

I.B.1

(NTRL

(Continuacidon C.IIT)

Sup. Aérea Long. Bérea
5.4910 5.0143
5.2613 4.7921
5.5721 5.0241
5.1332 4,8012
5.5137 5.6101
5.6002 5.0257
6.7516 5.7432
7.0861 £.3231
5.8012 5.7154
£.8011 5.7204
6.7912 5.7163
7.0434 £.3148
7.0542 6.2691
£.8712 5.8567
7.0331 6.2233
£.9102 5.8007
7.0454 6.3505
£.8621 5.7906
7.0136 5.0361
7.0441 £.3030
6.8013 5.7842
§.7923 5.7651
7.0291 6.1761
£.9974 £.4551
5.3330 5.2601
5.3431 5.2342
5.5013 5.3121
5.4916 5.4116
5.5014 5.3013
5.3210 5.2102

Ne.H

(2]

8.0
1.0
8.0
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Long Rad.

§.4102
4.2321
4.3434

4.3512
4,4614
4.3544

4,2993
4,3813
4,2671

4.3142
4.2010
4,2981

4.3111
4,2131
4.3151

4,3160
4.4171
4.2334

4,3836
4.2164
4.2139

4,1143
4.3691
4.3123

3.1262
3.2100
3.1391

3.2310
3.3361
3.3210

Sup. Rad

1.0199
0.9132
0.9351

0.9143
0.9512
1.0223

0.9311
0.9412
0.9186

0.9341
1.0014
1.0106

0.9361
0.9801
0.9491

0.8996
0.9510
0.8715

0.9145
1.0162
0.9170

0.9413
0.9316
0.9613

1.1221
1.2011
1.2036

1.1959
1.2013
1.1894

=]

1.055¢
1.0423
1.0667

1.0444
1.0646
1.0621

1.0903
1.0600
1.0692

1.0901
1.0838
1.0736

1.0879
1.0726
1.0941

1.0639
1.0852
1.0820

1.1043
1,1051
1.0816

1.0828
1.0831
1.0951

1.0434
1.0381
1.0559

1.0439
1.0526
1.0542
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