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EL ciclo del nitrógeno no tiene una duración fila, sino

aproximada,y aguantalo que puede,unasvecesmás y otras menos,

en esto se parecea los contribuyentes.El ciclo del nitrógenoescomo

una pescadillaquese muerdela cola: esto de que el nitrógenopasede

la atmósferaa los seresvivos (...) y de los seresvivos a la atmósfera

(en forma de urea, albuminoides,aminoácidosy otras guarradas),es

algo que debecreersebalo luramento, ya que se mire como se mire,

no tiene nl sentidocomún.

Camilo JoséCela. PremioNobel de Literatura

“El ciclo del nitrógeno”, Nuevasescenasmatritenses,1966.

La nutrición de las plantasen general, dependeciertamente,

de la composición de la flora edáfica de la rizosfera.(...) Si las

plantas son capacesde atraer bacterias beneficiosasmediantesus

excretasradicales,no hade resultarsorprendentequepuedanatraer

a huespedes no invitados, los cúales, como los organismos

beneficiosos,se adaptena secrecionesespecíficasde la raíz.”

Lorenz Hiltner (1862—1923). Profesor de Agronomia de la

EscuelaTécnicade Agronomia de Munich.

Acullá el termino “rizosfera” en 1904.
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1. INTRODUCCION



En el suelo, los macronutrientes, son puestos a disposición de los

productoresprimarios graciasa las transformacionesllevadas a cabo por los

microorganismos edáficos. De esta manera se permite el tránsito a los

consumidoresprimariosy al resto de la cadenatrófica.

También la microflora edáfica y la vegetación, entre otros factores,

inciden sobre la composición granulométricay mineralógica, favoreciendoel

desarrollode una estructuraadecuadaquesirve de soportea susactividades.

nichoefectoseverifica a travésde los sistemasradicales(Lynch, 1981), debido

a la producción de materiales orgánicos por parte de las raíces y

microorganismosedáficos y por la formación de agregadosde bacterias y

hongos. Todo ello contribuye al desarrollo de una estructura edáfica que

permiteel intercambiode nutrientes, asícomo el almacenamientode aguay aire

para las plantas. Esta región de intensa actividad microbiana, en la que

interaccionanplantasy microorganismosde una forma íntima se conocecon el

nombre de rizosferay se define como el volumen de sueloinfluenciado por la

raíz. Estetérmino fue acuñadopor Hiltner en 1904 si bien ha sido redefinidoen

distintas ocasiones.

En el presentetrabajoseabordandistintosaspectosdel efecto rizosfera,

referidos fundamentalmente,a la dinámica del ciclo del nitrógeno y a la

influenciade las poblacionesbacterianassobreel crecimientodel vegetal,razón

por la cual hacemosreferenciaal ciclo del nitrógenoen primer lugar.

1.1. El ciclo del nitrógeno

A partir de los trabajos de Hutchinson (1950), el estudio de las

comunidadesmicrobianasedáficas, junto a los componentesbióticos y abióticos

con los que se desarrollan,han sido objeto de profundosestudiosdebido a su

decisiva incidencia en la conservacióndel medio. En este sentido al ciclo del

nitrógeno se le ha prestado especial atención.

El nitrógeno es un elementomuy abundanteen el planetaen las rocas

ígneas (14 x 10~ Tg), sedimentosy rocas sedimentarias(4 x 10~ Tg), como

nitrógeno atmosférico(3.9 x 10~ Tg), nitrógeno de biomasaoceánica(5 x 102

Tg) y nitrógenode biomasaterrestre (1.5 x 1O~). A pesar de su abundancia,
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la biodisponibilidadesbaja. La causade ello estáen queel nitrógenomolecular

es inaccesiblepara la mayor parte de los seresvivos por lo que no se puede

utilizar como fuente de nitrógeno.Sólo algunosmicroorganismossoncapacesde

emplearlacomotal.

Las etapasdel ciclo del nitrógenoconsistenen una serie de reducciones

y oxidacionessucesivas,que conducena la transformacióndel nitrógeno en

formas accesibles al metabolismo de animales, plantas y microorganismos,

haciendo circular este elementode maneracíclica a través del suelo y de la

atmósfera(Figura 1.1). Estasetapasson:

* Fijación del nitrógeno: es la reducción del nitrógeno molecular a

amoniaco,que puedeserutilizado de estaforma o incorporadoa los compuestos

orgánicos.

* Mineralización:esla transformacióndel nitrógenoorgánicoen nitrógeno

mineral. Estrictamente, la mineralización es el mismo proceso que la

amonificación(Blackburn, 1983 ; Turner y Franz, 1985). Alef y Kleiner (1986)

lo definen como la liberación de amonio a partir de compuestosorgánicos

nitrogenados que desaparecen como fuente de nitrógeno o de carbono durante

el proceso.

* Nitrificación: oxidación del amoniohastanitrito o nitrato.

* Desnitrificación: reducción del nitrato hasta óxidos de nitrógeno o

dinitrógeno.

Sprent <1990) hablade dos gruposde microorganismosimplicadosen las

etapasantes citadas. Por una parte los que actúan sobre compuestosde

nitrógeno e incorporana sus células el producto de la reacción (fijadores y

mineralizadoras)y los que usanla reaccióncon fines energéticos(nitrificantes

y desnitrificantes).
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Figura 1.1: Representación esquemática del ciclo del nitrógeno.

El ciclo del nitrógeno ha sido obieto de especialatención por diversas

razones, entre las que podemosdestacar:

— El incrementode nitrificación y desnitrificaciónpuedeir acompañado,

directao indirectamentede un aumentode la producciónde óxido nitroso, que

afectaa la capade ozono (Ryden, 1981).
- Algunasformas de nitrógenocombinadoafectana la tasade producción

primaria y a la descomposiciónde la materiaorgánica , asícomo a otrasprocesos

que se dan en los ecosistemas:el uso eficiente del agua por las plantasy la

nutrición de los organismossuperiores.

— El aumentode la produccióny pérdidasde nitratos puedeincrementar

las pérdidasde cationessolubles. Likens et al. ,(1969)y Jhonsony Cole (1980)

inciden en estoy lo explicanen basea que los anionesmóviles regulanel lavado

de los cationes.

— Las pérdidas de nitrógeno, mayoritariamente en forma de nitrato, son

en muchasocasionesmayores que las pérdidas de cualquier otro nutriente
(Vitousek et al.1982
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- La disponibilidad de nitrógenopara la nutrición vegetales uno de los

factoresdeterminantesde la riqueza en lignina, lo que condicionalos aportes

de compuestosfenólicosy demateriaorgánicafácilmentedegradable,ademáslos

compuestosfenólicos acidifican el sustrato, dificultando la movilización de
nutrientes(Gosz, 1981).

— Efectosde la acumulaciónde nitritos y nitratos en las cadenastróficas

sobre la salud humana:metahemoglobinemiaen niños, cáncery enfermedades

respiratorias(Keeney, 1980).

1.1.1. Fijación biológica del nitrógeno

La fijación de nitrógeno es la etapa reguladoradel ciclo, junto con la

fotosíntesis este proceso es clave en la producción de los ecosistemas

(Worthington, 1975). La fijación biológica del nitrógenoesexclusiva de ciertos

procariotasqueposeenel aparatoenzimáticonecesarioparareducirel nitrógeno

molecular, de estadode oxidación0, hastaamonio, con estadode oxidación—3.

Este amonioes incorporadoa compuestosorgánicosformandoglutamina u otros

compuestosnitrogenados(Wolk et al, 1976)
Este proceso requiere un gasto energético elevado. En este sentido

Blackburn (1983) apuntaa los microorganismosfijadores libres fotosintéticos

como los reductoresmás eficaces.

Se debe de indicar puesque debido al elevadorequerimientoenergético

del proceso y como quiera que la energíasolar incide escasamentesobre la

productividad del suelo, la mayoríade los fijadoreslibres sonmicroorganismos
heterótrofos(Child, 1981).

Por las razones expuestasse establecenprocesosde simbiosis entre

fabáceasy bacteriasy entreotrasangiospermasno leguminosasy actinomicetos,

relaciones que resultan de gran importancia en agricultura y silvicultura

respectivamente.Ademásla asociacióndevegetalesnoduladoscon otrospermite

una mejor nutrición nitrogenadade estoscultivos. Herridge (1988) demuestra

cómo seoptimiza la producciónde los cerealesalternandoen añossucesivosen

una misma parcelael cultivo de Lupinus angustifolia L.. Miller et al. (1993)

demuestraasí mismo que en plantacionesmixtas de Pinus sp. y ~ sp. se

obtiene mayor volumen de madera y mayor contenido en nitrógeno que en

monocultivos de la resinosa.
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La fijación de nitrógenose cifra entre289 y 384 Tg N/año por distintas

vías (biológica, industrial — fertilizantes - y espontánea - combustión,

descargaseléctricas—)que compensanlas pérdidaspor volatilización de amonio

<13—23Tg N/año), lixiviación (30Tg N/año), desnitrificación(11—44Tg N/año),

cosechas(30 Tg N/año), y erosión (2—20 Tg N/año); (Roswai y Pauistian,

1984).

1.1.1.a. Factoresincidentesen la fijación del nitrógeno

El oxígenoresultaser uno de los factoresquemásinciden en la fijación

biológica del nitrógeno.El enzimaresponsablede la reducción, la nitrogenasa,

sufre una inactivación irreversible cuandose exponea la acción del oxígeno

(Wong y Burris, 1972). Concentracionesde oxígenoelevadas(en condiciones

de estréshídrico) disminuyenel pesode nódulos y la actividadfiladora de la

asociaciónrizosférica en cereales(Walker y Miller, 1986).

Los microorganismoslibres han desarrolladosistemasque protegenla

actividad nitrogenásica en ambientes aerobios (Drozd y Postage, 1980). En

cuantoa simbiosisen no leguminosas,Silvesteret al (1988), describencambios

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

de aire al interior. También se han descrito crecimientos del grosor de los

nódulos radiculares de Myrica gale inversamente proporcionales a la presión de

oxígeno a que se les somete (Schwintzer et al., 1982).

El pH afecta a los microorganismos diazotrofos libres. Velascoy Lozano

(1979) estimanel pH óptimo para Clostridium ligeramentepor debajode 7, pH

análogo al que Granhail (1981) apunta para Azotobacter. Dobrénier y Campelo

(1971) y Becking (1961) tambiénseñalancomo pH óptimo 7 ó ligeramentemenor

para Derexia y Beiierinkia respectivamente.

El exceso en la concentración de nitrato puede inhibir la fijación

simbiótica, (Nelsony Edic, 1988). Gibsony Jordan(1983)estimaronque incluso
concentracionesde nitrato por debajode 1 mM puedeimpedir la formación de

nódulosen fabaceas.

La edad de la planta resulta ser Inversamente proporcional a la tasa de

fijación como señalanDoyle et al., (1988). Kimow y Debron (1989) afirman

además que lo es a la precocidad y densidad de la nodulación.
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El cofactor de la nitrogenasa,el molibdeno, actúacomo condicionantede

la actividad fijadora. Grant y Binkley (1987) encuentran que al adicionar

molibideno a un medio con fijadorasaumentala actividad. No obstante,Bishop

et al. (1986) señalaquemutantesde Azotobactervinelandii carentesde algunos

genes relacionadoscon la nitrogenasapuedenfijar nitrógeno en ausenciade

molibdenoen el medio de cultivo, al parecerinduciendola ausenciadel metalun

nuevo sistemaalternativo.

La materia orgánica y el fósforo incrementan la tasa de fijación, como

demuestranGranty Binkley (1987)al añadirlosa suelosdebosque,observando

un incremento significativo de la fijación libre. Kay y Virginia (1989)

encuentranen ecosistemasde tundra que es limitante la cantidadde carbono

orgánico para estos mismos microorganismos.

La cantidad de caldo también influye en la actividad nitrogenásica.

Algunas cepas de Synechococcus cuando incrementan su actividad con

concentraciones de 2mM(Chen et al., 1988).

La fijación de nitrógeno ocurre en un intervalo de temperatura muy

amplio, desde—50C como en el liquen Sobrina crocea,hasta600C como el alga

Mastigocladusque habitaen fuentestermales(Stewart, 1974). No obstante,la

mayoria de las fijadoras libres son mesófilas (Granhail, 1981).

1.1.1. b. Microorganismos fijadores

El grupode los organismosfijadoresdenitrógenoatmosféricoestáformado

por numerososprocariotas. Las cianoficeas,entre las que destacandiversas

especies del género Anabaena (Rinaudo et al, 1971), fijando nitrógeno a través

de los heterocistos, si bien hay especies fijadoras que no forman estas

estructuras. Microorganismos del genero Nostoc también actúan como fijadoras

libres, estimándosela cantidaddenitrógenofijado entorno a 30 Kg N h&’ afto’

(Sevrnano y Rodriguez-Barrueco, 1987). Es importante reseñar que las

cianofitaspuedensufrir enquistarnientosy sobrevivir durantelargos períodos

de tiempo a la desecación (Skujins, 1981).
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Se han encontrado bacterias aerobias, fijadoras de nitrógeno en los

géneros Azotobacter, Beijerinkia, Derexia y Azotomonas, que exhiben

estructurascontrala desecación,exosporasy cistos (Un y Sadoff1969). Entre

las bacterias anaerobias estrictas, las más importantes son del género

Clostridium (Rosemblun y Wilson, 1949) y facultativas del género Bacifius (Line

y Loutit, 1971). Estas son capaces de resistir calor, desecacióny tóxicos

químicos, mediante la formación de endosporas.

Además de las mencionadas,se ha comprobadoque especiesde otros

géneros como Chromarium, Rhodopseudomonas, Rhodospirillum

,

Rhodomicrobium, Chlorobium, Chloropseudomonas, Desulfovibrio

,

Desulfotomaculum,Klebsiella,Azospiriflum, Pseudomonas,Vibrio, Thiobacillus

,

y Hethanobacillus son capaces de fijar el nitrógeno atmosférico (Blackburn,

1983).

Respecto a las bacterias fijadoras capaces de establecer simbiosis con

traqueófitos las más estudiadascorrespondena Rhizobium con las fabaceas

(cuya actividad establecenHardy y Holsten (1972) en 90 millones de Tg de

nitrógeno/año) y de Frankia con angiospermas no leguminosas (Becking, 1974).

Algunas cianofitas también establecen simbiosis, si bien lo hacen con pteridofitos

del género Azolla, pudiendo fijar entre 10 y 200 Kg de Nitrógeno por hectárea

y año (Sevillano y Rodriguez-Barrueco,1987).

1.1.2. Mineralización

Consiste en un conjunto de reacciones en virtud de las cuales se

transformael nitrógenoorgánicoa la forma amoniacal. Partedel amonio que es

liberado en la acción de los microorganismosheterótrofos,es utilizado parasu

propio desarrollopor lo quequedainmovilizado. No obstanteestainmovilización

es relativa, ya que el amonio asimiladono escapaa la dinámicadel ciclo, y a

medio plazo estenitrógeno se volverá a incorporaral suelo siendo disponible

para las plantas. Esta es la razón de la demora en el rendimiento de fertilizantes

(Broadbenty Nakashima,1967).

La inmovilización ha sido objeto de numerosos estudios. Hsieh (1988)

observa que en zonas pantanosasel nitrógeno añadido en forma de nitrato

amónico puede quedar inmovilizado por espacios de tiempo superiores a 8 meses.
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Hadaset al (1989) estableceuna tasaalgo menor (13—26%) en suelosadaptados
parael cultivo en Israel.

1.1~2.a - Factoresincidentesen la mineralización

La temperaturaes uno de los factoresque inciden en la mineralización.

Standford et al (1973) comprueban que el proceso se detiene cuando la

temperaturadesciendede 00C o es superior a 45W, resultadosque en parte

coincidencon los aportadospor Choudhury y Cornfield (1978) que amplíanel

límite hasta50—60W.

La humedadafectatambiéna la mineralización. Miller y Jhonson(1964)

establecenel óptimo entre—0.5 y 1.5 bar. Moorheadet al (1989) detectanen sus

estudiosde incubaciónde tierrasque las tasasdemineralizaciónsonsuperiores

cuanto mayor grado de humedadtengala materia orgánica que se adicione al

medio. En suelossecadosal aire el 80—90%de la mineralizaciónocurre graciasal

aguaretenidapor el complejo porosodel suelo (Standfordy Epstein, 1974).

Otro factor muy a teneren cuentaes el pH, que como señalaSahrawat

(1982) en sus estudiosde suelostropicales, observaun ascensode la tasa de

mineralización según desciende el pH, registrando el valor máximo entre 5.5 y

6. Experiencias en lugares de clima mediterráneo muestran resultados

semejantes,como los obtenidos por Lozano y Velasco (1972) en bosques

repobladoscon Pinus radiata

.

Las asociacionesorganomineralesdel suelo condicionanla mineralización.

Los nivelesmáximosdeactividadsehallanen las fraccionesde diámetroinferior

a 50 pm (Delfhin, 1986) por lo cual se puedepensar que la mayor parte del

nitrógenoorgánicoqueaccedeal suelosetransformaen nitrógenomineralvarios

añosdespués.

La vegetación dominante sobre un suelo también forma parte del conjunto

de variablesque condicionanla mineralizacióny G8k~eoglu (1988) atribuye a

ésta una importancia capital en sus estudios de dehesas y pinares

mediterráneos,aunquede estefactor seharáextensamenciónmásadelante.
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1.1.2.b. Microorganismosmineralizadores

El grupo funcional de los mineralizadoreses amplio y abarcaa hongosy

bacterias. Entre los primeros destacan los géneros Mucor y Rhizopus y

ascomycotinascomo Asperqil.lusy Penicflium (Garret, 1963 y Alexander, 1980).

Los hongosliberan menosamonioque lasbacterias,dadasu mayornecesidadde

nitrógeno parala síntesiscelular. Los hongosabundanen medios de pH más

bien ácido (Garret, 1963). Las bacterias están representadaspor diversas

especiesentrelas que destacanlas pertenecientesa los génerosPseudomonas

,

Clostridium, Serratia, Bacillus, Escherichiay Micrococcus.A diferenciade los

, Garret (1963) señalauna mayor abundanciade bacteriasen medios

básicoso neutros.

Alexander (1980) apunta que los microorganismosmineralizantesson

capacesde formar estructurasde resistencia,viables tras espaciosde tiempo

extensos, en condiciones de desecación, aerobiosis (para anaerobias),

anaerobiosis(paraaerobias)o ausenciade sustratosmineralizables.

1.1.3. Nitrificación

Consiste, como ya se ha señaladoanteriormente,en la oxidación del

amonio a nitrito y nitrato. Alexander (1980) esquematizael proceso de la

siguiente manera:

NH3-. NH2OH 4 (HNO?) 4 NO 4 NO¿~ NO3~

Montagnini y Buschbacher(1989), señalanque es la disponibilidad de

amonio la regaladora de la nitrificación en suelos no perturbados o de

agricultura de subsistencia<corte y quema).Aunque la nitrificación es más

lenta que la mineralización <Stanford et al., 1975) en algunos casosel factor

limitante de la nitrificación esla velocidaddemineralización,comoconsecuencia

de la estabilidadde la materiaorgánica.

Por otra parte el amonio producido en la mineralización puede

volatilizarse. Estapérdida, que De Datta (1987)estimaentreun 5 y un 47% del

nitrógeno añadido anualmentecomo fertilizante, implica una disminución del

sustratoinicial de la nitrificación.

10



El nitrato puede ser también reducido asimilatoriamente (se han

encontradoprocariotascapacesde dicha reducción)sin queésteseaexpulsado

al medio (Blackburn, 1983). Esta ruta es reprimida por el amonio y no está

acopladaa la producción de ATP, por lo que se verifica en aerobiosisy en

anaerobiosis.

Yordy y Ruoff (1981), apuntanque existe una vía desasimilatoriaque

produceamonioy quesí estáacopladaa la formaciónde ATP. Estosuponepara

los microorganismos que la poseen, una fuente extra de energía y para los

ecosistemasuna vía de liberación de nitrito y de excesode poderreductor.

La nitrificación puede ser realizada también por microorganismos

heterótrofos. Los estudios llevados a cabo con cultivos de microorganismos

heterótrofos(Doxtadery Alexander, 1966, Focht y Verstraete,1977, Schmidt,

1973 y Tate, 1985) indican queéstosno hacenuso de la energíaliberadaen la

oxidación para su crecimiento y, como apunta Alexander (1980), los productos

oxidadosno aparecenhastaqueha cesadola faseexponencialde crecimiento.

1.1.3.a. Factoresincidentesen la nitrificación autótrofa

El agua condicionala nitrificación, estandolas condicionesóptimas de

humedadestablecidasen una tensiónde 0.1 bar. El excesode humedadpuede

llegar a bloquearíaal impedir la difusión de oxígenonecesarioparael proceso

<Sabey, 1967).

Otro factor que afecta es la temperatura, ya que cuando ésta es inferior

a 50 C sebloqueala nitrificación y el óptimo estáentre20 y 250C. Sin embargo,

Frederlck (1957), comprobóque los microorganismosnitrificantes disponende

una gran capacidadde adaptaciónque les permite desarrollarsus actividades

en un rango amplio de temperaturas.

El pH óptimo en el que se da la nitrificación se ha situado en torno a 7

y 8.5, pues por debajo de 7 la nitrificación disminuye y el descensoes muy

acusado cuando el pH es menor de 5 (Katial et al., 1988).
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La granulametriainfluye en la nitrificación no solo por el efecto de la

difusión del oxígenosino tambiénporque las cargasnegativasde las arcillas

son capacesde retenerel amonioextraible, encontrándoseuna relacióninversa

entre nitrificación y contenido en arcillas del suelo ( Seiferet ,1969 y Cerna,

1967). SegúnSimón—Silvestrey Calvet, (1987) estaadsorcióndel amonioa las

arcillas imposibilitael procesode oxidación, por lo queel incrementoenarcillas

modifica considerablemente las características cinéticas de la nitrificación.

1.1.3. b. Microorganismos nitrificantes

Focht y Verstraete <1977) señalan numerosas bacteriasheterótrofasy

hongosque puedenoxidar formasreducidasde nitrógenoy producir nitrito y

nitrato. Sin embargolas bacteriasnitrificantesquedominanen la naturalezason

autótrofas (Kelly, 1978). Las bacterias nitrificantes tanto nitrosas como

nítricas, pertenecenala familia Nitrobacteriaceae:Nitrosomonas,Nitrosobolus

,

Nitrosospira, Nitrosococcus,y Nítrosovibrio oxidan el nitrógenoamonio hasta

nitrito y Nitrobacter, Nitrospira y Nitrococcusque oxidanel nitrito a nitrato.

Las más activas son Nitrosomonasentre las primerasy Nitrobacterentre las

segundas.Numerososautoresseñalanque las bacteriasnitrificantes autótrofas

son las únicas responsablesde este procesooxidativo en la mayoría de los

sistemasnaturales (Kelly, 1978; Alexander, 1980). Sólo en aquelloshábitats

dondeel crecimientoautotróficoestáinhibido, la microfloraheterótrofa puede

aumentarla concentraciónde nitratos en el suelo. Las bacteriasde la familia

Nitrobacteriaceae,a diferenciade las del grupoamonificantesonaerobiasy en

nIngún caso se conocen formas de resistencia.

1.1.4. Desnitrificación

La desnitrificación consiste en la reducción de nitrato a óxidos de

nitrógeno y dinitrógeno. El nitrato sirve como último aceptor de la cadena

respiratoria con el subsiguiente rendimiento energético (en forma de ATP) y de

las formas reducidas.Se ha comprobadoque en estasecuenciade reacciones

hay una liberación de pequeñascantidadesde amonio que no provienende la

reducción de nitrato, sino de la desaminaciónde aminoácidos(Woldendrop,

1965).
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El conjunto de reaccionesque forman la desnitrificación las especificaPayne

<1973) como sigue:

NO; ~ NO; -~ NO 4 N20 ~

Cada una de las distintas etapas que constituyen el proceso están

catajizadaspor una enzima bacterianadistinta. Sólo algunos microorganismos

poseedoresdel juego enzimáticocompletopuedenproducir nitrógenomolecular,

por lo que Ingrahan (1981) consideraa éstos desnitrificantes en el sentido

estricto. Lo más habitual es, sin embargoque sólo poseanalgunas de estas

enzimas, por lo cual liberan únicamente productos intermedios de la cadena.

1.1.4.a. Factores incidentes en la desnitrificadón

El efecto del oxigeno sobrela desnitrificaciónes muy patente. Gillam et

al. (1978) comprueban una mayor actividad de desnitrificación en suelos

encharcados,condicionesen que se reducela tasade difusión de oxígeno. En

las experienciasNómmik y Larson (1989), sobrediferentessuelos de bosque
observanque las tasasde desnitrificación en suelos con un 30% de humedad

desciendenen un 71% con respectoa los suelossaturados.

Terry y Tate (1980) detectan actividad desnitrificante en suelos bien

aireados, hecho que imputan a la presenciade microespaciosanaerobios.En

consecuencia en el suelo se da una simultaneidad de procesos nitrificantes y

desnitilficantes ocupandoaquellosmicroorganismosla superficie de agregados

del suelo (con alta tensiónde oxígeno) y éstos el interior de dichosagregados

<Tate, 1985).

La temperaturaafectatambiéna la desnitrificación. Stanfordet al (1975)

señalanque el procesose bloquea por debajode 0W, iniciándoseentre 2 y

5
0C, aunquedeun modolento. La temperaturaóptima, segúnlas características

del suelo, la sitúan en tomo a 35 y 60W. Entre 21 y 60C la actividad

desnitrificante en suelos Incubados en laboratorio desciendenen un 80%

(Nómmik y larson, 1989).
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Los potenciales de desnitrificación se incrementan con el pH del suelo en

un intervalo entre3.8 y 9 <Ekpetey Cornfield, 1965; Focht 1974; Muller et al.

1980; Georgey Antonie, 1982) aunquepuedetenerlugar en un amplio margen

como apuntanen sustrabajosPrakasany Loehr (1972) y Cady y Bartholomew

(1960) situandolosentre3.5 y 11.2.

La concentración de nitrato también influye en la desnitrificación.

Stanfordet al. (1975), establecieronque la desnitrificaciónsigue una cinética

de primer orden cuandoel sustratocarbonadooxidable no sealimitante y la

concentración de N—NO3 es inferior a 40 ppm. Sin embargola cinética es de

orden cero cuando el sustrato carbonado es factor limitante y las

concentracionesdel N-N0 sonmayoresa 40 ppm (Starr y Parlange,1975).

La vegetacióncondiciona también la actividad desnitrificante. García

(1977)señalaqueen las raícesde Odia sativa,sedauna desnitrificaciónactiva

favorecidapor exudadosorgánicos que actúan donando protonesal proceso.

Mikkelsen (1987), estima que la desnitrificación es el procesoque en el arroz

ocasiona mayores pérdidas de nitrógeno. También la desnitrificación esta

optimizada en la rizosfera de Alnus glutinosa y Elaeagnus angustifolia

aparentementea causade los exudadosradicales(Llinares, 1993)

1.1.4.b. Microorganismosdesnitrificantes

La actividad desnitrificante sólo la realizan organismos procariotas

(Ingraham, 1981). Existen más de 70 géneros de bacterias capaces de

transformar el nitrato en gasesnitrogenados. En su mayoría se trata de
microorganismosanaerobiosfacultativos si bien hay que destacarla existencia

de anaerobiosestrictos (Van Gent—Kuyteret al. ,1975; García, 1977).

García (1977) señala Bacillus como el género que más contribuye a la

desnitrificación en ambientes naturales. Tiedje et al., (1984) señalan a

Pseudomonasseguido de Alcaligenes y Gambleet al. (1977) a Clostridium

.
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1.2. Interaccionesdel sistemaplanta-suelo

Las plantassedesarrollansobreun sustratoal quemodifican tratandode

acomodarsesegúnsusrequerimientosfisiológícos y las característicasdelmismo.

Como consecuenciase estableceuna interacciónentre la planta y su sustrato.

Además el medio edáfico no sólo está constituido por sustanciasorgánicase

inorgánicas, sino también por un amplio conjunto de organismos. Dichos

organismoscon sus actividadesmetabólicasafectanal crecimientoy desarrollo

del vegetalfundamentalmentepor la produccióndenutrientes,hormonasy otras

sustancias que afectan a la producción primaria.

1.2.1. Efectos de las plantas sobre los microorganismos

El sistema edáfico, y en particular la rizosfera, es una estructura

complejaen la que actúangran númerode variables. El estudiode estesistema

y el de sus comunidades es sumamentecomplicadodebido al elevadonúmerode

interaccionesqueen él se dan. La microflora edáficaseve afectadade muchas

formas por la planta en desarrolloy las relacionesmicrobianasde importancia

parala fertilidad puedensermásrápidasen el medio ambienteradicular queen

el suelo no rizosférico - Por otra parte, los microorganismos interaccionan con

el componenteabiótico del ambiente radical alterandola naturalezafísica del

suelo. En definitiva el entorno de la rizosfera viene determinado por la triple

interacciónentre planta, suelo y microorganismos.

Remacley De Leval (1975) ya Indican que las plantas modifican las

comunidadesmicrobianas del suelo de un modo fundamental. Abundan los

trabajosen estesentidoponiendoenevidenciacómo distintasespeciesvegetales

que ocupan sucesivamente un mismo ecotopo modifican cualitativa y

cuantitativamenteel conjunto de microorganismosedáficos. Destacanen este

sentido los trabajos de Lozano y Velasco <1972) en repoblados de Pinus
pinaster.Ait. en un sueloanteriormenteocupadopor Quercuspyrenaica. Willd.

en los que encuentranque la especieintroducida modifica sustancialmenteel

ciclo del carbono. Estos mismos autores (1981) abundan en el tema en

repoblacionesde Eucaliptuscamaldulensis.Dehnnen antiguosalcornocalesy

encinares.
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Turner y Frantz (1985) señalanque el efecto de la vegetaciónsobre el

sueloy las comunidadesmicrobianasque lo pueblanse verifica por cuatrovías:
* Aporte de diferentes compuestos a través del lavado de las partes

aéreaspor la lluvia.
* Efecto de las raíces por la liberaciónde exudados,secreciones,etc, en

la aireacióny estructura del suelo así como la composicióny funcionalidadde

microorgamsmos:efecto rtzosfera.
* Adición de materiaorgánicaal suelo atravésde la descomposicióndel

lecho de hojarasca.
* Formaciónde microclimaspor efecto dosel.

1.2.1.a. Efecto del lavadode la parteaéreay de la hojarasca

La lluvia, al lavar las partes aéreasde la planta <tallos, ramasy hojas)

arrastranutrienteshaciael suelo. Bollen y Lu (1968) encontraronque el agua

de lluvia queha lavadolos alisoscontienede 2 a 10 vecesmásnitrógenoque la

que ha caído sin mojar la planta.

La hojarasca incide de un modo determinante sobre los microorganismos

edáficos ya que éstos al ser en su mayoría heterótrofosobtienen energíay

nutrientesparasu desarrollodela materiaorgánicaqueencuentranen el suelo,

principalmentede origen vegetal (Struwey Kjoller, 1986) . La descomposición

de estosmaterialesdependedefactoresabióticos como temperatura,humedad,

aireación,concentraciónde nutrientesy composiciónquímicade las hojas, pero

tambiénde factoresbióticos como la densidadde detritívorosy descomponedores

en el suelo (Daniere et al., 1986).

La materia orgánica condiciona muchas de las propiedades del medio

edáfico que influyen enel sistemasuelo—plantay por tanto afectaal crecimiento

y desarrollo de la microflora telúrica y de la comunidadvegetal (Fresquezy

Lindemann, 1982). La mera presencia de la materiaorgánicafavoreceel

desarrollode la estructuradel suelo,ademásla dinámicay las transformaciones

de suscomponentesrepresentanel factor de influenciamásimportantedel medio

edáficosobrela vegetación.
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La riqueza en materia orgánica del suelo está determinada por dos

procesos:aporte de materialesorgánicosy descomposiciónmicrobiana. La vía

de entradade materiaorgánicaal suelomásimportantela constituyenlos restos
y deshechosvegetalesde todo tipo: hojas, ramas,raíces,compuestosorgánicos

solublesprocedentesde los exudadosradicalesy productosde lavado de las

holas (Tiessenet al, 1984), los de origen animal: cadáveresy excrementos

constituyenun aportesecundario.Franklin y Waring (1980) calculan que las

cantidadesde fragmentosde troncos caídosal suelo en bosquesde coníferas

puede exceder las 500 t ha’ añcf’ y alcanzarentreel 10 y el 25% de la biomasa

total.

Los microorganismosedáficosmediantesuactividadbiológica,constituyen

la principal vía de salidade materiaorgánicadel sistema. El rendimientode la

mineralizaciónfluctúa debidoa la considerablevariabilidad en la composiciónde

la materiaorgánica, y al tipo de microflora que ejerceel efecto degradativo,

pero se puedeconsiderarque, en términos generales,entre el 60—70% de los

sustratosorgánicosdepositadospor las plantasen el intervalo de un año es

mineralizadopor la microflora telúrica <Haider, 1986).

Las plantas diazotrofas a través del lecho de hojarasca influyen

considerablementeen las poblacionesdemicrooorganismosdel suelo,de un modo

especialsobrelos implicadosen procesosrelacionadosconel ciclo del nitrógeno.

Esto esasí porquelas hojas de estasplantastienen alto contenidoen nitrógeno.

Silvester (1977) realizauna revisión de trabajosde distintos autoresen la que

seapreciacómo especiesactinorrizaspresentanporcentajesdoblesde nitrógeno

en sus hojas que otras especies.Tal es el casode Alnus con Betula sp, Tilia

cordataMiller, Acer platanoidesL., Corylus avellanaL., Pinus sylvestris L.,

Piceasp. y Tsugasp.

La estructura y composición del lecho de hojarascaregula la tasa de

mineralizaciónpor lo queincide de forma decisivaen la producciónprimaria de

los ecositemas(Hunt et al., 1986). Los restos vegetales de coníferas se

descomponencon lentitud ya que contienenuna bajaproporción en nutrientes

como N y P <Cowling y Merril, 1966). Debido a la alta concentración de

compuestosnitrogenadosque contienenlas hojasde las plantasdiazotrofas,su

descomposiciónes relativamenterápida, ademásconstituye una vía de entrada

de nitrógenomuy importanteparael ecosistema<Llinares, 1993).
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El aporte de N por estasvías en suelos donde las plantasactinorrizas

aparecencomo dominanteses considerable,por ejemplo; diversasespeciesde

los géneros que a continuación se mencionan proporcionan las siguientes

cantidadesde N Kg ha~’ año’: Ailnus 36—325, Coriana, 192; Hippophae,56-

197; Casuanina,58; Ceanothus,60—140;~ 12 <Bermúdezde Castro,1981);

ElaeaqnusangustifoliaL., 34,5 y Mynica ~ 9—34 (Bond, 1951; Schwintzer,

1979).

1.2.1.b. Efecto rtzsosfera:exudadosradicales

La interacción entre la planta y su sustratose establececon mayor o

menor intensidadpor diversasvías, señaladasanteriormente.Sin embargola

relación establecidaentre la planta y el suelo a travésdel sistemaradical ha

merecidoespecialatenciónpor partedenumerososinvestigadores.Existen para

ello poderosasrazonesentre las que podemosdestacar:
* La importancia quedesdeun punto de vista fisiológico tiene el aparato

radical en el desarrolloy crecimientode la planta.

* La considerablesuperficie de contactoentre el suelo y la planta a

través del sistemaradical.
* El complejo entramado de señales molecularesentre la raíz y la

biocenosiscircundante.

En 1904, Hiltner define la nizosfera como aquella porción del suelo en

torno a la raíz de leguminosas,con una mayor actividad microbiana. Hiltner

señala que la nutrición de la planta depende de la flora rizosfénica.

Posteriormenteesteconceptofue redefinidoy actualmenteBe consideranizosfera

la porción suelo influida por las raícesvivas. Son muchoslos autoresque a

partir de 1904 sehan dedicadoal estudiode la rizosfera, cabedestacar,entre

otros, los trabajosde Starkey (1929) en los que demuestralos principales

efectos de la plantaen crecimientosobrelos microorganismosedáficos, los de

Rovira, 1959; Vancura, 1964; Rovira y Bowen, 1966y Rovira et al. 1979, sobre

la naturalezay el papel de los exudadosen la rizosfera y toda una serie de

trabajos y revisiones sobre las propiedadesy característicasde esta región

edáfica. Todos estostrabajosnos permiten actualmenteconsiderarel “efecto

nizosfera” como una de los factoresclave que afectana la producciónprimaria

<Russell,1977; Fostery Rovira, 1978; Domerguesy Krupa, 1978; Rovira, 1979;

Bennet y Lynch, 1981; Cook y Baker,1983;Lynch, 1983; Curí y Truelove,

1986; Wfld, 1988).
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Por todo lo expuesto podríamos señalar que la rizosfera es la zona en la

cual sueloy planta se encuentranen contacto de un modo másintimo y donde

las poblaciones microbianas se ven afectadas por los productos orgánicos

liberadoslasraíces.Estosproductosorgánicossesuelenagruparbajoel nombre

genéricode “exudados”pero enun sentidoestricto<véaseTabla 1.1) comprende

exudados,secreciones,mucflagos,mucigelesy lisadoscelulares(Rovira et al.,

1974). Lynch <1987), estima que hasta un 40% del total de los fotosintatos

puedenperdersepor lasraícesy servir de sustratoa los microorganismos,que

actúancomo un sumideroy deahíel impactode estosen la producciónprimaria.

Las plantasmodifican las comunidadesmicrobianasdel suelo de un modo

fundamental, tanto cualitativa como cuantitativamente (Remacley De Leval,

1975). Alexander (1980) observa como diferentesespeciesde plantasen un

mismo tipo de suelo presentan rizosferas muy diversas, mientras que la rizosfera

deunamismaespeciecultivadaen suelosdecaracteristicasmuy diversasfluctúa

sólo moderadamente.

El aparato radical de la planta determina parcialmente la composición

mecánicay mineral del suelo de varias formas: acelerala disgregaciónde los

minerales, sobre todo en las fracciones de arcilla menos voluminosas (Sarkar et

al., 1979), modificael estadode agregacióndel sueloa través de interacciones

físicas, químicas y biológicas <Harris et al., 1966) y altera las unionesfísicas

de las partículas del suelo mediante la liberación de sustanciasorgánicas

radicales, sobre todo polisacáridos <Monroe y Klauduko, 1987) aumentandola

estabilidadde los agregadostelúricos (Reid y Goss, 1980). Las caracteristicas

fisicoquímicas de los agregadosque constituyenla estructuradel suelo sonun

factor importanteque influye en el desarrollode las raíces,y en su capacidad

de exudaciónya que determinacaracteristicascomo la porosidady por tanto la

aireación,el potencialhídrico y la transferenciade calor.

La planta, al mismo tiempo, asimilanutrientesinorgánicosdisminuyendo

de este modo la concentracióndisponible para el desarrollo microbiano. Los

microorganismos también se ven afectados por la respiración radicular, que

incrementalasconcentracionesde CO2 en estazona. Conformecrecela raíz, las

partículasde suelose desplazancreándoseuna zonaentornoa las raícesdonde

el sueloesmásdenso.Estehecho afectadirectamenteal crecimientobacteriano,

aunquedichoefecto varia segúnel tipo de suelo, potencialhídrico, la relación
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C02/02, y otros factores. En esta zona suele existir 02 suficiente para las

funcionesmicrobianas,a excepciónde los suelosencharcados.Si las cantidades

de 02 son bajas aumentanlos daños a la raíz. Del mismo modo las altas

concentracionesde CO2 constituyenun factor limitante para el crecimientode

algunos microorganismos. La penetración de las raíces también mejora la

estructura del suelo y estasrelacionesestructuralesmejoran las oxidaciones

microbianas.

El pH en la rizosfera tiende a ser más ácido que en el resto del suelo

debido a la producciónde CO2 y ácidosorgánicospor las raíces,así como por

la captaciónde cationesde cambioy anionespor la planta (Nye, 1981). El pH

de la rizosfera suele diferir en 1 o 2 unidadesdel suelo no rizosférico, esto

afectaa las bacteriasy algunoshongos.

A continuaciónse exponeuna revisión de uno de los principalesfactores

responsablesdel efecto rizosfera: los exudados radicales considerandola

acepcióngenéricadel término:

Tabla 1.1. Clasificación

Exudados

Exudaciones

“Leakages”

Secreciones

Mucilagos

Usados

de los exudados.

Compuestosquímicos y metabolitos originados en la
superficie o interior de la raíz.

Proceso de liberación de exudados, que implica
diversasrutas y mecanismos bioquímicos.

Compuestosde bajo pesomolecular que difunden al
apoplastoy a travésde éstea la superficiede la raíz
o directamentea célulasepidérmicaso corticales.

Compuestos que cruzan la membrana, con gasto
energético-

Incluye sutancias derivadas de las células de la
caliptra, polisacáridoshidrolizadosdelaparedprimaria
de las células, secrecionesepidérmicaso de los pelos
radicalesy productos de degradaciónbacterianade
célulasmuertas.

Productosliberadospor autolisis de células radicales
senescentes.

Fuente: Desarrollado desde ~ale st al. (1981).
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Vancura (1964) y Rovira (1969) resumen los factores que afectan a la

exudación en cuatro grandes grupos: fisiológicos (tipo de planta, edad,

nutrición, etc.), patológicos, los debidos a modificacionesdel entorno físico

<luz, temperatura,humedad,etc.) y la microflora asociadaa la rizosfera.Son

muchos los estudiosque vienena refrendarestaclasificación. La edadde la

planta, y su estadofisiológico soncaracterísticasqueafectandecisivamenteen

la composicióncualitativay cuantitativade los exudadosradicales<Smith, 1970;

Hamlenet al., 1972; Vancuray Hovadik, 1965; Lynch, 1990) y por lo tanto son

factoresque influyen en la magnituddel efecto rizosfera<Pozuelo,1991). Así

Hanilenet al. (1972) encuentranque la cantidadde carbohidratosexudadospor
la alfalfa aumentancon la edad de ésta. Por su parte, Klein et al. (1989),

demuestranque en diferentes estudios de una serie de vegetación, se dan

modificaciones en las características de los exudados, que es resultado de la

disponibilidadde nutrientes.

La humedad del suelo influye en la composición y en los niveles de los

materialesorgánicosque excretanlas raíces. El estréshídrico es uno de los

factoresque inducela exudaciónradical. El númerototal debacteriassueleser

mayor en suelos que han sufrido un período de estréspuestoque encuentran

en ellos mayor cantidad de materialesorgánicossolublesen agua queproceden

sobre todo de la autolisis de células radicales <Martin, 1977b). Además la

desecacióndel suelo afectaa la viabilidad de las raícesjóvenesqueconstituyen

una fuente adicional de sustratoscarbonados.

La composición de los exudados (Tabla 1.11.) ha sido pormenorizadamente

estudiadapor distintos autorescomo Vancuray Hovadik (1965) queencuentran

en los exudadosde diversasplantasaminoácidos, ácidosorgánicosy azúcares

de muy distintos tipos. También se han detectadoesteroles, factores de

crecimiento, nucleótidos, flavonas, enzimas y hormonas (Curí y Truelove,

1986). Los compuestosorgánicosvolátiles (en su mayoríaaldehídosy alcoholes)

difunden rápidamente de forma que las concentraciones de estoscompuestosen

la rízosfera son muy balos, a pesar de lo cual influyen en la microflora

rizosférica. Estos compuestos parecen inhibir muchos patógenos de plantas

<Coley-Smithy King, 1970; Krupa y Nylund, 1972). Una variable crítica que

afecta las características de los exudados, es precisamente la disponibilidad de

nitrógeno. Así Griffin et al. <1976), establecieronen plantasde maní que los

exudadosvariaban su razón C/N en función de la disponibilidadde nitrógeno
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en el medio (9:1 si se hacía crecer a la leguminosaen medio A—Z de Hoglanso

18.9:1 si crecían en el mismo medio sin sales nitrogenadas).Este hecho es

importante puesto que la razón C/N afectaa la capacidadde colonizaciónde

distintos grupos de microorganismosen la rizosfera, los cuales a su vez

modifican cualitativa y cuantitativamentela exudación. Clarholm (1985) señala

que exudadoscon elevadarazón C/N estimulanla mineralización.

Tabla1.11. Sustanciasdetectadasen los exudadosradicalesde distintasplantas

Clase de Compuesto

Azúcares

Composición

Glucosa,fructosa,sucrosa,maltosa,galactosa,
rhamnosa, ribosa, xflosa, arabinosa, rafinosa,
oligosacáridosy distintospolisacaridos.

Compuestosaminados

Acidos orgánicos

Acidos grasos
y esteroles

Factoresde
crecimiento
ácidon—metil nicotínico.

Nucleótidos,
flavonasy
enzimas

Otros compuestos

Asparagina, a-alanlna, glicina, cistina/cisteina,
metionina,fenilalanina,tirosina,treonina, lisina,
proina, triptófano, 13—alanina, arginina,
homoserina,cistationa.

Tartárico, oxálico, cítrico, málico, acético,
propiónico, butírico, succínico, fumárico,
glicólico, valérico, malónico.

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

Biotina, tiamina, niacina, pantotenato,
colina, inositol, piridoxIna, paraminobezoico,

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

Auxinas, sustancias fluorescentes, ácido
cianhídrico, glicósidos, saponinas,compuestos
orgánicosfosforados,compuestosque afectana
nemátodos, estimuladores e inhibidores de
crecimientofúngico, estimuladorese inhibidores
de bacterias, de germinación de esporas y
esclerocios,etc.

Pt,ent.: Cutl y ?tu.iovs (1996).
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Como resultadodel aportede materiaorgánicaa través de las raíces, la

rizosferaes rica en microorganismos.Rovira y Davey <1974) y Brown (1975)

estimanque la densidadbacterianaes entre5 y 10 veces mayor en la rizosfera.

Los microorganismosusanlos productosliberadospor las raícescomo sustrato

(Krotzky et al., 1986). Peroestavariaciónestambiéncualitativa,por el efecto

alelopático de los distintos compuestosorgánicos de los exudadosy por la

acomodaciónal ambienterizosférico, comosedesprendedelos trabajosdeBowen

y Poster (1978), en los que compruebanque los tiempos de generaciónde

Pseudomonassp. y Bacillus sp. creciendoen la rizosferason de 5.2 y 39 horas

respectivamenteen tanto que fuera de ella hay un generacióncada 77 y 100

horas. En este sentido también podemosmencionar los dos isoflavonoides

<cumestroly daizeina),que DtArcy y Jay (1987) encuentrancomo inhibidores

(Pseudomonassp. o Agrobacteriumtumefaciens)o estimuladores(Rhizobium

iaponicumy R. melilotii) producidospor leguminosas.

Los microorganismosmetabolizancon facilidad las sustanciassolubles,

azúcaresy aminoácidos,y provocan un cambio cualitativo importante en la

rizosfera por aumento de CO
2 y de los productos que resultan de su

metabolismo.Ademáslos nivelesde compuestosno difusiblesen torno a la raíz

aumentany la microflora que coloniza las raícespuedeutilizarlos <Leppard,

1974). Las bacteriassonmáseficacesque los hongosutilizando los compuestos

de peso molecularbajo. Estas sustancias constituyenuna parte importantede

los exudados radicales y son poco abundantesen las primeras etapas

descomponedorasde los restosvegetalesmuertos.Los hongossonmáseficaces

en las primerasetapasde descomposiciónde las raícesmuertaspor metabolizar

rápidamentelos polimeros de alto pesomolecular, (Nakasy Klein, 1980). Tales

característicasmetabólicasjustifican que las bacteriasdependansobretodo de

los exudadosradicales.

Los compuestosorgánicosliberadospor las raícesconstituyenun sustrato

adecuado para una gran variedad de microorganismos. Existe una

correspondenciaentrelascantidadesy tiposdeaminoácidosu otroscomponentes

orgánicosexudadospor la raíz y laspoblacionesdemicroorganismosrizosféricos

(Rovira y Davey, 1974; Hale et al., 1978). Según algunos autores las

rizobacterias predominantesson las Gram negativas y entre estas las más

abundantes son Pseudomonas sp. (Alstrom, 1987), en su mayoría 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

contrarioen suelossin raícespredominanlas bacteriasGrampositivas (Chanet

al., 1963).

Las plantas actinorrizas ejercen una notoria influencia sobre

microorganismoscercanosa sus raíces. Plantas como el aliso estimulan el

crecimiento de Streptomycessp., Penicillium sp. y Aspergilus sp. e inhibe

hongos fitopatógenos como Poria weirii o Fomes annosus, gracias a la liberación

de productos como: polifenoles, aminoácidos, taninos y otros compuestos

nitrogenados<Bollen y Lu, 1968; Tarrant y Trappe, 1971). Del mismo modo,

Daniére et al. <1986) encuentraque Alnus incana favorece el crecimientode

microorganismosamonificantesy nitrificantes de suelosdebosqueeuropeos;por

su parte Bermúdez de Castroet al. (1984) en susestudiosen alisedasriparias

de Alnus glutinosa, encuentraque esta betulaceaestimula la presencia de

nitrificantes nitricos y nitrosos.

En general, una elevada exudación revierte en un incremento de la

demandade oxigeno por parte de los microorganismosrizosféricos, lo que en

combinacióncon la respiraciónde las raíces, convierte el medio rizosféricoen

lugar idóneopara gruposfisiológicos determinados,como los desnitrificantes:

Poruna partelos aminoácidosexudadossuponenun sustratofavorableparaeste

proceso,como muestranBailey y Beauchamp(1973) al encontrarun aumentode

la actividad desnitrificanteen suelosenriquecidoscon maceradosde maíz. Por

otra partela mayordisponibilidadde sustratoscarbonadosasí como de nitratos

estimula las tasasde desnitrificación (Smith y Tiedje, 1979; Bremnery Shaw,

1958). Arima y Yoshida <1982) en sus estudiosen Oriza sativa L., Juncus

effesus L. y otros, encuentranque la rizosfera es el lugar óptimo para el

desarrollode la microflora diazotrófica, dadala gran disponibilidaddesustratos

carbonadosy la existenciade zonas microaerobias, que sirven de estímulo

quiniiotáctico parabacteriasmicroaerófilas (Barak et al., 1983).

Compuestos aromáticos liberados por exudación pueden incidir

positivamenteen la fijación de nitrógeno(Werneret al., 1982; Krotzky et al.,

1983) al activar la enzimanitrogenasa.Merecenmenciónespecialla rizosferade

plantasnoduladasfijadorasde nitrógenoatmosféricoen simbiosis conbacterias

(actinorrizaso bacteriorrizas). Así, Van Egeraat(1979) y Forestery Rovira

(1978) registranuna elevacióndel número de poblacionesmicrobianasy de la

microflora total a medida que los recuentosse efectúana menor distanciade la

raíz.
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Las fitohormonas tambiénson productosexpulsadospor los nódulos de

actinorrizas.En estesentido, Duliaart (1970) encuentraauxilias y Bermúdez

de Castro (1976) así como Rodríguez-Barruecoet al., (1979) encuentran

citoquininas en altas concentraciones.Estas hormonas están implicadas en

procesosde la nodulación.

Los compuestosde carácteralejopáticoson tambiénfundamentalesen la

colonizacióny desarrollode los microorganismosde la rizosfera (Rice, 1984;

Freench, 1985)- Se ha establecido un importante grupo de metabolitos

producidospor las raícesen respuestaa los microorganismosque recibe el

nombre de Fitoalexinas (Ebel, 1986). Estas sustancias, definidas como

compuestos antimicrobianos de bajo peso molecular, son estructuralmente

fenilpropanoides o isoprenoides. Estos compuestos están producidos como

respuestaa microorganismosespecíficos,o indirectamentepor “Elicitores”. Hay

gran variedaddeelicitoresdescritose incluyen: hidratosde carbonocomplejos,

célulasfúngicaso vegetales,lípidosy enzimasmicrobianas,polipéptidos,entre
muchos otros, pero también hay elicitores abióticos como son las bajas

temperaturas,la luz ultravioleta, la desecación,metalespesados,detergentes

y otros.

Otro grupo de metabolitosexudadospor las plantasson las aglutininas,

o másespecíficamenteFitoaglutininas. Estoscompuestossirven al vegetalcomo

agentesantimicrobianos(Mansfieldy Brown, 1988)y jueganun importantepapel

en la colonizaciónde la rizosfera<Anderson al 1988).

La aplicación de fertilizantes mineralesincrementala flora microbianaen

la rizosferade muchasplantas (Rovira, 1965; Katznelson,1965). El efectode

los fertilizantessobrela microflora edéficapuedeser directo o indirecto. Como

consecuenciade la fertilización, seproduceun aumentoen el crecimientode la

planta acompañadode un cambio cualitativo y cuantitativo de la exudación.

Bowen (1969) observaun aumento significativo en la cantidad de aminas y

aminoácidosexudadospor las raícesde pino creciendoen un suelo fertilizado,

lo que influye en las interaccionesmicroorganismo-planta.
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Los factoresambientalesinfluyen en la exudaciónradical y por tanto en

la actividad de la microflora edáfica. Cambiosen la temperaturay humedad

del suelo se reflejan claramenteen cambios de las poblacionesmicrobianas

<cambiosestacionales)(Thrower, 1954; Barclay y Crosse,1974; Acero, 1993).

Se pueden observar cambios de las poblaciones bacterianas con el tiempo,

inclusocuandolos factoresambientalesson relativamenteconstantes.

1.2.2. Efectosde los microorganisnossobrelas plantas

1.2.2.a. Organismosrizosféricos

La comunidad rizosférica está formada principalmente por

microorganismos:bacterias,hongos, protozoosy microalgasaunque también

estárepresentadala microfauna:nemátodosy ácaros.Generalmentela cantidad

de bacteriases superior a la de hongosque a su vez es mayor que la de

protozoosy algasy éstosa su vez que la microfauna(Katznelson,1965). Este

orden de densidadesrelativasde organismosno difiere de lo encontradoen el

suelono rizosférico, ni varia segúnla especiedeplantapero el númeroabsoluto

de organismossí cambia (Tabla 1.111).

Tabla 1.111. Poblacionesde microorganismosa variasdistanciasde la superficie
radical de plántulasde altramuz.

Distancia de la Bacterias(a) Streptomycetes~ ~) Hongos<0

raíz (mm).

0(b) 159000

497000—3

3—6

9—12

15—18

38000

37400

34170

27300

Razón R/S<~’ 5.8

46700

15500

11400

11800

10100

9100

5.1

355

176

170

130

117

91

3.9

26



(al: Aparecenen millares de unidadesformadorasde colonias por gramo
de suelo seco.
Cb>: Rizoplano.
CC): Razón R/S: nQ de microorganismos en el rizoplano 1 n2 de
microorganismosen suelono rizosférico.

Puente: Papavisas y Davey (1961>

Los estudios ecológícos de colonización microbiana Indican que las

bacteriasse distrIbuyen irregularmenteen el rízoplanoen función del tipo de

planta, de suelo y de las especiesde microorganismos(Asanumaet al., 1979).

Los polisacáridosy glicoproteinasde la superficieradicalconstituyenunamatriz

delgada de fibrillas que engloba gran número de organismos (E]liot et al.,

1979). Estamatriz constituyeel soportefísico en el cual serealizala absorción

de nutrientesy las reaccionesbásicasde transformaciónde los precursoresque

se transformaranen los nutrientes asimilablespor el vegetal. Por lo tanto la

estructurade estazonatanto física como biológica y los factoresque afectena

su funcionamientotendránun efecto decisivosobreel desarrollode la planta.

Ligadosa estacapamucilaginosalos microorganismosselocalizan, segúnBowen

<1979), preferentemente en las uniones intercelulares y en los lugares de alta

exudación recubriendosolo el 10% de la superficie radical (Bowen, 1981),

mientras que para Bennet y Lynch (í981) selocalizanpor igual en las zonasde

contactoentrecélulas y en la superficiede las célulasepidérmicas-

Por otra parte cabe destacarel efecto de la fauna rizosférica. Está

constituida principalmentepor nemátodos,ácaros y colémbolos y en menor

proporción por protozoos y larvas de pequeñosinsectos. Podemosencontrar

en la rizosfera tanto neniátodosde vida libre como parásitosde plantas. La

mayoría son de vida libre pero están asociados a plantas, alimentándose

superficialmentede tallos y raíces, bacterias,hongosy algas (Jones, 1959).
Las formas parásitas son en su mayoríaendoparásitos,como Heteroderaspp.,

o ectoparásitos,como Tylenchusy Dorylaimus spp. Los nemátodosa su vez

sirven de alimento a pequeñosácarosque tambiénse alimentande bacteriasy

constituyen en ocasionesparásitosde plantas. En resumen, el efecto de la

microfaunasobrela plantaes tanto directo <parásitos),comoIndirecto a través

de las interaccionescon bacteriasy de la propia microfaunaentresi.

27



Otra propiedadde algunasbacterias,beneficiosapara la planta, es la

capacidadde controlar patógenos,bien medianteantagonismoso competencia

(Burr y Caesar,1984; Schroth et al., 1984; Gaskinset al., 1985; Davison,

1988). Muchasbacteriasy en particularPseudomonasy Baciflus son capacesde

controlar patógenos,sobretodo hongos.Algunas especiesde estosgénerosse

usan,así mismo, como pesticidasde algunoslepidópterosen el suelo (Watrud

etal., 1985).

Mención especialrequierenlas simbiosisentre raícesy microorganismos

fijadores de nitrógenoy entre raícesy micorrizas. En amboscasoslas plantas

representanla fuente de sustratoscarbonadosy obtienena cambio un aporte

significativo de nutrientes, principalmentenitrógeno y fósforo. Mediante la

fijación denitrógenobacteriascomo Rhizobiumy Bradvrhizobiumspp. aumentan

la cantidadde nitrógenodisponibleparaalgunasleguminosas(Alexander,1984).

Frankia spp - fija de nitrógeno en plantascomo Alnus sp. (Sheppardet al.,

1989), ¡jyfl~ sp. Elaeagnussp etc. Otras bacterias,como Bacillus polimyxa

,

Bacillus megaterium o Pseudomonas fluorescens Incrementan la disponibilidadde

P para las plantas (Brown, 1974).

Los microorganismos,tanto en el suelono rizosféricocomo en la rizosfera

están expuestosa un amplio rango de temperaturas que varia según la

coberturade la planta, la humedaddel sueloy la profundidad(Griffin, 1972).

El efecto de la temperatura sobre la actividad microbiana en la zona radicular

es másbien indirecto, estefactor controlael crecimientode la plantaasí como

la naturalezay cantidad de exudados radicales. Puesto que los exudados

también varian con las distintas especiesde plantas, una misma temperatura

afectaráde modo distinto a las distintas especiesde plantas (Rouatt et al,

1963). El número de bacterias Gram negativas decrececonforme aumentala

temperatura.Sin embargolas Gram positivasse comportande forma opuestaa

las anteriores. El efectorizosferapara la cebolla, es más pronunciadoa 250C

que a 180 o 16W (Fenwick, 1973), sin embargoestatemperatura(25W) no es

la temperaturaóptima de crecimiento para la cebolla <160C). El número de

bacteriasamonificanteses mayora altas temperaturas.
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1.2.2.b. Sustanciasmicrobianasque afectana las plantas

Cualquier sustancia benéfica o tóxica producida por la microflora

rizosférica puede causar un efecto inmediato y profundo sobrela planta. Por lo

tanto las modificaciones en la abundancia de microorganismoso en las
proporcionesrelativas de gruposindividuales afectarána su vez a la plantaa

través de las relacionescatalizadasmicrobiológicamente.La capacidadde los

microorganismosedáficos para sintetizar muy distintos tipos de metabolitos

afectana las propiedadesdel suelo a la composiciónquímica de éste y a las

plantasque en el se desarrollan.Sonmuchoslos ejemplosque se puedencitar

a eserespecto.

El conjunto de sustanciasque afectande un modo directo (metabolitos

bacterianosqueactúansobrela planta) o indirectamente(metabolitosqueactúan

sobreotros microorganismosrizosféricos, beneficiososo patógenos)se pueden

resumir en ocho grupos:

a) Reguladoresdel crecimientovegetal<fitohormonas):Se ha observado

que hayun gran grupode microorganismoscapacesde producir “in vitro” e ‘Un
vivo” vanos tipos de fitohormonas. Algunas especies de Pseudomonas

,

Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, favorecen el crecimiento de la planta

mediante la producción de hormonas como el ácido indol—acético (IAA),

giberelinas,o citoquininasen la rizosferade las plantascuandoéstasestánen

estado de plántula (Brown, 1974; Nieto y Frankenberger, 1989). Factores

ambientalescomo el tipo de suelo, temperatura,humedady pH, tipo de planta

e intensidadde la luz, determinanla liberacióny el efecto de estashormonas.

b) Fitotoxinas: Compuestosque, a bajas concentraciones,Inhiben el

crecimientoy desarrollode plantas.

c) Vitaminas: El crecimiento de raícesde plantascultivadas en medios

sintéticosdependeen muchasocasionesde la adición de una o variasvitaminas

como la tiamina, ácido nicotínico y/o piridoxina. En condicionesnaturaleses

difícil estudiar la captación de vitaminas por las plantas, en este sentido

algunos fisiólogos vegetaleshan señaladola existenciade cierta heterotrofíaa

esterespecto(Bustrdm, 1965).
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d) lonóforos: Se trata de compuestos de origen bacteriano o fúngíco

capacesde quelar hierro y otros metales(Neilands, 1977). El efecto de estos

compuestossobrelas plantases, en unoscasos,indirecto al actuarsobreotros

microorganismospatógenoso beneficiososde plantascomoel encontradopor GUI

y Warren (1988) en ?seudomonas sp., que actúa sobre el hongo patógeno

Phytium ultimum. En otrasocasionesesdirecto, actúandosobrela planta; así

Beckeret al. <1985) encuentraque la Pseudobactina(sideróforoproducidopor

PseudomonasaureofaciensATCC 15926) inhibe la captacióndel ion férrico por

las raícesde guisante y maíz en un grado tal que se reduce la sintesis de

clorofila.

e) Antibióticos: Los microorganismosrizosféricos producenantibióticos

con el fin de reducir competidoresen el medio en el que sedesarrollan. Estos

metabolitos microbianos actúan sobre la planta de un modo indirecto (actuando

sobre patógenos de vegetales): por ejemplo Howell y Stipanovic (1979)

encontraronquela cepaPf—5 de Pseudomonasfluorescensproducepioluteorina,

antibiótico eficaz de un hongopatógenodel algodón (Phytium ultimum) -

f) Lectinas y aglutininas: las aglutininas son azúcareso glicoproteinas

<actualmentellamadas lectinas) que se combinan con receptoresespecíficos

(mono u oligosacáridos)de la célula hospedadora(de planta o microbiana).

Claramentelas lectinasposeenun considerablepapelmediandola adherenciaa

superficiesradicalesde microorganismosdeterminados.

g) Agentes agregantesdel suelo: Los agregadosedáficos son formados

principalmentepor fuerzas físicas. Sin embargojunto a éstasaparecenotros

elementosque conducena la formaciónde agregadosedáficos.Es bien conocido

que la rizodeposiciónproporcionaun mejor sustratopara la estabilizacióndel

suelo por 105 microorganismos, que contribuyen por ejemplo, a la rápida

formación de agregadosen suelosde pastizales(Lynch y Bragg, 1985)

h) Enzimas: Se han identificado mas de 50 enzimas activas en el suelo

(que incluyen entreotras oxidoreductasas,transferasas,hidrolasasy liasas)

procedentes tanto de microorganismos rizosféricos como de los propios

vegetales.Estos agentescatalíticossonInmovilizadosen el suelo por arcillas,

huminasy constituyenun biocatalizadorextracelularpersistente(Burns, 1983)

En la tabla 1.1V seha realizadounarevisión de los diferentes grupos de

metabolitosmicrobianosque puedenafectara las plantas.
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Tabla 1.1V: Sustanciasproducidaspor microorganismosrizosféricosqueafectan
a especiesvegetalesdirectao indirectamente.

Tipo de sustancia Compuesto Microoorganismos

Reguladoresdel
crecimiento:

Ac. 3—indolacético Azotobacterpaspali
Azospirfllum brazilense
Rhizobiumtrtfolii
Rhizobium lequminosarum
Pseudomonasfluorescens
Pseudomonasputida
Bacillus sp.

Indol-3—acetamica
Ac. indol—3—láctico
Indol-3--acetaldehido

Pseudomonassp.
sp.
sp-

Pseudomonas
Pseudomonas

Giberelinas Ac. Giberélico Azotobacterchroococcum
Azotobacter beilerineckii
Azotobactervinelandii
Azotobacterpaspali
Pseudomonassp.

Citoquininas

Acido abscísico

Kinetina Pseudomonassp
Agrobacteriumtumefaciens
Corynebacteriumfasciens
Rhizobium leguminosarum
Escherichiacoli
Levaduras
Actinomicetos
Hongos

Cercosporarosicola

Hongos
Pseudomonas putida
Pseudomonasfluorescens

Fitotoxínas:

Acidos alifáticos:

Acidos fenólicos

Acético
Propiónico
Butírico

Amplio grupo de
microorganismos
anaerobios.

Ac. p—hiroxibenzoico
Ac. p—cumarico
Ac. Syringico
Ac. Ferúlico

Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Auxinas

Etileno
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Tabla 1.1V (Continuación): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricosque afectana especiesvegetalesdirectao indirectamente-

Tipo de sustancia Compuesto Microoorganismos

Fitotoxinas (continuación).

Acido sulfhídrico

Acido cianhídrico

Desulfotomaculumsp.
Desulfovivrio sp.
Desulfomonassp.
Desulfuromonassp.

Chromobacteriumvolaceum
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonaschloraphis
Pseudomonasaurofaciens
Marasmiusodeades
Clorella vulgaris

Vitaminas:

Bioiotina Pseudomonassp.

Bacillus sp.

Acido nicotínico Pseudomonassp.

Bacillus sp.

Acido pantotémco Pseudomonassp-

Bacillus sp.

Tiamina Pseudomonassp.

Bacillus sp.

Cobalamina Pseudomonassp.

Bacillus sp.

lonóforos:

Enterobactina Enterobacteriacas

Parabactina Paracoccusdenitrificans

Vibriobactina Vibrio cholerae

Esquizoquina

a c-bis-2,3-dihidroxi
benzoil lisina

Bacillus megaerium
Anabaenasp.

Pseudomonassp.

32



Tabla 1.1V (Continuación): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricos que afectan a especies vegetales directa o indirectamente.

Tipo de sustancia Compuesto Microoorganismos

lonóforos (continuación):

Pyochelina

Pioverdina

Pseudobactina

Ferribactina

Ferrioxaminas

Pseudomonassp-

Pseudomonassp.

Pseudomonassp-

Pseudomonassp.

Actinomycessp.

Ferricromos Ascomicetesy
basiddiomicetes.

Ac- Rodoturflico Rodotorula sp.

Antibióticos:

Agrocin 84

Patulina

Agrobaceriumrhizogenes

Penicillium patulum
Aspergillus clavatus
Aspergillus terreus

Pioluteorina

Pirrolnitrina

6n-pentii-2H-
piran—2—ona

Pseudomonasfluorescens

Pseudomonas fluorescens

Trichodermaharcianum
Trichodermakoningii

Gliovirina Giocladium vírens

Ac. Fenzin-1-

Carboxilico. Pseudomonasfluorescens

Lectinasy Aglutininas: Klebsiella sp.
Enterobactersp.
Agrobacteriumtumefaciens
Sclerotium rolfsii
Rhizoconia solanii
Enterobacer cloacae
Trichoderma sp.
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Tabla 1.1V (Continuación): Sustancias producidas por microorganismos
rizosféricosque afectana especiesvegetalesdirecta o indirectamente.

Tipo de sustancia Compuesto Microoorganismos

Agentesagregantesdel suelo: Enterobactercloacae
Trichodermaharzianum
Sordariaalcina

Enramas.

Oxidoreductasas Ureatooxidasa
Catecol oxidasa
Lacasa
Peroxidasa
Monofenolmonooxigenasa

Transferasas Dextranosucrosa
Levanosucrosa
Tiosulfato sulfurotransferasa

Hidrolasas a-amilasa
B—amilasa
Celulasa
Xflanasa
fS—glucosidasa
Peptidasa
Asparaginasa
Glutaminasa
Anddasa
Fosfatasaácida
Fosfatasa alcalina
Carboxilasa

Liasas Glutamato descarboxilasa
Tirosina descarboxilasa

Puente: condeneadó de Lyncb (lggo))

CC>: Amplío grupo de aícroorganieaOa.
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1.3- Alnus glutinosa

El aliso —Alnus glutinosa <L - ) Gaertner—, se encuentra encuadrado

taxónomicamente en el orden fagales, dentro de la familia Betulaceae.Se trata

de un árbol de tamaño 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 derechode casi 1 m de diámetro, con cortezapardo—oscura

resquebrajada,casi lisa y de color pardo—grisaceao pardo—rojizaen ejemplares

jóvenes. La copa es al principio casi piramidal y más tarde redondeadao

irregular, con las ramasabiertasy ramillas lampiñasy pegajosas.

Las hojas de 4 a 10 cm, con peciolo bien desarrollado,de color verde

oscuro por el haz y más claro por el envés, dondesuele llevar mechonesde

pelillos en el encuentro de los nervios. Son de forma redondeada, elipticas u

obovadas,deborde sinuoso,recorridopornumerososdientecillosy terminación

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

sépalosy 4 estambres,estánagrupadasen inflorescenciasamentaceas(racimo

de cimas en dicasio), con tres flores por bráctea. Estas inflorescencias miden

entre 5 y 12 cm de largo, siendoprimero erectasy de maduraspéndulas.Las

flores femeninas están constituidas por un gineceo súpero sincárpico de 2

carpelos rematados por un estilo y dos estigmas rojizos; se agrupan en

inflorescenciassemejantesa las de las flores masculinasde aspectoovoide, que

cuandomaduranquedanleñosasy enegrecidas.

La fenologíaesvariable, pero sueleflorecer defebreroa abril y maduran

los frutos a final del otoño, manteniéndosemuchotiempo en el árbol.

Su área de distribución es relativamenteamplia (Europa, Asia y NW de

Africa). Formabosquesen galeríaen ríos y riberas, fondos de valle, lugares

inundados y laderas húmedas, hasta los 1700 m.
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lA. Plan de trabajo: obietivos.

Las modificacionesde distintascaracterísticasedáficas(fisicoquímicasy

microbiológicas)que se dan en torno a plantasdiazotrofashan sido objeto de

distintos estudios previos (Gutiérrez Mañero, 1987; LUnares, 1990; Probanza,

1991 y Pozuelo, 1991; Acero, 1993). La mayor partede estosestudiossehan

centrado en los efectos de la planta sobre el suelo circundante a diferentes

distanciasy profundidadesde la misma, estudiandolos microorganismosde los

grupos funcionales del ciclo del nitrógeno. El presentetrabajo aborda los

efectos del Aliso sobre su rizosfera a través de los exudadosy el camino

inverso: los efectosde las microorganismosrizosféricossobrela planta. En el

estudiodeestosefectossehan consideradodeun modo especiallas derivaciones

que afectan al ciclo del nitrógeno. Por todo ello el trabajo está estructurado en

daspartesdiferenciadas:

(i) direcciónplanta suelo:

71. Estudio de la composiciónde los exudadosnodularesy radicales de

Alnus glutinosa en condiciones de estrés hídrico. Los nódulos y raíces

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

química.

2. Estudio de la composición de los exudados de alisos nodulados y sin

nodular <en condicionesnormales)de cultivos hidropónicos.

3. En ambos casos los exudados podrian estar implicados en la

modificaciónde lasactividadesde los gruposfuncionalesdel ciclo del nitrógeno,

por contenercompuestosque inhiban o activenlos sistemasenzimáticosde las

entidadestaxonómicasque forman dichos grupos funcionales.Paracomprobar

estahipótesis, se realizaronensayosbiológicos en los que se pruebael efecto

de exudados sobre cuatro suelos distintos, estudiándosepara la fijación de

nitrógeno (ARA), amonificaclón,nitrificación, desnitrificacióny producciónde

CO2.

La comprobación de la hipótesis incluye tambiénla caracterizaciónde los

suelos (nitrógeno total, contenido en carbono orgánico, nitrógeno—nitrato,

nitrógeno—amonio, textura, pH, CRM, ARA, amonificación, nitrificación y

desnitrificación) y de los exudados,tanto fisicoquímica(pH, nitrógeno—nitrato,

nitrógeno—amonio, nitrógeno total y carbono orgánico) como bioquímica

<azúcares,lípidos, aminoácidosy proteínas).
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(ji) direcciónsuelo-planta:

1. Estudio de las bacteriasasociadasa la rizosfera de Alnus glutinosa

:

variación estacionalde la composicióntaxonómicaa nivel de géneroy grupos

fisiológicos del ciclo del nitrógenoalos quepertenecenlos génerosmayoritarios

de cadaestación-

2. Efecto de los metabolitos producidos por las bacteriasmayoritarias

sobrela velocidady tasade germinación-

3. Efecto de los metabolitos producidos por las bacterias mayoritarias

sobreel crecimientode los alisos. Efectossobreplantasnoduladasy sin nodular

(ARA, nitrógeno total, número de lóbulos, respiración nodular y distintos

parámetrosbiométricosde la parteaéreay radical de las plantas).
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2. MATERIALES Y METODOSEMPLEADOSEN LAS EXPERIENCIAS

REALIZADAS EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



2.1. Característicasde las zonasde muestreo

Los suelos empleadosen las pruebas biológicas del presenteestudio

fueron recogidos en las tres grandesunidadesfisiográficas de la provincia de

Madrid: la siena (suelo B), la rampa <suelo A) y la cuenca (suelo C); así

mismo se empleóun suelo de aliseda (suelo D). Del estudio de los parámetros

fisicoquímicosde dichossuelossedesprendenunascaracterísticasmuydistintas

en los cuatrocasos-

El suelo A se recogió en las proximidades de la urbanización
Montepríncipe,en Boadflia del Monte. La vegetaciónde estazona se encuadra

dentro de la seriemeso—supramediterraneaguadarrámico—ibéricasilicícola de la

encina (Juniperooxicedri—Quercetorotunifoliae), en su faciesmatritensesobre

sustratosdetríticos (Rivas-Martinez, 1982). En el lugar donde se verificó el

muestreoabundaban, ademásde la fagacea, Cistus ladaniifer L., Retama

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

Se trata de un suelo con pH 7.30, con capacidad de campo de 1:1.6

(g:ml) y una textura franco arenosa(65 % de arenas,13 % de arcillas y 21 % de

limos). Siguiendola Soil Taxonomyel sueloes por sus variacionestérmicasde

tipo Mesic, según la humedad se encuadra en el tipo sérico y por el estadode

evoluciónes un Inceptisol o anfisol.

La zona es de origen Miocénico (período medio) y está constituidapor

arcosas,arcillas arenosasy limos. Climatologicamentese caracterizapor su

carácter sub—húmedo, con unas precipitaciones medias anuales de 400 a 600 mm

y una temperaturamediaentre 100 y 120C.

El suelo B, de la sierra, se recogió en Los Altos de Peguerinos. La

vegetacióncorrespondea la subasociaciónJuniperonanae-Cytisetumpurgantis

pinetosum (Rivas-Martínez,1982), con poca presenciade enebrorastrero y

pequeñasmanchas de pasto con nardeta <Nardus stncta L.) y Narcisus

bulbocodium L.

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

y una textura Arcillo-arenosa <23 % de arenas,52 % de arcillas y 23 % de limos) -

La Soil Taxonomyencuadraestesuelo, segúnlas variacionestérmicasa las que
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estasujeto, en el tipo Mesic, por su humedaden el tipo Ustico y por su estado
de evolución tipo Entisol.

La zona, de origen Precámbrico-Cámbrico,formadaprincipalmentepor

gneisesglandularesfémmicos,y dlimatologicamentehúmedao sub—húmeda.Las

precipitacionesanualesestánen torno a los 800, 900 o hasta1300 mm, en tanto

que las temperaturasmediasanualessonde 60 a 100C.

El sueloC, de la depresión,setomó de las lomaspróximasa Ontígola, en

las cercaníasde la NacionalIV. La vegetaciónpotencialdel lugar corresponde

a la serie mesomediteraneabasófila de la encina: Bupleuro riqidi—Quercetum

rotudtfoliae, en su faciación sobresustratosyeslferos. La vegetaciónreal esta

constituida por algunos terófitos aromáticos (Thymus zygis) gramineas

amacoyadas(SUpatenacissima)y otras especiesde marcadocaráctergipsofio

(Mercurialis annua, Gipsophila strthium)

.

Dicho suelo tiene un pH de 8.01, unacapacidadde campode 1:0.7 (g:ml)

y una textura franco arenosa(52 % de arenas,18 % de arcillasy 28 % de limos).

Por las característicasambientales y según la Soil Taxonomy el suelo es

térmico, xérico y por su estado de evolución perteneceal grupo de los

Aridisols.

El origen geológico de esta zona está en el Mioceno medio y está
constituidapor yesostableados,arcillasy margasyesíferas.La climatologíadel

lugar se caracterizapor la escasezde las precipitaciones(de 400 a 500 mm

anuales)y una temperaturamediaanualde 130 6 14W.

El suelo D, de aliseda, se tomó del arroyo de las Tórtolas (véase

apartado2.2) - Dicho suelo tiene un pH de 7A3, una capacidadde campo de

5:4.5 (g:ml) y una textura arcillo arenosa(24 % de arenas, 24 % de arcillas y

52 % de limos). Por las característicasambientalesy segúnla Soil Taxonomyel

suelo es térmico, Udico y por su estadode evolución está en el grupo de los

Entisols -

Geológicamentela zonaestáconstituidaporarenas,cantosy arcillassobre

rocas Precámbricas—Cámbricas de tipo granítico. La climatología del lugar se

caracteriza por unas precipitaciones de 600 a 1000 mm anuales y una

temperaturamedia anualde 90 a 12W.
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2.2. Zonasde recogidade nódulosy raíces

Los nódulos y raíces se recogieron en una aliseda próxima a los Toros de

Guisando, coordenadas UTM 3OTtJK778691. La aliseda esta situada en los

márgenesde un arroyo con acusadoestiage, el cauce, en el que aparecen

dispersoslos alisos, varia entreuna anchurade 5 y 3 metros. Las muestrasde

raícesy nódulos seobtuvieron de distintos pies de planta, como se reseñaen

el apartadoZA, en unazona delimitadado abajopor unachoperay río arriba,

a 77 metros, por un aclaramientode los alisos.

La formación vegetal de la zona de muestreopertenecea la serie Galio

broteriani—Aineto qlutinosae, que ciixnécicamentees una formación nemorosa,

silvática, riparia e higrofitica dominada por el aliso. En estaalisedaaparecen

algunas plantas como zarzales (Rubus ulmifolius), junto a otrasespeciescomo

Scrophularia scorodonia U., Chelidonium malus L., Datura stramoníum U., Arum

maculatumL., SolanumdulcamaraL - o Sambucusnigra L.

Los márgenes del arroyo están ocupados por formaciones de la serie

Juniperooxicedri—Quercetorotundifoliae,bastanteaclaradapor suusoganadero

y salpicadode rosalessilvestresy cormcabras(PístacíaterebnnthusL.).

Las semillasempleadasen las experienciasdescritasen esteapartadose

recolectaronen la alisedaarribamencionaday en las alisedas del rio Sorbe a su

pasopor Humanes(Guadalajara)y del río Ugaldeen Murguia (Alava).

2.3. Recogiday preparaciónde muestrasde suelo

El muestreo en los 3 suelos se realizó en el otoño de 2990. En cada suelo

se analizaron3 réplicas formadascadauna de ellas por el homogeneizadode 3

fraccionesde suelo tomadasal azar. En condicionesasépticas,con una azada

previamente flameada se retiró la fdrna. Seguidamentese recogieron las

porciones de suelo en cadapunto seleccionado,se introdujeron en bolsas de

plástico nuevasy se trasladaronal laboratorio-

Las muestrassetamizarona travésdemallas de 2.0 mm, separándoselas

fraccionesdestinadasa los análisis fisicoquímicos y las destinadasal análisis

de las actividadesde los grupos funcionales. Las primerasfueron secadasa
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550C paraevitar pérdidassignificativasde nitrógenoinorgánico. Las segundas

seconservaronen recipientesa 40C.

2.4. Recogiday preparaciónde los nódulosy raíces

La recogida de nódulos y raíces de Alnus glutinosa se hizo en árboles

de distinta edad y situación en el soto de un modo aleatorio. Los nódulos y

raíces de distinto tamaño y procedenciase guardaronen bolsas de plástico

nuevas, despreciándoseaquellos que presentabansignos de necrosis. Para

retardar el inicio del proceso necrótico los nódulos fueron trasladadosal

laboratorio a 40C y sin desprenderlosde las raíces.

2.5. Obtenciónde los exudados

2.5.1. ObtenciÓnde exudadosnodularesy radicales

La obtención de exudados nodulares y radicales se realizó parcialmente

segúnlos métodosde Ayers y Thornthon (1968). Un esquemadel método se

ilustra en la figura 2.1.

Unavez en el laboratorio, selavaronraícesy nóduloscon aguadestilada

y se dispusierontres lotes de 100, 50 y 20 g (peso fresco). Seguidamente,

fueron esterilizadoscon hipoclorito para que los microorganismosrizoplánicos

no actuasensobrelos exudados.Posteriormenteseretiró el hipocloritomediante

tres lavadossucesivoscon aguaestéril. Los nódulosy raícesfueron secadosen

condicionesasépticasen una campanade flujo laminar durante7 días- De esta

manerase provoca la necrosispor estréshídrico y por falta de aporte de

nutrientes y fotosintatos.

Transcurridos7 días, los lotesde nódulos y raíces, fueron introducidos

en tres vasosde precipitadoque conteníancadauno un litro de aguadestilada

estéril y se tuvieron en maceración durante 12 horas. En este periodo la

campanade flujo laminar eraencendidacada3 horaspara extraer humedady

evitar contaminaciones.Así mismo cada 6 horasse encendíala lámparade luz

ultravioleta durante 10 minutos. El sobrenadantese filtró en condiciones

estériles,obteniéndosede estamaneralas solucionesde exudadosnodularesy

radicalesen cadacaso,en tres concentraciones:10%, 5% y 2%.
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El liquido resultantede cada maceraciónse distribuyó, en condiciones

estériles, en tubos de ensayoy se congelé a ~2ooC, para poder emplear la

cantidad necesaria en cada experiencia.

2.5.2. Obtención de exudados de plantas nodula das y sin nodular

La obtención de los exudados de plantas noduladas y sin nodular se

basa parcialmente en los métodosde Svenninngssonet al. (1990). Un esquema

del métodose ilustra en la figura 2.2.

Las semillas se esterilizaronsuperficialmentecon hipoclorito sódico (10

gil), durante 20 minutos, lavándoseposteriormentecuatro vecescon agua

destiladay estéril. Estassesembraronen ocho bandejasde plástico de 50 x 30

x 5 cm, lavadaspreviamentecon alcohol de 96% y aguadestiladay estéril, que

conteníanverrniculita Termita n23, estéril. Se regaroncon solución Crone con

nitrógeno (véaseapéndiceA, tabla A.I.1), estéril, diluida a 1/4 y ajustadaa

pH 5 con H
2504 2N. Efectuadala siembrase taparonla bandejascon plástico

perforado “Glad” para favorecer las condiciones óptimas de humedad. Se

mantuvieronen una cámarade germinacióna 21
0C con un fotoperiodo de 10 h

de luz, regándosediariamentea pesoconstantecon la misma solución estéril.

Transcurridascuatrosemanasdesdeel inicio de la germinación,cuando

las plantulas tenían 2 6 3 hojas bien desarrolladasseprocedióa la nodulación

regandocuatro de las ocho bandejascon un maceradode nódulosde aliso. Los

nódulos empleados para el macerado se esterilizaron superficialmente con

hipoclorito sódico (40 gil) durante20 minutosy selavaroncinco vecescon agua

destiladay estéril. El maceradode nódulos se preparó machacandoestos con

un morterodevidrio en condicionesasépticas.Las plantasnoduladasseregaron

desdecuatro días antesde la nodulación con Cronesin nitrógeno.

Se dejaron crecer las plantas hasta que tenían 8 pares de hojas,

eliminándose (tanto en las noduladas como en las no noduladas) las que

mostrabansignos de necrosis foliar, en ese momento se pasarona cultivo

hidropónico. A fin de eliminar contaminación rizosférica se esterilizaron los

aparatos radicales con hipoclorito sódico (10 gil) durante 3 minutos lavándose

7 veces con abundante agua a pH 4 y estéril. El medio consistió en solución

nutritiva Crone sin nitrógeno en las plantas noduladas y Crone con nitrógeno

en las plantas sin nodular, en todos los casos a pH 5 y a 1/2 de su
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concentración. Los recipientes empleados para el cultivo hidropónico fueron

Erlenmeyerde 250 ml tapadoscon papel de aluminio, sujetándosela planta al

cuello del recipiente mediante una hila de algodón hidrófobo.

Las plantas se mantuvieron en cultivo hidropónico una semana,

transcurridala cualseeliminaronlas plantasquemostrabansignosde necrosis.

El resto se pasaron a un nuevo cultivo hidropónico igual al descrito

anteriormente donde se mantuvieron por espacio de dos semanas. Transcurrido

esteperíodo de tiempo se almacenaronlos medios de crecimientoen los cuales

se encuentranlos exudados.Se diluyeron con el propio medio de cultivo a la

mitad y a un cuarto, obteniéndoseen cadacaso(noduladasy sin nodular) tres

soluciones, al 100%, 50% y 25%- A continuación se almacenaron en lotes de 50 ml

a -20W.

4Nódulos •
9

1

Separación de Nódafloa

y Raicee

• Raicee
y

Figura 2.1. Protocolo de obtención de los exudados nodulares y radicales.

recogida de
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sp;e
se

44



4 lonajo. can

nrmIcufltaszzzzzzzz1

1 Planto. Con
4 poru de »ofes

Planta

noduiado

N6dulo~
Exudados PN

1001

MACERADO

k aa<

3
Una Semana

Medro

O~on.—N

t *

Nuen cultifl

Hldr,pónloo
Das semanas

Exudados PSN

1001

¿y

MedIo~

Cron.fN

ESTERIUZADO’~ PASO A CL>~.TIVD >~DRO?OMICO

Figura 2.2. Protocolode obtenciónde exudadosde plantasnoduladasy plantas

sin nodular.

2.6 - Caracterización de suelosy exudados

Tantolas muestrasde suelo como los exudados<nodulares,radicales,de

plantas noduladas y de plantas sin nodular) se sometieron a análisis

fisicoquímicos para caracterizarlas.A continuación pasamos a describir la

metodología empleada en cada caso.

2.6.1. Análisis fisicoquímico en suelos

En los métodosque se describena continuaciónseemplearonfracciones

de suelo separadasa tal efecto <véanseapartados2.1 y 2.3.).

2.6.1.a. Capacidadde retenciónmáxima (CRM)

Se determinó por el método de García Trejo (1981). Las muestras de suelo

fueron secadas a 110 0C durante 24 h. Posteriormente se dispusieron 5 g de

tierra sobrealgodónhidrófobo en un embudo. A continuaciónsefue goteando

agua mediante una bureta sobre el montaje antes descrito, hasta que cayó del
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embudo la primera gota. El volumen de agua empleado es la CRMexpresado en

ml/g.

2.6.1.b. Textura de las suelos

La textura de cadasuelo se determinópor el método de Bouyucos.Este

métodosebasaen la dispersiónde las partículasen un medioliquido, utilizando

una solución acuosa de metafosfatosódico y carbonatosódico en cantidad

suficienteparaobtenerun concentración0-5 N desodio- Previamentela muestra

fue tratada con peróxido de hidrógeno para eliminar la materia orgánica, filtrada

y lavada con agua. Mediante el densímetrode Bouyucos se comprueba la

densidad de la suspensión a tiempos determinados y aplicando la ecuación de

Stokes seobtiene el diámetrode las partículassedimentadas(Day, 1965).

2.6.1.c. Medidadel pH

Se realizó frente a agua destilada. Se mezclaron 20 g de tierra y 20 ml de

agua destilada,agitándosela mezcladurante20 minutos. Despuésse midió con

un peachímetroEeckman0 12 P/N 123134 provisto de un electrodocombinado

de vidrio modelo RadiometerGK 2401 C.

2.6.1.d. Determinación del nitrógenototal

Las muestrasde suelo se sometierona digestión según el método de

Xjeldbal (1883) y posterioriormente se valoró el amonio producido, mediante

electrodoselectivo. A continuaciónse describeel método detalladamente-

Las muestras de suelo se secaron a 550C hasta peso constante en las tres

primerascifras decimales.A 2 g de la muestrase le añadieron25 ml de H
2504

concentradoy 10 g de catalizador (K2S04 y CuSO4, 15:0.5). La mezcla se

mantuvo a 500
0C durante 1 hora para que el ácido oxidan los distintos

componentesy todo el nitrógenopasaraa <NH
4)2504. Una vez frío seextrajo 1

ml del liquido digerido y se diluyó en 45 ml de aguadestilada.Se añadieron5

ml de NaOH10 M y se agito para facilitar la sustitución del amonio. El amonio

liberado se determinó por un electrodo específico, mode]o ORION 95—10—00

conectadoa un mv/pwmetro CRISON digit 501.
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Los datos obtenidos se llevaron a una recta patrón con el fin de ser

transformadosen unidadesde nitrógenototal. Esta rectase trazó a partir de

diluciones sucesivas de una estándar de 100 ppm de NH4CI. Los valores

correspondientesse ajustaron a una recta por el método de los mínimos

cuadrados.

2.6.1.e. Determinacióndel nitrógenoamonio

Se partió de 5 g de suelo a los quese añadieron45 ml de aguadestilada

y 5 ml de NaOH 10 M. La mezclase agité y el amonio liberado se determinécon

el mismoelectrodoy mv/pHmetro descritosanteriormente.

Los datos obtenidos se llevaron a una recta patrón a partir de diluciones

sucesivasde unasoluciónestándarde 100 ppm de NH4Cl como fuentedeamonio.

Los valores correspondientesse ajustaron a una recta por el método de los

mínimos cuadrados.

2.6.1.f. Determinacióndel nitrógenonitrato

Se siguió el método de Milham et al. <1970). Se tomaron4 g de sueloy se

disolvieron en 20 ml de una solución extractoradel ión nitrato (véaseapéndice

A, Tabla A.1.2). Medianteagitaciónvigorosadurante20 minutos selogra que

los nitratos de la muestra difundan al medio acuoso. la solución se deja

sedimentary se procedea medir la concentraciónde nitrato.

Como en los casos anteriores se empleó un mv/pHmetro CRISONdigit 501,

provisto de un electrodoespecificode nitrato ORION 93—07—00y un electrodo

de referencia ORION 90—02—00.

A partir de diluciones sucesivas de una estándar de 200 ppm de KNO3 en

solución extractora, se realizó la recta patrón. Los valores obtenidos se

ajustaron por el método de los mínimos cuadrados.

2.6.1.g. Determinaciónde carbonoorgánico

Se empleóel métodode Walkley y Black (1934) modificado. Se basaen la

oxidación del materialdel suelofácilmenteoxidable con dicromatopotásico. La

muestrade suelo se trató con excesode oxidantey la proporción gastadade

este se determinó valorando por retroceso con una solución valorada de sal

ferrosa.

47



A 1 g de suelo secado a 55 0C hastapesadaconstanteen las tres primeras

cifras decimales,se le añadieron 15 ml de K
2Cr2O,lNy2OmldeH2SO4

concentradoagitandola mezclaun minuto y dejándolareposardurantetreinta.

A continuaciónsediluyó con 200 ml de aguadestilada,con el objeto de facilitar

la observacióndel punto final de la titulación. Se añadieron25 ml de H3P04 al

50% (y/y) parahacermás patenteel viraje y 20 gotasde difenilaminasulfúrica

como indicador. Se valoró con FeSO4 0.5 N por retroceso. Simultáneamente se

realizó todo el proceso con un control sin suelo, para valorar los productos

oxidantes de los reactivos.

En la obtencióndel porcentajede carbonoorgánicode la muestradesuelo

se consideróque 1 ml de K2Cr2O, es equivalentea 0.003 g de carbono,y que

el método es efectivo en un 75% por lo cual el factor de corrección al 100% es

1.33 (García—Trejo,1981).

2.6.2. Análisis fisicoquímico de los exudados

Lassolucionesdeexudadosobtenidossegúnlos apartados2.5.1. y 2.5.2-

se caracterizaronestudiándoselas variables más interesantesde cara al

presentetrabajo.

El pH se midió directamenteen el extracto de exudadosen las mismas

condicionesen que se determinéen las fraccionesde suelo.
La medición de nitrógeno total se hizo conforme se señala en el apartado

2.6.1.d - El volumen de soluciónde exudadosempleadofue 1 de ml.

El nitrógeno amonio se determiné del mismo modo al referido en el

apartado2.6.1.e. El volumen de solución de exudadosempleadofue de 5 ml.

El nitrógenonitrato como se señalóen el apartado2.6.1.f. El volumen

de solución de exudados empleado fue de 4 ml.

Finalmente la medición de carbono orgánico se hizo según el protocolo

descritoen el apartado2.6.1.g. El volumende solución de exudados empleado

fue de 1 ml.

2.6.3. Caracterización Bioquímica de los exudados

En la caracterizaciónbioquímica de exudadosnos hemoscentradoen los

principiosinmediatosque,segúnla bibliografía, de unaformageneralpresentan

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

rizosféricos.
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2.6.3.1. Proteínas

El análisiscuantitativo de las proteínasserealizósiguiendolos métodos

de Biuret y de Lowry <Gormaleet al., 1949; Lowry et al- 1951). Se emplearon

dosmétodosen previsiónde las posiblesinterferenciasquepuedendarseentre

los polifenolesexistentesen los exudadosy el reactivo de Folin -

En ambos casos, la concentración de proteínas se efectúo mediante

rotavapora una temperaturade 35W partiendode 15 ml de exudadosde cada

uno de los cuatro tipos en su forma más concentrada.Una vez evaporadael

agua, se diluyó el precipitadoen 2 ml de aguadestilada,haciéndoseun 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 valoración colorimétrica de proteínas para

lo cual se construyóuna rectapatrón en cadacaso.

Biuret: La recta se construyó a partir de 10 tubos de ensayo que

contenian 10 ml de seroalbúmina en concentraciones desde O mg/ml hasta

lmg/ml. A cada tubo se le añadieron 5 ml de NaOH0.1 N y Tartrato Na-K al 20%

(p/v) en proporción 0.5:25. Tras 15 minutosde reposose leyó la absorbancia

a 500 nm en un colorímetro Spectronic20D (Roy Milton Company). Con los

problemas (exudados nodulares, radicales, de plantas noduladas y de plantas

sin nodular) seefectuóidénticoproceso,interpolándoselos distintosvaloresen

la rectapatrón construidaa tal efecto.

Lowry: El protocoloesesencialmenteel mismo,a excepciónde queademás

se añaden 0.5 ml del reactivo de Folin—Ciocalteu (Panreac) 1/3 diluido,

midiéndosetambiénla absorbanciaa 500 nm.

2.6.3.2. Hidratosde carbono

Los hidratos de carbono se valoraron cualitativamente, mediante

cromatografíaen capa fina, siguiendo el método de Clark <1983). Los cuatro

tipos de exudados, se concentraronen rotavapor a partir de 20 ml. Los

concentradosseaplicaronen cromatofolioaluminadode celulosaF de 20 x 20 cm
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(Merck), aplicándose también estandares de fructosa, galactosa, glucosa,

lactosa, maltosa, xiosa, rafiriosa, manosa, sacarosa, sorbosa, rhamnosa,

levulosa y sorbitol al 1% (p/v) en agua.

La cromatografíasecorrió enunacubetadevidrio, empleándosecomofase

móvil isopropanol: ácidoacético: agua (3:1:1) - El reveladoseefectuó rociando

la cromatografíacon reactivo de anilina-ácido oxálico. Dicho reactivo está

formadopor una disolución de anilina en aguadestiladaal 2% queseañadecon

ácido oxálico O -25% (p/v), en proporción 2:3, antesde rociar. El revelado se

completamanteniendoel papel de cromatografíaen estufaa 1100C durante15

minutos.

2.6.3.3. Lípidos

La caracterización de lípidos se efectuó cualitativa y

semicuantitativamente,siguiendoel métodode Bligh y Dyer <1959). A 2 ml de

cadatipo de exudadosseañadieron2 ml decloroformoy 5 de metanolagitándose

la mezcladurante2 minutos.Seguidamenteseañadieronotros 2 ml decloroformo

y tras agitar 2 minutos se centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos en una

centrífugademesaSelectaS-240. Efectuadala centrifugación,seguardóla fase

orgánicarepitiéndoseel procesopara la faseacuosados veces. Las tres fases

orgánicasse luntaron tratándosecon Na
2SO, anhidro para eliminar el agua.

Seguidamenteseffltró a un tubo de pesoconocido,evaporándoseel cloroformo

mediante rotavapor a 35W. Una vez eliminado el cloroformo se calculó la

cantidadde lípidos por diferencia.

El análisis cualitativo se realizó en cada tipo de exudados mediante

cromatografíaen capa fina en gel de sílice. Los lipidos obtenidos como se

describióen el párrafo precedente,se redisolvieron en 0.1 ml de cloroformo y

se aplicaronen una hoja de cromatografía(20 x 20 cm, Merck), junto a tres

patrones: lecitina, coleserol y tripalmitina al 10% en cloroformo. La cromatografía

se corrió en una cubetade cristal, usandocomo fase móvil hexano: acetona:

ácido acético (70:30:2). Parael revelado, serocíO la cromatografíacon ácido

fosfomolfbdicoal 10% en destiladay se mantuvoen estufa10 minutos a 80~C.

50



2.7. Análisis de la actividad de los grupasfuncionalesdel ciclo del nitrógeno

en presenciade exudados

Se determinaron:la actividad reductoradel acetilenopotencial(ARA), el

potencial amonificante<mineralización), el potencialnitrificante y el potencial

desnitrificantetotal. La valoraciónde estasactividadesserealizóaplicandolos

exudadosobtenidossegúnseha descritoen 2.5. sobrelos suelosrecogidosen

las zonasdescritasen 2.1.

2.7.1. Determinaciónde la actividadreductorade acetileno(ARA) potencialen

los suelosen presenciade exudados

La actividad reductora de acetileno en suelos se evaluó siguiendo el

método de McNabb y Geist (1979) en las condiciones que proponenGrant y

Binkley (1987). Paraello se colocaron50 g de los cuatro suelosen recipientes

estancosde 375 ml. A continuaciónseañadieronlos exudadosnodularesal 10%;

la operaciónserepitió paralas concentracionesal 5% y 2%, y siguiendoel mismo

métodopara los exudadosradicalesobtenidosen amboscasoscomo seindica en

2.5.1. Respectivamentelos tratamientosse denominaronTiN y TíR, cuandose

aplicanlos exudadosal 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 capítulo 4). En todos los casos se llevaron

a CRM. Además se hicieron seis controles:

El primero (común paranodularesy radicales)con aguadestilada estéril

a CRM(Ca).

El segundoadicionandoel máximoaportede carbonoqueproporcionanlos

exudadosen forma de glucosa<2.66%, en nodularesy 2.053%en radicales) y

agua destiladaestéril a CRM <Co>.

El tercer control, fue análogo al segundopero con dobleconcentraciónde

giucosa,es decir un 5.32 % en nodularesy 4.106%en radicales,<2C).
En el cuarto control se adicionó la misma cantidadde glucosaque en el

segundocontrol y se llevó a CRM con los exudadosen su máximaconcentración

es decir al 10% (C+E).

En el quinto control seadiclonó la misma cantidadde glucosaqueen Co

y sellevó a CRM con una disolución de Na2MoO., de 2.5 g/l, (M+C).

El sexto control con una disolución de Na2MoO4 de 2.5 g/l a CRM, 14.
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En el caso de los ensayoscon exudadosde plantas noduladasy sin

nodular se procedió de modo análogo al descrito anteriormente, es decir

también se aplicaron los exudados,en este casoobtenidossegúnel apartado

2.5.2, al 100%, 50% y 25%, respectivamentetratamientosTi, T2, y T3PN cuando

los exudados procedian de plantas noduladasy Ti, T2 Y T3PSN cuando

procedíande plantassin nodular. En los controlesseintrodujeronlas siguientes

modificaciones:Los controles Co llevaron en esecasoun 4.01% de glucosaen

exudadosde plantasnoduladasy 2.36% en los de plantas sin nodular; los

controles 2C se efectuaron con 8.02 % en el caso de exudadosde plantas

noduladasy 4.72% en los de plantassin nodular. Ademásseefectuaronotros

dos controlescomunespara ambostipos de exudados:el primero con Crone con

nitrógeno, a CRM <CN) y el segundocon Crone sin nitrógeno, tambiéna CRM

(SN), ya que los exudadosse colectaronen el medio nutritivo Croneen el que

crecieronlas plantas.

Posteriormentesesustituyóun 10% de la atmósferade los recipientespor

acetilenoy sedejaronen incubacióndurante24 horasa temperaturaambiente.

Al mismo tiempo se realizaron incubaciones sin acetileno en los cuatro suelos

para estimar la emisión de etileno procedente de otras fuentes que no fuera la

reducción del acetileno.

El etileno producido tras una hora de incubación se midió en un

cromatógrafode gasesKONIC 3000 HRGC, con un detectorde ionización de

llama y una columna Porapak R <malla 80/100) de 150 cm de longitud y 0.3 cm

de sección, en las condiciones siguientes:

Temperatura de la columna: 50 0C.

Temperaturadel inyector: 100 0C.

Temperaturadel detector: 150 0C.

Gas portador: Nitrógeno.

Flujo del gasportador: 20 ml/mm.

Volumen de la muestra:0.5 ml.

2.7.2. Determinacióndel potencialamonificanteen presenciade exudados

Paraevaluarla amonificaciónpotencialse siguió el método de Standford

y Smith (1972). En recipientesde 120 ml seincubaron: 15 g de cadasuelo, 0.09

g de Asn, 0.15 ml de solución de oligoelementos,3.75 ml de solución de
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Winograsky doble concentrada y exudados nodulares o radicales (TíN y TiR;

T2N y T2R; T3N y T3R) hastala CRM. Se hicieron dos controles: el primero

con 0.09 g de Asn y aguadestiladaestéril (Ca). El segundocontrol se hizo con

0.09 g de Asn adicionandoel máximo aportede nitrógenomineralizablede los

exudados(el que aporte cadala solución de exudadosal 10%) en forma de N—

Asn y las solucionesde 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 exudadosde plantasnoduladasy sin nodular, además

de los distintos tratamientos (Ti, T2 y T3 de FN y PSN) se efectuaronotros

dos controlesmás con Crone con y sin nitrógenoanálogosa los descritosen el

epígrafe precdente.

Los recipientesse taparon con algodón para evitar contaminacionesy

permitir la transpiración. Se incubaron72 h en oscuridada 210C -

De todos los recipientes se tomaron 5 g de la mezcla al iniciarse la

incubación y otros tantos finalizar la misma. En estos alícuotas se midió el

amonio producido, obteniéndoseNt, del modo en que se reseñaen el apartado

2.6.1- e. Posteriormentese calculóel potencialmineralizantepor la ecuaciónde

Stanfordy Smith (1972):

log (No—Nt) = log NOXt,

donde “k” es dicho potencial o la tasa de mineralización, No, el N

mineralizable a tiempo cero <Asn) y t 72 h.

2.7.3. Determinación del potencial nitrificante en presencia de exudados

Para la determinacióndel potencialnitríficante se siguió el método de
Adams y Attiwill <1982). Se incubaron 100 g de suelo y se introdujeron en

recipientesde 500 ml. A cadasuelo se agregaronlas solucionesde exudados

radicales y nodulares al 10%, 5% y 2% (TíN y TiR; T2N y T2R; T3N y T3R) a

CRM y sesuplementaroncon 0.016 g de (NHJ
2SO4,cantidadsuficienteparaque

la concentraciónde amonio seasuperior a 10 ppm e inferior a 800 ppm. Por

debajode 10 ppm el amonio es ]imitante para la nitrificación (Verstrate, 1981)

y por encimade 800 ppm se inhibe el proceso(~Jonesy Hedlin, 1970).
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Además se hizo un control común para ambos con agua y 0.016 g

(NHJ2SO4 (Ca) y otro con la citada cantidad (NH42504, el aporte máximo de

amonio de exudadosy agua, siemprea CRM (CNN y CNR).

En el casode los exudadosde plantasnoduladasy sin nodular, apartede

los diferentestratamientos(Ti, T2 y T3 de FN y PSN) se efectuaroncontroles

con Cronecon y sin nitrógenocomo los descritosen los apartadosprecedentes.

Los recipientessetaparoncon algodónparaevitar contaminacionesy permitir

la transpiración.

Se tomó una muestra de suelo de cada recipiente al inicio de la incubación

y se midió el contenido en nitrato. La incubación se verificó en oscuridad

durante 20 días a 21
0C, transcurridos los cuales se procedió a medir el

contenidoen nitrato. Las medicionesde estese hicieron como seindica en el

apartado2.6.1.f. El incrementoen nitrato en ppm durantedicho períodoes el

potencial nitrificante. Durantela incubaciónsepesaronlos recipientescada48

horasparareponercon aguadestiladaestéril las pérdidasde humedad.

2.7.4. Determinacióndelpotencialdesnitrificantetotal en presenciadeexudadas

Se efectuóporel métodode inhibición poracetileno(Yoshinariy Knowles,

1976), en las condicionesdescritaspor Vinther (1984). Se tomaron50 g de

tierra a los quese adicionaron los exudados nodulares y radicales (TíN y TIR;

‘r2N y T2R; T3N y T3R) hastaCRM y se introdujeronen recipientesestancos

de 375 ml de volumen. A continuación se sustituyeron 37.5 ml de la atmósfera

del recipientepor otros tantos de acetileno. En esta experienciase hicieron

controlesigualesa los descritosen el apartado2.7.1, a excepciónde los que

contenían molibdeno.

En el caso de los exudadosde plantasnoduladasy sin nodular, además
de los diferentestratamientosse efectuarontambiéncontrolescon Cronecon y

sin nitrógeno.

Los suelos se incubaron durante 96 horas a 210C. El óxido nitroso

producidoseevaluópor cromatografíade gasesen un cromatógrafoKQNIK 3000

HRGC, con un detectorde conductividadtérmicay una columnaCromosorb101

(mafla 80/100) de 200 cm de longitud y 0.2 cm de sección,en las siguientes
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condiciones:

Temperatura de la columna: 4500

Temperaturadel inyector: 750C

Temperatura del detector: 1000C

Gas portador: Helio

Flujo del gas Portador: 18 ml/mm

Volumen de Muestra: 1 ml

2.7.5. Producciónde dióxido de carbonoen presenciade exudados

Paraestablecerla producciónde CO
2 seempleóel mismo protocoloque en

la desnitrificación, tanto en las condiciones de incubación como de

cromatografía.La columnay condicionesempleadaspermitensepararel CO2 del

restode los gasesy por lo tanto conocerla producciónde CO, en nmolesg’ de

sueloIr’

2.8. Tratamientode la información

En esteestudio se ha trabajadocon variables fisicoquímicasy bióticas.

Aunque los métodos empleados son de uso bastante generalizado, están

expuestosa posibleserroresexperimentales,si bien la eficienciay limitaciones

de dichos métodosestán suficientementeprobadas. Las medicionesen cada

prueba (tanto fisicoquímicas como bióticas) se han hecho sin seguir orden en

las réplicas, por lo que el error experimental es aleatorio. Así pues la

distribución de una variable determinaday sus erroresse puedenconsiderar

como aleatorios,o al menoslo suficientementeparecidosparapermitir el empleo

de pruebas paramétricas en el contraste de las hipótesis formuladas.

Las fuentesde variación sonla concentraciónde exudados(nOdularesy

radicalespor una partey los de plantasnoduladasy sin nodular por otra), los

respectivoscontrolesy los cuatrosuelosensayados.Parala comparaciónde los

datos bióticos se ha empleadoel análisis de la varianza (ANOVA) bidirecional

con réplicas y dosfactoresde variación (Sokoaly Rohlf, 1979): concentración

de exudadosy tipo de suelo. La actividad biológica de los distintos grupos

funcionalesseconsiderapor separado.Poruna parteen presenciadeexudados

nodulares y radicales y por otra en presencia de exudados de plantas

noduiladasy sin modular. Estaseparaciónrespondea las diferenciasexistentes

en el procesode obtención de las dos gruposde exudados.
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Cuandodichosfactoresinfluyen significativamenteal nivel del 95% (*) o

del 99% (**), seprocedea la comparaciónde los valoresmediosmedianteel test

estádisticoLSD (mínima diferenciasignificativa) (Sokoal y Rohlf, 1979>.

Por otra partese han comparadolos datosfisicoquímicosde los suelosy

de los exudadosmedianteanálisis de la varianza unidireccional con réplicas,

con el fin de estimarlas diferenciasen cadaparámetro(pH, carbonoorgánico,

Nitrógeno total, N—amonio y N—nitrato) entrelos cuatro suelos.
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3. MATERIALES Y METODOSEMPLEADOSEN LAS EXPERIENCIAS

REALIZADAS EN EL SENTIDO SUELO-PLANTA



3.1. Determinaciónde las bacteriasrizosféricasde Ainus glutinosa

.

La selecciónde bacteriasrizosféricasserealizó en una alisedapróxima a

“Los Toros de Guisando”, coordenadasUTM 30TUK778691. La aliseda está

situadaen los márgenesdel arroyo “Las Tórtolas” y ya ha sido descritaen el

apartado2.1.

3.1.1. Recogiday preparaciónde muestrasde suelo

Las muestrasde suelo rizosférico se recogieronal principio y mediados

de cadaestación. En cada momentodel muestreose recogierontres réplicas.

Cadauna de las réplicasestáconstituidapor el sueloadheridoa ocho raíces(de

calibre comprendidoentre 10 y 50 mm) recolectadasa una profundidadde 10 a

20 cm, de alisos seleccionados al azar. Las tres réplicas secorrespondencon las

tres zonas de muestreo,que son el resultado de dividir la aliseda en tres

parcelasde superficie semejante.

Las muestras se recogieron en condiciones asépticas, con una azada

previamenteflameadase retiró la hojarasca.Seguidamentese recogieronlas

porciones de suelo en cada punto seleccionado, se introdujeron en bolsas de

plásticoestérilesy se trasladaronal laboratorio a 4W.

Las muestrasse tamizarona travésdemallas de 2.0 mm, separándoselas

fraccionesdestinadasa los análisisfisicoquímicosy las destinadasa los análisis

de las actividadesmicrobiológicas. Las primerasfueron secadasa 55W para

evitar pérdidas significativas de nitrógeno inorgánico. Las segundasse

conservaronen recipientesestérilesa 40 c-

3.1.2. Preparaciónde las suspensiones-dilucionesde suelo y selecciónde las

bacteriasidentificadas

Se elaboró un banco de diluciones sucesivaspartiendode 10 g de suelo

de cadauna de las réplicas. Cadauna de ellascorrespondea las tres zonasde

muestreo en que se dividió la aliseda. La tierra se depositó en un mortero

estéril y se trituró finamente. Se agregaron20 ml de aguadestiladaestéril y

se continuó triturando la muestra. Posteriormente se trasvasó a un erlenmeyer

estéril, lavando varias vecesel mortero con pequeñasfracciones de agua

también estéril hasta completar en el erlenmeyer 100 ml. A partir de aquí se

hicieron dilucionessucesivashastala 10~.

58



Un ml de las suspensiones—dilucionesde cada una de las réplicas se

sembró en un medio nutritivo completo con solución salina de Winogradsky,

oligoelementosy extracto de tierra <véaseapéndiceA .11.1). Las placas se

incubarona 280C durante36 h.

De cadauna de las tres réplicasse seleccionaronal azar50 colonias de

las placas en que se hallaron colonias aisladas <10~ a lOfl. Para la

determinaciónde las coloniashastael nivel de génerose sembraronen agar E

de King, agar MclConkey, D, y D3 <Kado y l-Ieskett, 1970), y se realizaron

pruebas bioquímicas siguiendoel esquemadiagnósticode Acero et al. <1994).

1: Bacillus; II: Corynetorines; III: Micrococcus; IV: ?seudo!onas; V: Pseudoinonas—Alcaligenes; VI: Moraxelk

;

VII: Xarfthon:sas; VIII; Acisetobacter; IX: Flavooacteriu.’n; X: E~terobacteriaceae; XI: StreDtotnvces; XII:

Acrobacteriu~; XIII: Endnia; *: No se encontraron.

ColoNia

Filamentosos

XI

Bacilos

o cocos

Resistencia
al calor

Si

Transparente y blanca

Mugh 8 Lelfsone
test

y

Agar
U King

Iv

Amarillo, rosa
o naranja

No ácido

Ix
Agar

Mc Kcnckey

Crecen en
Agar O,

81—1— No
XIII X

Figura 3.1. Esquemadiagnósticode Acero et al., 1994.
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3.1.3. Identificación de bacteriaspertenecientesa los génerosmayoritarios

(Bacillus y Pseudomonas

)

Con las bacteriasmayoritariasdecadamomentode muestreo(identificadas

a nivel de género)seprocedióa unaidentificaciónmás exhaustiva.El objetivo

no fue tanto una identificación específica sino un estudio de capacidades

metabólicasmuy concretasencaminadoa separargruposde especies.

Los dos génerosbacterianosestudiadosfueron Bacillus y Fseudomonas

.

Paraello se procediócomo sigue:

a) Pseudomonas:Parala formaciónde grupossubgenéricosdeestegénero

se empleoel Kit de identificación API 10-S (API SYSTEM 5.A., Francia).Hay

que destacar que este kit está diseñado para identificación de especies

patológicas humanas. Sin embargo Alstróm (1987) utiliza este Kit para la

tipificación de bacteriasrizosféricascon buenosresultados.Los 10 testsde que

constael kit son:

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

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

ODC: Ornitina descarboxilasaCIT: Utilización del citrato

H,S: Producciónde sulfhídricoURE: Ureasa

TDA: Triptofano desaminasa IND: Producción de Indol

OX: Citocromooxidasa NO2: Producciónde dióxido de nitrógeno

Los tests TDA, INO, NO, y OX, requieren para su revelado reactivos

específicoscuya composiciónse detallaen el apéndiceA (A .11.2).

Del conjunto de reaccionesse obtiene un indice numérico de 4 dígitos.

Estos proceden de la suma de los valores positivos de los tests positivos de cada

grupo de 3 tests, del siguientemodo:

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 identificación se efectuó por la tabla de resultados del test que

suministra el fabricante encontrandose tres grupos de cepas.

A: Código inentificación Api 2422: P. putida, 1’. fluorescens o P.

aeruginosa con un 91 % de probabilidad.

B: Código inentificación Api 0406: Pseudomonas!2 con un 90 % de

probabilidad.

C: Codigo inentificación Api 2422: Pseudomonas~ con un 80 % de

probabilidad.
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b) Bacillus: En el caso de este género la formación de grupos

subgenéricosseefectuóa partir de 5 tests (todosellos salvoel primeroexisten

en el Kit Api—lO):

CAT: Catalasa CLI): Fermentación/oxidaciónde glucosa

CIT: Utilización de citrato IND: Producciónde Indol

ARA: Fermentación/oxidación de arabinosa

Con estos tests se diseñó un protocolo dicotómico para la formación de
gruposbasadoenlas característicasdediferentesespeciesdeBacfl.lus recogidas

por el manualBergey. El protocoloserepresentaen la figura 3.2.

2,27

5,9.24,34 IV
4,13,14,18,22V

23,25,26,29

1,10,20.21,30,34VI

3,19,28 VII

Figura 3.2. Protocolopara la identificación de grupos de especiesdel

géneroBacilIus. 1 E. Subtilis 2 E. acidocladarius3 B. alcalophillus 4 3. alvel 5 3. antracis 6 3

.

azotoforsans¡ E. badius fi E. brvis 9 3. cereus10 B. circulans lIB. coagulans12 3. fastidiosus 13 B. firmus

14 B. globisporus 15 E. insolitus 16 E. larvae 17 B. latrosporus 18 3. letinorbus 19 3. lentus 20 E

.

licheniformis 213. aacrans22.E~~g~~rensis23B.marinus 243 !!g4!ri~ 25 E. des 26 3.

panthotenicus27 3. pausterii 28 8. poli¡vxa 293. 0opillae 30 3. puajilus 313. schelgelii323. sphaericus

333. staeroteriophilus34 B. thuringensis

7,15,31,32
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3.1.4- Análisis de los gruposfuncionalesdel ciclo del nitrógeno

Todos los medios de cultivo empleadosen el análisis de los distintos

gruposfuncionales<ver apéndiceA, A.II.2) se elaboraronsegúnlas técnicas

de Pochony Tardieux (1962). Tambiénapareceen el apéndicela composiciónde

los reactivosempleadosen esteapartado.

Cadauna de las bacteriaspertenecientesal géneromayoritariodel primer

muestreo se inocularon por triplicado en los medios de cultivo, operandoa

continuacióncomo seespecificaparacadagrupo fisiológico.

a) Diazatrofosaerobios

Se pusieron 5 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con

taponesde metal y se esterilizaronen autoclavedurante20 minutos a 110W.

Tras la inoculación los tubos medianteun asa de siembra, se incubaronen

estufaa 33W durante15 días. A continuaciónse puso 1 ml de cada tubo en

viales estérilesde 12 ml de capacidadque se cerraroncon taponesde goma

estancos a los gases, fijándolos con una arandelametálica. Luegoseextrajeron

1.2 ml de aire de cadavial quesereemplazaronpor igual cantidadde acetileno.

Los viales se incubaron a 28W durante 24 horas. Los tubos en los que se

detectóetileno seconsideraronpositivos. El etilenoproducidose detectoen el

mismoequipoy con el mismoprotocoloal descritoen el apartado2.7.1.

b) Diazotrofosanaerobios

Se pusieron 10 ml de medio en tubos de 16x160 mm y en cada tubo se

introdujo una campana Durham. Se taparon con tapones metálicos y se
esterilizaron en autoclave a 110W durante 20 minutos. Tras la inoculación con

asade siembra,seincubaronen estufaa 28 0C durante15 días.

Se consideraronpositivos los tubos en los que tras la incubaciónhabía

desprendimientode gas.

c) Amonificantes
Se pusieron 10 ml del medio en tubos de í6xl6Omm que se taparoncon

taponesmetálicosy se esterilizaronen autoclavedurante20 minutos a 1100C.

Tras la inoculacióncon asade siembra,los tubos seincubaronen estufaa 280C

durante15 días.
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Despuésde la incubaciónse retiró con una pipeta estéril 1 ml de cada

tubo que se pasó a otro tubo al que sele añadierondos gotasdel reactivo de

Nessler.Se consideraronpositivos los tubosen los que el color amarillo viró a

anaranjado.

d) Nitrificantes nitrosos

Se puso 1 ml del medio en tubosde hemolisis de l6xl6Omm. Setaparoncon

taponesmetálicosy se esterilizaronen autoclavedurante20 minutos a 1100C.

Tras la inoculación con asade siembra,seincubaronen estufaa 28W durante

40 días.

Despuésde la incubaciónse retiraron con una pipeta estéril 0.2 ml de

cadatubo que se pasarona un tubo eppendorfdondese añadieron10 gotasde

ácido sulfúrico concentrado y 10 gotas de difenilamina sulfúrica y se

consideraronpositivos los que presentaronla coloraciónazul.

e) Nitrificantes nítricos

Se pusieron 3 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con

taponesmetálicosy seesterilizaronen el autoclavedurante20 minutosa 1100C.

Tras la siembracon asa, los tubos se incubaronen estufa a 28W durante40

días.

Despuésde la incubaciónsetomaron0.2 ml de cadatubo con una pipeta

estéril y sepasarona un eppendorfal que seles añadieron50 mg de urea, 10

gotasde sulfúrico concentradoy lO de difenilamina sulfúrica. Se consideraron

positivosaquellostubos que presentaroncoloraciónazul.

Desnitrificantes

Se pusieron 10 ml del medio en tubos de 16x160 mm. Se taparon con

taponesmetálicosy se esterilizaronen autoclavedurante20 minutosa 1100C.

Tras la inoculacióncon asade siembra,seincubaronen estufaa 28 0C durante

15 días.

Después de la incubación se retiraron con un pipeta estéril 0.2 ml de cada

tubo que se pasarona tubos eppendorf. Se realizó la prueba de los nitratos

según se ha descrito en el caso de los microorganismos nitrificantes nítricos

pero en estecasose consideraronpositivos los tubosen los que no se detectó

la presenciade nitratos.
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3.2. Efectosde las rizobacteriasmayoritariassobrela germinacióny

crecimientode Alnus glutinosa. Descripcióngeneraldel procedimiento.

Al diseñarlas experienciasparaestudiarlos efectosde las rizobacterias

sobrelas plantassetuvieron en cuentalas siguientesconsideraciones:

(i) Qué parámetros biométricos, fisiológicos o químicos se deberían

ensayaren las plantasgerminadaso crecidasbajoel efectode las rizobacterias,

para demostrarsu efecto sobreellas. En este sentidohemosconsideradoútil

comprobarla capacidadde germinacióny el desarrollode la planta durantelas

primerasetapasde sucrecimiento,tantoen plantasnoduladascomo sin nodular.

Tambiénsehanconsideradoparámetroscomo el nitrógenototal y los referentes

a la estimasobrela capacidadde fijación de nitrógenomedianteel ARA y otros

de tipo indirecto, como número de nódulos, lóbulos por nódulo, producciónde

CO2 por estos y pesonodular.

(II) La forma de establecerla relación entre las rizobacterias y las
plantas.Las posibilidadesal respectoson dos: , tal y como hacenautores

como Alstrdm (1987), inoculando una cantidad determinadade bacteriaspor

planta o bien añadiendoa la planta el medio dondehan crecido las bacterias,

eliminando estas por centrifugado y filtración. Se optó por ese segundo

procedimientopor motivos que se discutenmás adelante.

Tanto en el caso de los ensayos de germinación como de desarrollo se

realizaroncon dos concentracionesde medio de crecimientobacteriano: 10% y

20%.

3.2.1. Selecciónde cepasde rizobacerlasensayadas

Para los ensayosbiológicos se hizo una selección de las 156 cepas

bacterianasde los grupos mayoritarios de la rizosfera de Alnus glutinosa

,

obtenidascomo se reseñóen 3.1.2.

La selecciónse hizo al azar, tomandoel 20% de las bacteriasmayoritarias

de cadaestacióndel siguientemodo (tabla 3.1):
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Tabla 3.1. Bacteriasseleccionadasparala realizacióndelas pruebasbiológicas.

La formación de los grupos a los que se hacereferencia se describe en el

apartado3.1.3.

ESTACION

Primavera

Primavera

Primavera

Primavera

Primavera

Primavera

Primavera

Primavera

Verano

Verano

Verano

Otoño

Otoño

Otoño

Otoño

Otoño

Invierno

Invierno

Invierno

Invierno

Invierno

BACTERIAS

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Bacillus

Bacillus

Bacillus

Bacilius

Bacillus

Pseudomonas

Pseudomonas

Pseudomonas

Bacillus

Bacillus

Bacillus

Baciflus

Bacillus

Bacillus

Bacillus

Bacillus

Bacillus

Bacillus

TOTAL

GRUPO

A

B

C

1

IV

y

VI

VII

A

E

C

1

IV

y

VI

VII

1

IV

y

VI

VII

N~ TOTAL

17

1
1

o
1

1

7

9

14

2

1

2

6

3

18

18

1

6

3

22

22

156

SELECCIONADAS

4

o
o
o
o
o
2

2

3

o
o
o
O

o
4

4

O

o
o
4
4

27

Como sepuedever la selecciónsedireccionóa lasbacteriasde los grupos
que aparecenen mayor número. Con las bacteriasseleccionadasse efectuaron

las pruebas biológicas en las cuales se abordan los diferentes parámetros

biométricos, químicosy fisiológicos.
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3.2.2. Preparacióndel medio de cultivo bacteriano

Como se señaló en el apartado 3.2., para comprobarel efecto de las

bacteriasseleccionadassobre las plantasse empleóel medio donde crecieron

dichasbacterias.

Cadauna de las 27 coloniascitadasen 3.2.1., sesembraronen matraces

de 250 ml que contenían100 ml del siguientemedio:

Caldonutritivo <Difco) 4 g

Extracto de tierra 999 ml

Sol. Oligoelementos 1 ml

Se incubarona 260Cy agitación85 U/mm, hastaque el medio alcanzauna

transmitanciaaproximadamentede 30 a una longitud de onda de 600 nm. Se

empleóun colorímetroSPECTRONIC20 (Milton Hoy Company).

Finalizadala incubaciónsecentrifugóel medioen tubosdeplásticoestéril

a 5000 rpm durante5 minutos, en una centrífugade mesaSelectaEspiral-6. El

sobrenadantese conservóen alícuotasde 50 ml a —20 0C.

3.2.3. Semillasy plantasde A]nus glutinosaempleadasen los ensayas

Las semillas de Alnus glutinosa utilizadas en

recolectaron en los lugaresy fechassiguientes:

LOCALIDAD

Murguia, Alava. Río Ugalde

Murguia, Alava. Río Ugalde

Murguia, Alava. Río Ugalde

Guisando,Avila. A~ Tórtolas

Guisando,Avila. A~ Tórtolas

Guisando,Avila. AQ Tórtolas

Humanes,Guadalajara.Río Sorbe

Humanes,Guadalajara.Río Sorbe

Humanes,Guadalajara.Río Sorbe

ARBOL

Ml

M2

M3

2.2

2.2

1.3

A

B

C

las pruebasbiológicas se

FECHA

Oct. 1993

Nov. 1993

Nov. 1993

Oct. 1991

Oct. 1992

Oct. 1992

Nov. 1991

Nov. 1991

Nov. 1990
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Las semillashan de cumplir la doble característicade un alto porcentaje

de germinacióny poca variación tanto en el tiempo de germinacióncomo en la

velocidad de crecimientode la plántula. Para ello se sembraron900 semillas

(100 de cadauna de las localidadesy árbolesde la tabla) estableciéndoseun

porcentajede germinacióndel 92%.

Por otra partey con el fin de establecerel gradode variabilidadgenética

en las semillas en Alnus, se efectuaron electroforesis en geles de SOS—

poliacrilamida (SOS—PAGE)segúnel método de Payaneet. al. (1981), sobrelas

proteínasde reservade 60 semillasde las distintascolecciones.Estatécnicase

emplea habitualmente como indicador de dicha variación. Las proteínas de

reservaparecenestaren relacióncon la velocidad de germinación,crecimiento

y desarrolloen los primerosestadios.

Extracciónde proteínas.Cadasemilla semaceróen el interior de un tubo

eppendorf, y se suspendióen tampón de extracción (1 mg semilla : 25 pl

tampón,véaseapéndiceA, A .11.3), duranteuna hora, con agitaciónocasional.

Despuésse hirvieron duranteun minuto y medio y sealmacenana 40C hastael

momentode la electroforesis.

Electroforesis: De cadaextracción se insertaron 7p1 en geles de SOS—

Poliacrilamnida<SDS—PAGE)al 17.5%,conun gel “stacking” al 3%, queseparalas

proteínasen función del pesomolecular. La composiciónde los geles serecoge

en el apéndiceA (A.II.4).

Las electroforesisse desarrollarondurante16 horas a voltaje constante

<50 y), quedandoel frenteseñaladopor la pironina Y al borde del gel.

Tinción: Los gelessedejaronteñir durante24 horasenagitacióncontinua

en una disolución de azul de coomassieR250 al 2%, etanol al 5% y ácido

tricloroacético al 6%. Para desteñirel fondo se utilizó agua destiladadurante

tres o cuatro días, también en continua agitación aclarándosefinalmentecon

acéticoal 7%.

Almacenamientodefinitivo: Se dejaron los geles en una solución de

glicerinaal 5% durante24 horas,traslo cualsedispusieronen un cristal, entre

dos hojas de papel celofán empapadasen la misma solución, dejándosesecar

entreuna semanay semanay media.
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3.2.4. Ensayosde germinación

Las semillasempleadaspara los ensayosde germinaciónsesometierona

vernalización. Paraello se mantuvieron15 días en arenalavadahúmedaa 40 C.

Una vez transcurridoslos 15 días se esterilizaron superficialmentetratando

durante2 minutoscon hipoclorito sódico (20 g/l). Posteriormentese aclararon

5 vecescon agua destiladay estéril.

Sedispusieron10 semillasenplacaspetri, equidistantes,haciéndosetres

réplicas por concentraciónde medio de crecimiento bacterianoensayado.El

medio de soportede las semillas fue el que a continuaciónsereseña:

Agar-agar 12 g

Crone con N 2.5 g

Sol. de oligoelementos 1 ml
Ac. Propiónico 0.01 ml

El medio seesterilizó a 120W durante20 minutosy se sirvieron 15 ml en

las placas. Antes de que el medio de soporte solidificase se añadió medio de

crecimientobacterianoal 10 o al 20%, segúnprocediera.

El medio de crecimientobacteriano(obtenidotal y como se reseñóen el

apartado3.2.2.) sedescongelóy antesdeagregarloal medio de soportesepasó

por un filtro Millex-GS (Millipore), para eliminar células que en la

centrifugaciónhubiesenpodido quedaren el sobrenadante.

Las placascon las semillassemantuvieron7 días en un cámarade cultivo

ASL, con un fotoperiodo de 14 horas de luz (a 25W) y 10 de oscuridad (a

15~C). Cada24 horasse contabilizabael númerode semillasgerminadas.

Paralelamentese hicieron controlesen las mismascondiciones(10 y 20%)

con medio de crecimientoestéril <figura 3.3) -
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Figura 3.3. protocolo seguidoen el ensayode los medios de crecimiento

de las bacteriasrizosféricas sobrela germinación.

3.2.5. Ensayosde crecimientocon plantassin nodulary noduladas

a) Ensayocon plantassin nodular

El protocolo seguido se esquematizaen la figura 3.4. Las semillas se
sometieron al mismo proceso de vernalización y esterilización superficial

descritosen el apartadoanterior. A continuaciónse sembraronen bandejasde

plástico de 35 x 25 x 8 cm, esterilizadaspreviamentecon etanol al 96%. Las

bandejasconteníanvermiculita <Termita n23) esterilizadaen autoclavea 120W

4C humedad

15 dos

hlpooiorrto
(20 gIl)

t 3
por concentración de medio ensayado
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durante20 minutos. En cadabandejase dispusieron200 semillasy se regaron

con una soluciónde Crone con N estéril. Las bandejasse cubrieroncon papel

“dad” y se mantuvieron en la cámara de cultivo con el fotoperiodo y

temperaturadescritasen el apartadoanterior.

Durantelos primerosestadiostrasla germmaciónseregaronlas bandejas

con la solución de Crone con N. Cuandolas plántulas presentaban5 hojas (2

cotiledonesy 3 catáfios) se procedióal ensayo.

Vasos de precipitadosde 500 ml con 75 g de vermiculita es esterilizaron

en autoclavea 1200C durante20 minutos. En cadavaso se adicionaron184 ml

de solución Cronecon N y 46.5 ml de medio de crecimientobacteriano(ensayos

al 20%) o 207 ml de solución Crone con N y 23.5 ml de medio de crecimiento

bacteriano<ensayosal 10%). Los mediosadicionadossefiltraron del mismo modo

quese describeen el apartadoanterior.

En cadavaso se dispusieron,en condicionesasépticas,tres plántulasy

secerró cadavasocon papel“Glad” finamenteperforado.Las plantasempleadas

se seleccionaronsiempreentrelas que presentabanbuen aspecto,evitando las

quemostrabansignosde necrósisfoliar o marchitez- Los vasossemantuvieron

en la cámarade cultivo durante 20 días, en las condicionesanteriormente

descritasy sin regar.

Paralelamentese hicieron controlesen las mismascondiciones<10 y 20%)

con medio de cultivo estéril, que no hablasoportadoel crecimientobacteriano.

Finalizadoel periodo de 20 días, las plantasse sacaronde los vasos, se

retiró cuidadosamentela vermiculita adheridaal aparatoradical y seprensaron

extendiéndosetanto raícescomo hojas de tal modo que quedasenen un plano.

Los parámetros que se estudiaron en este grupo de plantas fueron: (a)

superficie total de la parte aérea, <b) longitud total de la parte aérea, (c)

número de hojas, (d) longitud radical, (e) superficie radical y (f) nitrógeno

total.
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Las medidasbiométricas<a, b, c, , y e) se efectuaroncon un equipo

de Análisis de Imagen Delta—T (Delta—T Devices Inc., Inglaterra) con un

soporte de softwere tipo “Días”. El nitrógeno total se midió siguiendo el

protocolo descritoen el apartado2.6.1.d., empleándosepara la digestión el

total de la planta, previa pesadaen balanzade precisión <4 cifras decimales).

b) Ensayocon plantasnoduladas.

El protocolo seguido se esquematizaen la figura 3.5. Las semillas se

sometieronal mismo procesode verna]i.zación, esterilizaciónsuperficial y se

dispusieron e incubaron del mismo modo que se describe en el apartado

anterior, regándoseinicialmente con solución Grane sin N. Transcurrida la

germinacióny cuandolos alisos apuntabanel primerpar de catáfiosseregaron

con un maceradode nódulos radicalesde Ainus glutinosa a fin de nodular las

plántulas-

Para la nodulación de las plántulas se procedió tal y como se detalla en

el apartado2.5.2. Los riegos con maceradonodular se alternarona diario con
riegos con solución crone sin N. Para ello se empleó una jeringuilla de 5 ml

estéril regándoseplantaa planta. Cuandolas plántulaspresentaban5 hojas (2

cotiledonesy 3 catáfios) se procedióal ensayo.

Vasosde precipitados500 ml con 75 g de verniiculita es esterilizaronen

autoclavea 120W durante20 minutos. En cadavaso se adicionaron184 ml de

solución Crone sin N y 46.5 ml de medio de crecimientobacteriano(ensayosal

20%) o 207 ml de solución Crone sin N y 23.5 ml de medio de crecimiento

bacteriano<ensayosal 10%). Al adicionarlos mediossefiltraron del mismo modo

que se describeen el apartadoanterior.

En cadavaso se dispusieron,en condicionesasépticas,tres plántulasy

secerró cadavasoconpapel‘Glad” finamenteperforado.Las plantasempleadas

se seleccionaronsiempreentre las que presentabanbuen aspectoy nódulos

perfectamentediferenciados, evitando las que mostrasensignos de necrósis

foliar o marchitez.Los vasossemantuvieronen la cámarade cultivo durante20

días, en las condiciones anteriormentedadas y sin regar. Paralelamentese

hicieron controlesen las mismascondiciones(10 y 20%) conmedio de crecimiento

estéril.
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Finalizadoel periodo de 20 días, las plantasse sacaronde los vasosde

precipitados y se retiró cuidadosamentela vermiculita adherida al aparato

radical.

En cada planta se estudiaronlos siguientesparámetros:(a) superficie

total de la parte aérea, (b) longitud total de la parte aérea, (c) número de

hojas, (d) longitud radical, (e) superficie radical, (f) nitrógeno total, (g)

lóbulos por nódulo, <h) ARA, (1) producciónde CO2 por nódulos y <j) peso

nodular.

Paralas medidasbiométricas(a, b, c, d, y e ) se procediótal y como se

ha descrito anteriormente.El nitrógeno total se midió siguiendo el protocolo

descrito en el apartado2.6.1.d., empleándosepara la digestión el total de la

planta, previa pesadaen balanzade precisión <4 cifras decimales).

En el resto de los parámetrosse procedió del siguiente modo: en cada

plantasesepararonlos nódulosanotándoseel númerolóbulos nodulares<g). Los

nódulos de cada planta se introdujeron en un vial de vidrio de 15 mI, se

cerraron estáncamentey se sustituyó el 10 % de la atmósferadel vial por

acetileno. Los viales se Incubaron duranteuna hora analizándoseel etileno y

CO2 producidocon el equipoy métododescritoen los apartados2.7.1. y 2.7.5.
respectivamente. De este modo se midieron los parámetros (h) y (i).

Posteriormentese pesaronlos nódulosen una balanzade precisióncon cuatro

cifras decimales.
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3.3. Tratamientode la información

3.3.1.Variación estacionalde las rizobacteriasde Alnus glutinosa

En estaparte del estudio seha trabajadocon variables fisicoquímicasy

bióticas, tales como la frecuenciade los géneros bacterianos.Aunque los

métodosempleadossonde usobastantegeneralizado,estánexpuestosa posibles

errores experimentales,si bien la eficiencia y limitaciones de dichos métodos

están suficientemente probadas. Las mediciones en cada prueba <tanto

fisicoquímicascomo bióticas) sehan hechosin seguirorden en las réplicas, por

lo que el error experimentales aleatorio. Así pues, la distribución de una

variable determinaday sus erroresse puedenconsiderarcomo aleatorios,o al

menos lo suficientemente parecidos para permitir el empleo de pruebas

paramétricasen el contrastede las hipótesisformuladas.

Se ha hechounaordenaciónde los valoresmediosde los datos, mediante

un análisisde componentesprincipales (ACP) (Harman,1967), con el objeto de

descomponerla varianza total de la muestra en una serie de factores de

variación, donde quedereflejadala importanciade cadauna de las variables,

así como la influencia del conjuntode variablesen la dispersiónde lasmuestras

analizadas.

Parala comparaciónde los datosseha empleadoel análisis de la varianza

<ANOVA) bidirecional con réplicas y dos factores de variación, génerosy

estaciones(Sokal y Rohlf, 1979).

Cuandodichosfactoresinfluyen significativamenteal nivel del 95% (*) o

del 99% <**), se procede a la comparación de la media mediante el test

estadísticoLSD <mínima diferenciasignificativa) (Sokal y Hohlf, 1979).

3.3.2. Efecto de las bacteriasmayoritarias sobre la germinaciónde Ainus

glutinosa

A partir de los resultadosacumulativosde germinaciónse construyóuna

matriz con las mediasde las tres réplicas <paracadacepay concentración).

Dicha matriz sesometió a un ACP.

Paraestablecerla significaciónestadísticade los gruposencontradospor

el ACP se realizaronANOVAs de las pendientesde las rectasresultantesde la
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media de germinaciónacumulativade los tres grupos de bacteriasa las dos

concentracionesensayadas.

Finalmente,paraestablecerla significaciónestadísticaen cuantoal efecto

inhibitorio o activador de las cepas ensayadssopbre la germinación, se

efectuaronnuevosANOVAs de las pendientesde las rectasresultantesde la

germinaciónacumulativade dichascepasy los respectivoscontroles.

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

glutinosa

Con los resultadosde los experimentosdedesarrolloseconstruyerontres

matrices:

(i) la primera se construyó con las medias de las tres réplicas de cada

cepaensayada,y considerandoseparadamentelas dosconcentracionesde medio

de crecimientobacterianoensayadosobrePN y PSN.
(ti) Unasegundamatriz seefectuó con de las mediasde los resultados

de los 6 parámetrosconsideradosen PSN.

(iii) Finalmenteseelaboróuna terceramatriz, análogaa la anterior, pero

con los resultadosde FN.

Cada una de estastres matricesse sometierona un ACP con el fin de

generargruposde respuestas(efectocepas,efectoconcentración,efectoplanta

—FN o PSN— o combinacionesde estos). Los resultadosde estaordenaciónse

corroboran estadisticamentemediante ANOVAs unidireccionales sobre los

distintosparámetros.
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4. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA INTERACCION

EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



Como ya se ha indicado en el capítulo anterior, el estudiodel efecto de

la planta sobrelas comunidadesmicrobianasedáficasse realizóutilizando como

sustrato4 suelosdiferentes. A continuaciónse describendichos suelos desde

un punto de vista fisicoquímico y microbiológico, refiriéndoseesteúltimo a las

actividadesfisiológicasencuadradasdentro del ciclo del nitrógenoy actividad

total como producciónde CO2.

4.1. Caracterizaciónde los suelos

Los valoresde los parámetrosfisicoquímicosseindican en la tabla 4.1 y

serepresentanen la figura 4.1. Las actividadesde los gruposfuncionalesdel

ciclo del nitrógeno y producción de CO2 se indican en la tabla 4.11 y figura

4.2. Todos los resultadosexpresadosen las tablas correspondena la media

aritmética de tres réplicas por muestra y tres repeticiones por réplica. Las

variables fisicoquímicasresultanser significativamentediferentesen los tres

suelos, tal como denotael ANOVA (tabla 4.111). También las diferenciasson

significativasen cuantoa las actividadesde los grupos funcionales.

Tabla 4.1. Caracterizaciónde los suelos.Parámetrosfisicoquímicos.Unidades:

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

N nitrato! g suelo). Junto a cada resultadoapareceel error estándar.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D

pH 7.30 ±.01 4.30 ±.00 8.01 ±.02 7.13±.01

C orgánico 1.84 ±.04 6.36 ±.12 0.32 ±.05 2.80±.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 ±.14 2.45 ±.25 1.17 ±.04 5.45±.28
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Figura 4.1. Caracterizacióndelos suelos.Parámetrosfisicoquímicos.Unidades:

C orgánico (%); N total (mg N/g sue]o); N amonio y N nitrato (pg N amonioo

N nitrato/ g suelo).

Tabla 4.11. Caracterizaciónde los suelos.Actividades de los gruposfisiológicos

y producción de CO2. Unidades: Fijación (ARA) (nmol C2H2/g suelo/hora);

Tasa de mineralización <día-’); Nitrificación <produción total netade NO; en

ppm/ día); Desnitrificación (nmol N20/g suelo/hora);Producciónde CO, (amol

de CO,/g suelo/hora).Junto a cadaresultadoapareceel error estándar.

ARA
Minerai.

Nitril.

Desnitrif.

Prd.CO2

SueloA

0.410±

0.072 ±

0.300 ±

1.940 ±

74.40 ±

.02

.01

.04

.03

2.66

Suelo B

0.140 +

0.053 ±

0.15 +

0.89 +

78.6 +

.00

.03

.03

.03

2.08

SueloC
0.001 ±.00

0.020 ±.01

0.00 ±.00

0.09 ±.00

21.7 ±.66

Suelo D

0.591±.06

0.073±.00

0.70±.06

0.75 ±.08

57.0±1.36

~H O Orgánloo N Total N Amonio N Nitrato
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Figura4.2. Caracterizaciónde los suelos.Actividadesde los gruposfisiológicos

y producción de CO2. Unidades: Filación (ARA) (nmol C2H2/g suelo/hora);

Tasade mineralización(di&’); Nitrificación (produción netade NO; en ppm);

Desnitrificación (nmol N=O/gsuelo/horax 10 ~‘); Producciónde 00=(nmol de

C02/g suelo/horax 10 .2)

Tabla 4.111.

datosde los

Valoresde F, P y significaciónde los ANOVAS realizados con los

parámetrosestudiadosen la caracterizaciónde suelos.

pH
O orgánico

N total

N amonio

N nitrato

ARA
Mineralización

Nitrificación

Desriitrificación

Producciónde CO~

Valor de F

6760.70

61 .40

4445.01

265.48

62.40

48.20

28.45

4.38

29.03

121.84

P

< 10~

7.5 x 10-~

< 10.6

< 10.6

6.9 x 1V

1.8 x 19~

1.2 x 1V

0.04210

1.1 x 10~

< 1V

Significación
**

**

**

**

**

**

**

*

**

**

1.Fijaoión 2.Mínerailz. 8.NItrIf la. 4.Deanitrific. 5.Prod. de CO~

mt::: Sucio A Suelo3 ~ Suelo O Suelo O
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4.2. Caracterizaciónde los exudadosnodularesy radicales

4.2.1. Caracterizaciónfisicoquímica

Los resultados obtenidos en el análisis fisicoquímico de los exudados

nodularesy radicales aparecenen la tabla 4.1V y figura 4.3. Los datos

correspondena la media aritmética de tres réplicas y tres repeticionespor

réplica. El ANOVA nos indica que tanto las concentracionesde exudados

nodularescomo las radicales, aportandiferencias significativas de todas las

variablesque seestudian<p<O.01) a excepcióndel N total <F=2.358,p=O.1036)

y el N amonio (F=1.599, p=0.2338).

Tabla 4.1V. Caracterizaciónde los exudadosnodulares y radicales en las

concentracionesensayadas.Unidades: C orgánico <%); N total (mg N/ mi

exudado);N amonio (mg NH4/ ml exudadox 10’ en los nodularesy 1V en los

radicales); N nitrato (mg NO; /rnl exudado x 1&t. Junto a cadaresultado

apareceel error estándar.

NODULARES.

5%

5.35 ±.04

RADICALES.

2%
5.55 ±.02

10%

4.65 t .01

5%
5.20 ±.00

C orgánico 2.05 ±.02

N total

1< atenio

II nitrato

1.03 ±.09

0.20 ±.51

2.52 ±.05

1.01 ±.00 0.52 ±.05 2.66 1 .01

0.51 ±.04

0.12 1 .00

1.21 ±.04

0.25 1 .02 1.30 1 .07

0.04 ±.00 0.44 ±.00

0.05 ±.04 3.57 1 .00

pR
10%

4.27 ±.01

2%
5.51 ±.00

1.92 t .00

0.81 ±.07

0.15 ±.00

1.73 ±.08

1.20 1.01

0.46 ±.06

0.10 ±.00

0.58 ±.00
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4.2.2. Caracterizaciónbioquímica

Todas las caracterizacionesdescritasen esteapartadose efectuaronen

los exudadosmás concentrados.

La cuantificaciónproteicaefectuadapor el método de Lowry nosmuestra

que los exudadosnodularesposeenunaconcentraciónde 0.0145 g/l de proteína

mientras que por estemétodo pero sin emplearel reactivo de Folin obtenemos

una concentraciónde 0.0532 gIl. En los exudadosradicalespor el método de

Lowry obtenemosuna concentraciónde proteínasde 0.012 gIl y por estemismo

métodopero sin el reactivo de folin los resultadosson de 0.0498 g/l.

El estudio efectuadosobre la composición cuantitativa de hidratos de

carbono (figura 4.4) muestra que los azúcarespresentesen los exudados

nodulares y radicales sonlos mismos:lactosa,glucosay xiosa. La identificación

de estos no ofrece dudas pues presentan idénúcos Rf que los patrones

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

E] análisis de los lipidos presentesen los exudadosnos muestraque los

exudados radicales en las condiciones ensayadas poseen una concentración de

0.000415 g de lipidos por ml de exudado (en el casode los másconcentrados,

es decir al 10%), l~s nodularespresentanuna concentraciónde 0.00095 g de

lipidos por ml de exudado.

El análisis cualitativo de lípidos (figura 4.5) muestraque en ambos tipos

de exudadoshay nuevetipos diferentes,que desdeel punto de aplicaciónhacia

el frenteson: fosfolípidos (1), monoglicéridos(2), diglicéridos (3), esteroles

(4), ávidos grasos libres (5), tdglicGridos (6) y ésteres de esteroles (7). La

segundabanda empezandopor el frente (triglicéridos) presentaun Rf algo

disbnto en los exudadosnodulares<65.26) y los radicales (62.87) por lo que

presumimosquepuedatratarsede un dster diferenteen cadacaso.
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4.3 Caracterizaciónde los exudadosen plantasnoduladasy sin nodular

4.3.1. Caracterizaciónfisicoquímica

Los resultadosaparecenen la tabla 4. y y figura 4.6. Como en los casos

precedentes,los datoscorrespondena la media aritmética de tres réplicas y

tres repeticionespor réplica. El ANOVA nos indica que las concentracionesde

los mediosdecultivo hidropónicoaportanunamodificaciónsignificativa (p<0.O1)

de todaslas variablesconsideradas.

Tabla4.y. Caracterizaciónde los exudadosde plantasnoduladasy sin nodular

en las concentracionesensayadas.Unidades:C orgánico(%); N total (mg N/ ml

exudado); N amonio (pg NH4/ ml x 1O~~ ); N nitrato (pg NO<jml exudado).

Junto a cadaresultadoapareceel error estándar.

NODULADAS

50~

SIN NODLJLAR

25% 200% 50%

PH 4.02 .00

C org¿nico 4.01 ±.01

ti total

ti nonio

ti nitrato

n 0~ 4

0.14 .00

3.11 ±.08

4.32 ±.00 4.58 ±.02 4.00 t .01

2.10 ±.00 1.04 ±.00 2.35 ±.01

0.42± .01

0.07 ±.00

1.50 ±.00

0.25 ±.04 0.23 ±.00

0.03 ±.00 0.08 ±.00

0.75 ±.06 5.02 t .04

4.33 ±.01

1.15 ±.16

0.10 ±.00

0.04 ±.00

¿n3 1 .04

1001 25%

4.85 t.02

0.58 ±.00

0.05 ±.00

0.02 ±.00

1.30 ±.00
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Figura 4.6. Resultadosde la caracterizaciónfisicoquímica de los exudadosde

plantasnoduladas(a) y sin nodular (b). Unidades:C orgánico<%); N total (mg

N/ ml exudado); N amonio (pg NH4/ ml x 1V ); N nitrato (¡.xg NO;/ml

exudado). En (a) los resultadosde N amonio it ~ y en (b) it lOt

pH O Orgánloo N Total N Amonio N Nitrato
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4.3.2. Caracterizaciónbioquímica

La determinaciónproteicaefectuadapor el método de Lowry nos muestra

que los exudadosde plantasnoduladasposeenuna concentración<en el caso

de los másconcentrados,es decir del 100%) de 0.007 g/l mientrasque por este

método pero sin empleare] reactivo de Folin obtenemosuna concentraciónde

0.0011 g/l. En los exudadosde plantassin nodular por el método de Lowry

obtenemosunaconcentracióndeporoteinasde 0.005g/l y por estemismo método

pero sin el reactivo de folin los resultadosson de 0.009 g/l.

El estudioefectuadosobrela composición de hidratosde carbono(figura

4.7) muestraque los azúcarespresentesen los exudadosde plantasnoduladas

y sin nodular son diferentes: maltosa (Rf=29.54), galactosa(40.90), manosa

(49.24) y itilosa (53.78) en plantas noduladasy lactosa (18.39), maltosa

(29.54), galactosa(40.90) y xiosa (53.78), en plantassin nodular.

Los resultadosdel análisis de lipidos presentesen los exudadosson los

siguientes: las plantas noduladasen las condicionesensayadasposeen una

concentraciónde 0.047 mg de lípidos por ml de exudado(en el caso de los más

concentrados,es decir al 100%) y 0.0022 mg de lípidos por mi de exudadoen

plantassin nodular.

El análisiscualitativo de lípidos (figura 4.8) muestraqueen ambostipos

deexudadoshay tipos diferentesde compuestos,con másvariedaden las platas

noduladasqueen las plantassin nodular. Los compuestosdetectados,desdeel

punto de aplicaciónhacia el frente son: fosfolipidos (1), monoglicéridos(2),

diglicéridos (3), esteroles(4), ácidos grasos libres (5), triglicéridos (6) y

esteresde esteroles(7). La diferencia fundamental entre los dos tipos de

exudadosse encuentraen las bandasde mono y diglicéridos que aparecenen

los exudadosde las plantasnoduiadasy no en el otro caso.
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4.4. Efectode los exudadossobrelos gruposfuncionalesdel ciclo del nitrógeno

4.4.1. Fijación de nitrógenopotencial<ARA)

4.4.1.1. Efecto de los exudadosnodularesy radicales

El ARA detectadoen los suelos en presenciade exudadosnodulares,

radicalesy en los controles se expone en la tabla 4.VI y figura 4.9. Los

correspondientesANOVA y LSD de los datosaparecenen las tablas4. VII.,

4.VIII.a y b. Los LSD de las interaccionesse muestranen el apéndiceB (tabla

B .1).El ANOVA indica quehay diferenciassignificativasentretodaslas fuentes

de variación: suelos(F=91.33,p<0.O1), tratamientos (F=578.64, p<0.01), yen

la interacciónde ambos (F=14.21, pcO.01).

De los tres suelosensayados,el C es en el que menorARA se detecta

(0.5078nmol etileno g” h”) y el mayor los suelosD y E (0.8868y 0.8845nmol

etileno g~’ h”, respectivamente).Los únicossuelosque no exhibendiferencias

significativas con p.c0.Ol son el B y O <tabla 4.VIII.b).

Respectoa los tratamientoscon los exudadosnodulares,encontramosque

el mayor ARA (excluyendo los controles) se encuentraen los exudadosmás

concentrados<Ti), reduciéndosenotablementeen los T2, T3. Este efecto,

tambiénseencuentraen los radicales; sin embargoestosúltimos no presentan

diferenciassignificativasentre sí (tabla 4.VIII.a).

En el casode los controles,los quemuestranvaloresdeARA másaltos

son los que tienen mayor concentraciónde carbonoorgánico o molibdeno. Al

comparar los tratamientos y controles cabe destacarque TiN es el único

tratamientoque no exhibediferenciassignificativascon C+M, pero sí respecto

al resto; los otros tratamientospresentandiferenciassignificativas (p.cO.01) con

todos los controles,salvo el control con agua<Ca).

Los LSD de las interacciones(apéndiceE tabla B.I) muestranque, en

generallas tendenciasobservadasal estudiarconjuntamentelos cuatro suelos

se mantieneen cada suelo por separado,a excepcióndel suelo C debido a la

escasaactividadencontrada.

Al considerar tratamientos y controles conjuntamente, destaca un

comportamientosemejantede TiR y TiN: a excepciónde TíR que no muestra

diferenciasestadísticascon Ca y TíN que tampocoes diferente de C+M; los

tratamientosmenosconcentrados(T2N, T2R, T3N y T3R) muestrandiferencias

respectoa todos los controlessalvo con Ca.
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En las tablaa y figuras siguientes las abreviaturas sapleadas son: Ti, T2 y T3 : tratamientos 1, 2 y 3
(correspondan reap.ctivamante con la aplicaci6n da los exudados nodulares CX> y radicalsa (fi) al 10%. 5% y 2%.
sobra los suslos ensayados. También empísamos dichos sufijos Sn los controlasU ca: control con agua a Crn4;
c: control con carbono orgénico y agua a Crn4; 2C: control con carbono orgénico doble concantracidn y agua a
Crn4; CaE: control con carbono organico y exudados a CRX. Mo: control con molibdeno y agua a crn4: Ccx: control
con molibdeno, carbono orgénito y agua a CRX: A, U,CY O SOn los sualos •naayados. Unidades; naol C

2H2 /g suelo

/ho re.

Tabla 4.VI. Resultadosdel ARA en los suelosA, B, C y D tratadoscon los

exudadosnodulares,radicalesy en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D

0.352 ±

0.030 ±

0.056 ±

0.103 ±

0.022 ±

0.025 ±

0.041 ±

0.898 ±

0.701 ±

1.383±

2.332 ±

0.035 ±

0.529 ±

1.041±

1.086 +

.045

.005

.002

.002

.000

.002

.000

.036

.088

.180

.166

.007

.007

.009

.004

3.054 ±.002

0.505 ±

0.033 ±

0.049 ±

0.433 ±

0.027 ±

0.031 ±

0.034 ±

0.891 ±

0.808 ±

1.501 ±

2.399 ±

0.506 ±

0.428 ±

1.152 ±

2.214 ±

.155

.005

.004

.003

.005

.000

.002

.007

.004

.001

.019

.012

.043

.052

.009

2.721 ±.039

0.192 ±

0.016 ±

0.030 ±

0.103 ±

0.013 ±

0.005 ±

0.014 ±

0.205 ±

0.381 ±

1.326 ±

2.059 ±

0.191 ±

0.163 ±

0.717 ±

1.433 ±

.034

.001

.003

.000

.000

.000

.000

.004

oo~
.035

.016

.007

.004

.009

.015

1.273 ±.016

0.416±

0S52±

0.046±

0.031±

0.C26±

0.036±

0.43±

0S6±

1.471±

2.8)1±

0.048±

0.541±

1.035±

2.166±

£122
ff2

.031

.023

124

.oa

£722

3.441±.018

TiN

T2N
T3N

TiR

T2R

T3R

Ca

Mo

CN

2CN

C+EN

C+MN

CE
2CR

C+EE

C+MR
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0.6
0.55
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0.45

0.4
o.as

0.8
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0.15

0.1
0.05

71 72 73 Ca 0 20 04 Mo C~M

Suela A ~ Suela U ~ Suelo C ~ Suelo O -*- Media

Figura 4.9. Resultados de ARA potencial en los distintos suelos

ensayados tratados con exudados nodulares (a) y radicales (b).

En (a) TI, C, 2C, Mo y C÷Eestán x 10”. En (b) TI, C, 2C, C+E,

Mo y C+M están x 10”.

71 72 78 08 0 20 04 Mo O•M

Suelo A ~ Suelo U ~ Suela O ~ Suela O —~- Media
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Tabla 4.VII. Resultadosdel ANOVA de la fijación de nitrógenopotencial(ARA)

con exudadosnodularesy radicales.

F. de variación G.l. F p Significación

Tratamientos

y controles

Suelos

Interacción

15 578.64

3 91.33

45 14.21

2.9 x 10’

1.78 x 10’

8.34 x 10”’

N .5.= no significativo 5. =significativo. ** = p<O.01

Tablas4.VIII.a y b. LSDs de los tratamientos<a) y suelos (b).

Tratamientos y controles

(a) ?ltd TEN TBN TiR TSR TSR

R

N

Mo

Os ¡

0..M

04

Sc

o

O.M

04

sc

O

TSR

TSR

TIR

‘SN

TEN.

N

o. ** •~ **~ ** CC CC 0* 0* CC * :00

•a NS NS NS NS NS e. e. •0 0* es o. sLi
** 0* 0* ** 0*

Ca 00 00 CC CC

** 00 CC CC **

NB 00 CC 00

NS sé Ca *0

•~ *0 CC C*~ 00

*0 0* CC 0* 0* •aI 0*

** *a ** o* ** *0 0*

00 *Cifl 0* •~ 0*

** ** ** o. NS

0* CC ¡0* 0*

*0 ** •*

R
0 *0 O•!0.M 0 *0 040•MOa

•~ *0 00 CC CC *0 0*

CC .00 0* CC CC 0*’

CC NS NS NS NS
NS NS NS

NS

Suelos
A

(b) D

Oca
NS
NS

CC

**

ea
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4.4.1.2. Efecto de los exudadosde plantasnoduladasy sin nodular

El ARA detectadoen los suelosen presenciade los exudadosde plantas

noduladasy sin nodular así como en los controlesapareceen la tabla 4.IX y se

representaen la figura 4.10. Los ANOVAs y LSD aparecenen las tablas4.X

y 4.XI.a y 2, respectivamente.

En el ANOVA <tabla 4.X) se detectandiferencias significativas entre

suelos (F=2020.29, pctO.01), tratamientos (F=1508.223, p<O.01), y en la

interacciónde ambos(F=261.66,pcO.01), (VéaseapéndiceE, tabla B.fl).

Las tendenciasobservadascon los distintos exudadosson diferentesen

el casode los de las plantasnoduladas(PN) y las plantassin nodular <PSN).

En todos los casosseencuentraun incrementodel ARA significativo (pCO.01)

respectoal control Ca. En los ensayoscon exudadosFN aumentael ARA al

incrementarsela concentración de estos, mientras que en FSN ocurre lo

contrario. En los controlesde FSN al aumentarla concentraciónde carbono

orgánico delande existir diferenciassignificativas con los tratamientosmenos

concentrados.Sin embargo,al compararlos tratamientosdeFN con los controles

todos muestrandiferenciasestadísticas.Hemosde señalarque se produceuna

disminución del ARA en el control C+E de FSN de tal forma que no hay

diferencias con Ti. Todos los suelos presentaronARAs diferentes (p<0.01)

siendoesteen orden crecienteE > D > A > C.

Los cuatrosuelos,porseparadomuestranlasmismastendenciasseñaladas

anteriormente.Solo en el suelo C tanto los exudadosFN como PSN no muestran

diferencias, mientras que el resto al menos difieren entre los exudadosde

concentraciónmenory mayor (Ti y T3). En los tratamientoscon exudadosFN

la mayorpartedeno significacionescon los controlessedanentre T2 y T3; hay

que señalarque el suelo C es el único en el que todos los tratamientos(FN y

PSN)nodifieren estadísticamentedel control Ca ni de los doscontrolesdeCrone

(CN y SN).
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ti, las tablas y Honres siguientes les abreviaturas empleadas son: Ti. ‘2 y T3 1 trataaisntos 1, 2 y O
(correspondan respect ivasente con la aplicacien de los exudados de plantas noduladas (PM) y sin nodular (P3W)
al 100%. 50% y 25%. sobre los Suelos ensayados. también empleamos dichos sufijos en los controles). Ca: control
con agua e caM; c: control Con carbono orgánico y agua e CfiM; 2V: control con carbono orgánico doble
concantración y Sotas 5 CfiM; c.E: control con carbono organíco y exudados a CPM. Mo: control con aolibdeno y
agua a cRM; CsM: control COn molibdeno, carbono orgánico y egus e CRM~ CX: control con Cronra.X¡ SM: control

con Crona-}4; A, a,cy O son los suelos ensayados Unidadss: naol C~H
2 /g suelo ¡hora.

Tabla 4.IX. Resultadosdel ARA en los suelos A, B, C y D tratadoscon los

exudadosde plantasnoduladas,sin nodular y los respectivoscontroles.

SueloA Suelo 6 Suelo C Suelo O

0.466 ±.006

0.230 ±.004

0.131 ± .005

0.063 ±.000

0.112 ±.010

0.235 ±.000

0.004 ±.000

0.818± .009

0.093 ± .004

0.021 ± .000

0.451 ±.008

0.857 ±.058

0.978 ±.021

1.229 ±.036

0.103 ±.000

0.192 ±.005

0.083 ±.001

0.831 ± .004

1.005 ±.002

0.575 ±.025

0.331 ±.004

0.102 ±.000

0.235 ±.012

0.562 ±.023

0.015 ±.002

1.842 ± .080

0.022 ±.011

0.010 ±.000

1.023 ±.004

1.989 ±.005

2.942 ±.056

3.374 ±.011

0.193 ±.005

0.403 ±.009

0.192 ±.003

1.762 ±.004

0.121 ±.000

0.053± .001

0.032 ±.001

0.031 ±.000

0.062 ± .000

0.123 ±.000

0.015 ±.002

0.211 ± .004

0.021 ±.001

0.001 ±.000

0.112 ±.000

0.291 ±.002

0.154 ±.000

0.412 ±.008

0.061 ±.004

0.133 ±.005

0.043 ±.002

0.621 ±.001

0.576±SUS

0.Ofl±.(X2

0.042±ff2

0.CE4±.(XXJ

0.133±.0(I)

0.52±.011

0.011±.(XX3

1.311±.014

0.022±.OX

0.X3±.¿Xfl

0.~8±.0(14

1.541±.024

3.134±.063

4.733±.178

0.142±.015

0.~3±.11>4

0.974±£722

0.936±.004

T1PN

T2PN

T3PN

T1FSN

T2PSN

T3PSN

Ca

Mo

SN

CM

CPN

2CPN

C+EPN

C+MPN

CPSN

2CPSN

C+EPSN

C+MPSN
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Figura 4.10. Resultadosde ARA potencial en los distintos suelosensayados,

tratadoscon exudadosde plantasnoduladas(a) y sin nodular (b).
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Tabla 4.X. Resultadosdel ANOVA de la fijación de nitrógenopotencial CARA)

con exudadosde plantasnoduladasy sin nodular.

F. de variación G.l. F p Significación

Tratamientos

y controles

Suelos

Interacción

17 1508.22

3 2020.29

51 261.66

4.76 x 10” S.(**)

5.96 x 10-fi

9.53 x 10~’

5. <**)

5. (**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** pc0.01

Tablas4.XI.a y b. LSDs de los tratamientos(a) y suelos (b).

PN PaN

(8) TI 1* TS TI TI 78 O IOO.EO.M O SOO.UO.MO* UcON

0*00000*0* OC C0~*O 00 *0 0*0***

oÑs~o 0*C*}J8*C’00]0000 os

OC * 0N8~0N8 0*0*000*0*

0*00*00*
¡ ___ ¡ ____ ¡ ___

(b>

*000 00~450* CC CC 00*000*0*0*0

0000 **~00N8C0 **********

0*00 00 0 0*0* **~00 00 0* ******

CO 00 00 00 *C~00 0*~00 *0 0* 00 0*

CC CO NSMSNB CC CC 000* 0~ NS 0*

CC 00 00~00 ,*0 CC CC 00~

*00000*0 OC CCOO

* ¡000* *01*0 00

*0 * *0 0* 0*
__ __ ¡ __ __

* * ¡ * 0 N ~
‘0

¡ TratamIentos y controles
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4.4.2. Mineralizaciónpotencial

4.4.2.1. Efecto de los exudadosnodularesy radicales

Los resultadossemuestranen la tabla4.XII y serepresentanen la figura
4.11. El análisis de la varianza <tabla 4.XIfli, muestraque hay diferencias

significativas entre suelos <F=14.582, p<0.01), y controles

(F=4.988, pcO.01), así como en la interacción (F=1.683, p’zO.01), (véase

ApéndiceE, tabla B.III)

El LSD (tabla 4.XIV.a y b) nos indica queel suelo E (con mayor tasade

amonificación, 0.0638 día”) es el unico que es significativamentedistinto del

resto.

Por otra parte, los tratamientosmás concentrados(TiN y TiR) muestran

tasas de amonificación (0.0398 y 0.0283 día”1 respectivamente) de

aproximadamentela mitad que los restantes(entorno a 0.06 ennodularesy 0.05

en radicales). Al comparar los tratamientos el LSD indica que los más

concentrados,tantonodularescomoradicalespresentantasassignificativamente

iguales, siendo significativamentedistintospor un lado TíN respectoa T2N y

T3N y por otro TíR respectoa T2R y ‘NR.

Los dos controlescon asparagina<CAE y CAN) presentanvalores algo

mayoresque los respectivostratamientosTI. y no son distintos, pero si lo son

respecto al control con agua <Ca). Los tratamientos TiN y TiR son

estadisticamenteiguales a los respectivoscontrolespero diferentes a Ca; el

resto de los tratamientosson diferentessignificativamentea los controles.

En la interacción encontramos las mismas tendencias descritas al

considerarlos suelosen conjunto (apéndiceE, tabla E.111).
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En las tablas y figuras siguientes lee abreviaturas empleadas son: TI, T2 y T3 : tratemientos 1. 2 y 3
<corresponden respectivasente con la aplicación de loe exudadoa nodulares CH) y radiceles (fi) al 10%. 5% y 2%.
sobre los suelos ensayados. ?ambién empleamos dichos sufilos en los controles), Ce: control con agua a
CAS: cyntrol con nitrógeno sineralizable CAen) y agua a CflM. A. E, C y O son los eueloe ensayados, Unidades:
Días

Tabla 4.XII. Resultadosde la mineralizaciónpotencialen los suelosA, B, C y

D tratadoscon los exudadosnodulares,radicalesy controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo 1)

0.0321±.0051

0.0931 ±.0190

0.0522 ±.0020

0.0208 ±.0004

0.0815 ±.0051

0.0717 ±.0046

0.0845± .0091

0.0738 ± .0004

0.0885 ±.0040

0.0429±.0050

0.0582±.0120

0.0394 ±.0032

0.0232± .0001

0.0473 ±.0005

0.0288±.0007

0.0254±.0010

0.0154 ±.0022

0.0722 ±.0150

0.0290± .0010

0.0580± .0040

0.0774± .0053

0.0172±.0004

0.0494±.0003

0.0678± .0001

0.0325±.0010

0.0220± .0006

0.0595 ± .0053

0.0520 ±.0010

0.0610 ±.0020

0.0590 ±.0030

0.0420 ±.0001

0.0507 ±.0020

0.0490±.0001

0.0293 ±.0040

0.0196±.0001

0.0354 ±.0020

TiN

T2N

T3N

TíR

T2R

T3R

CASN

CASR

Ca
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Tabla4.XIII. Resultadosde] ANOVA de la mineralizaciónpotencialconexudados

nodularesy radicales.

F. de variación

Tratamientos

0.1. E p Significación

8 4.98 6.15 x 1O”~

y controles

Suelos 3 14.58 1.18 x 10”’

Interacción 24 1.68 1.68 x 10”

N.8. no significativo 5. =significativo. ** =p<0.01

Tablas4.XIV.a y b. LSDs de los tratamientos<a) y suelos <b).

Tratamientos y oontrol.a

TIN?INT8NTINTIRTIROAM CAN

Suelos
A • O

o NSCCNS

o BC

8. (**)

5. (**)

(~)
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4.4.2.2. Efecto de los exudados de plantas noduladas y sin nodular

Los resultadossemuestranen la tabla4 .XV y serepresentanen la figura

4.12. El análisis de la varianza <tabla 4.XVI), indica que no hay diferencias

significativas entre suelos (F=0.9994, p=0.3970), ni entre tratamientos y

controles <F=1.0011, p=0.4489), tampoco es significativa la interacción

(F=0.9999, p=0.4804).

Pesea no existir diferenciassignificativas en ninguno de los casoshay

que destacarla tendenciaal aumentode la amonificaciónpotencialal aumentar
las concentracionesde exudádos,tanto en FN como en PSN. Estastendencias

seobservanen cadauno de los suelosensayados.

En las tablas y figuras sIguientes 1am abreviaturas empleadas son: TI, 12 y T3 : tratamientos 1, 2 y 3
<corresponden respectivamente con la aplicectdn de los exudados te plantas noduladas (PH) y sin nodular(PSH)
al 100%. 50% y 25%, sobra los muslos ensayados. también se emplean dichos sufijos en los controles). Ca:
control con agua a CRN; CAS: control con nltró~ano sinaralizabie CAan, y agua e c~M. SN: control crona-n.
CH:control crons.X. A. E, C y O son los suelos ensayados. Unidades: OSas -l

Tabla 4.XV. Resultadosde la mineralizaciónpotencialen los suelosA, B, C y

D tratadoscon los exudadosde plantasnoduladas,no noduladasy controles.

SueloA Suelo B Suelo C Suelo D

T1PN 0.4223±.0090 0.4254±.0044 0.2122±.0051 0.7631±.0039

T2PN 0.2212 ±.0041 0.2227±.0053 0.1017±.0009 0.3567±.0007

T3PN 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 ±.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 0.0376 ±.0016 0.1040 ±.0033
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Tabla4.XVI. Resultadosdel ANOVA de la mineralizaciónpotencialconexudados

de plantasnoduladasy sin nodular.

F. de variación <Lí. F p Significación

Tratamientos 10 1.001 0.4489 N.S.

y controles

Suelos 3 0.999 0.3970 N.S.

Interacción 30 0.999 0.4804 N.S.

14.5.= no significativo 5. significativo. ** =p<0.01

4.4.3. Nitrificación potencial

4.4.3.1. Efecto de los exudadosnodularesy radicales

Los resultadosdel potencial nitrificante se muestranen la tabla 4.XVII

y se representanen la figura 4.13. El ANOVA y los LSD (Tablas 4.XVIII y
4.XIX.a y b) sólo se han realizadocon los datosobtenidosde los suelos A, E

y It El sueloC exhibíavalorestan balos, que de incluirlo en el ANOVA con los

demás,darla jugar a que uno de los condicionantesde] test, homocedasticidad

de varianzas,no se cumpliesey por ello no fueseaplicable.

El ANOVA indica que hay diferencias significativas entre suelos

(F=250.89, p<0.01), los tratamientosy controlesmuestrandiferencias(F=81.93,

p<0.Ol) así como la interacción <P=24.14, p<0.0l), <véaseapéndice E, tabla

B .1V).

En los suelos tratados con exudadosnodulares, los potencialesmás

elevadosse obtienen con los tratamientos más concentrados, siendo estos

diferentessignificativamente.El control CNN es el que da lugar a un mayor

potencialnitrificante, no presentandodiferenciassignificativas con TíN , el

menor potencial se detecta en el control Ca. En el caso de los exudados

radicalesel control CNR es menorque los tratamientospero no queel Ca. Los

tratamientosradicalesno presentandiferenciasentresi. Por otrapartetambién

se encuentrandiferenciasentre los tratamientosnodularesy radicales.
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Al considerarlos suelospor separado,las tendenciassonsemejantesa las

descritasanteriormente(apéndiceB, tablaE .1V). Solo hemosde mencionarque

las diferenciasentretratamientosy controlessonmenosacusadasen el sueloE.

En lae tablas y figuras siguientes las abreviaturas empleadas son: tí. ?2 y ?3 tratamientos 1. 2 y 3
(corresponden raspectivasante con la aplicación de exudados nodulares CH) y radicales Cfi) al 10%, 5% y 2%,
sobre los suelos ensayados. también es empleen dichos sufijos para los controles). Ca: control con agua a cRM¡
CH: control con nitrógeno amonio y agua a cRM. A. a. c y O son los suelos ensayado.. Unidades: N.a de nitrato
producidas tras 20 díaS de incubación.

Tabla 4.XVII. Resultadosde la nitrificación potencialen los suelosA, E, C y

D tratadoscon exudadosnodulares,radicalesy en los controles.

Suelo A Suelo B SueloC Suelo O

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 ±.0440 —0.0050±.0017 0.5030±.0340

0.1500 ±.0094 0.0920±.0044 0.0001±.0049 0.3320 ±.0148

T2R 0.1230±.0027 0.1110±.0049 0.0000± .0000 0.2520 ±.0018

T3R 0.0700 ±.0049 0.1330 ±.0577 0.0000 ±.0000 0.0510 ±.0014

CNN 0.3700±.0360 0.1700±.0480 0.0040±.0011 0.7770 ±.0170

CNR 0.1650±.0029 0.0780 ±.0017 0.0002 ±.0000 0.0440 ±.0023

Ca 0.0456± .0040 0.1123 ±.0190 0.0000± .0000 0.0838 ±.0076
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Tabla 4.XVIII.

distintos suelos

Resultados del ANOVA del potencial de nitrificante de los

ensayadoscon exudadosnodularesy radicales.

E. de variación

Tratamientos

y controles

Suelos
Interacción

G.l.

8

F

81.93

2 250.89

16 24.14

P

< 10~’

< 10-’

< 10”’

Significación

8. <**)

S. (**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =pcO.01

Tablas4.XIX.a y b. Resultadosde los LSDs en tratamientos<a) y suelos (b)

del potencialnitificante.

fratsmIee¶toay •ontrolea
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*0

0*

<a>
U
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lUN
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715

IBM
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4.4.3.2. Efectosde exudadosde plantasnoduladasy sin noduiar

Los resultadosdel potencial nitrificante se muestranen la tabla 4 .XX y

se representanen la figura 4.14. El ANOVA y los LSD (Tablas 4.XXI y

4.XXII. a y b) sólo se han realizadocon los datosobtenidosde los suelosA, B

y D. El suelo C no seincluyó por las razonesexpuestasen el párrafoanterior.

El ANOVA indica que en los tres suelos se obtienen potenciales

estadísticamentedistintos (F=916.58, p.cO.01), así como en los tratamientosy

controles (F=150.60, pcO.OI) y la interacción (F=29.69, p<O.O1), (véase

apéndiceB, tabla B.V).

Tanto en el casode los tratamientoscon exudadosde plantasnoduladas

(PN) como de plantas sin nodular (PSN), se aprecia un incremento

estadísticamentesignificativo del potencialde nitrificación con la aplicación de

los exudados.En amboscasoslos distintostratamientosson significativamente

distintos entre sí y respecto a los controles. Los controles Ca, crone sin

nitrógeno (SN) y crone con nitrógeno <CN), son los que muestranuna menor

tasa nitrificante y ademásno son significativamente distintos entre sí. El

tratamiento menos concentrado <T3) de PN, tampoco es diferente de los

controles.

Los efectosdescritosal considerarlos suelosA, B y D en conjunto, son

semejantesa los detectadosen los suelospor separado,tal y como reflelan los

LSD <apéndiceE, tabla B.V).
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En las tablas y figuras siguientes las abreviaturas sapleadas son: TI, 12 1, 13 : tratamientos 1, 2 y
<corresponden respectivamente con la aplicación da exudados de plantas noduladas (5, PH) y sin nodtular (PSM)
al 200%. 50% y 25%, sobra los suelos ensayados. Tembáin se espien dichos sufijas an los controles>. Ce:
control con agua a VaX; Ci,: control con nitrógeno amonio y agua 5 ~flM. CM: Control crone aH. SH: control crone-
14. A. E C y O son los suelos ensayados. Unidades: ~a de nitrato producidas tras 20 días de incubación.

Tabla 4. XX. Resultadosde la nitrificación potencialen los suelos, B, C y O

tratadoscon exudadosde plantasnoduladas,sin nodular y en los controles.

Suelo A Suelo B Suelo C Suelo D

0.3133±.0072

0.2300±.0380

0.0300±.0047

0.4123 ±.0109

0.2191 ±.0223

0.1010 ±.0057

0.0800 ±.0047

0.0002 ± .0000

0.0096 ±.0002

0.0010 ±.0004

0.0130 ±.0027

0.2000±.0047

0.1000± .0047

0.0630±.0240

0.3102 ±.0059

0.1501 ±.0160

0.0721±.0132

0.0630 ±.0027

0.0010±.0000

0.0200 ±.0047

0.0030 ±.0004

0.0230±.0054

0.2300±.0271

0.0133 ±.0272

0.0000 ±.0000

0.3012±.0059

0.1501 ±.0082

0.0761±.0058

0.0030 ±.0012

0.0031±.0004

0.0000 ±.0000

0.0001± .0000

0.0000 ±.0000

0.9300 ± .0355

0.7400 ±.0241

0.6200±.0420

0.9501 ± .0254

0.4602 ± .0252

0.2200± .0131

0.5160 ±.0195

0.5290 ± .0511

0.1300±.0212

0.1460±.0131

0.1460 ±.0195

T1PN

T2PN

T3PN

T1PSN

T2PSN

T3PSN

CnPN

CnPSN

Ca

CN

SN
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Tabla 4. XXI. Resultadosdel ANOVA del potencialde nitrificación en los suelos

A, B, C y D tratadoscon exudadostotalesde plantasnoduladas,sin nodular

y en los controles.

F. de variación

Tratamientos

y controles

Suelos

Interacción

G.l.

10

F

150.60

2 916.58

20 29.69

p
< 10”’

< 10”’

< 10”’

Significación

S. (**)

S. (**)

5. (**)

N.S.= no significativo S. =significativo. ** =p<0 .01

Tablas4.XXI.a y b. Resultadosde los LSDs en tratamientos(a) y suelos <b)

del potencialnirtificante.
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4.4.4. Desnitrificación potencialtotal

4a4.4e1. Efecto de los exudados nodulares y radicales

En la desnitrificación (tabla 4.XXIII y figura 4.15), el ANOVA (tabla

4.XXIV) nos indica diferenciassignificativasentresuelos<F=229.47,p<O.O1),

tratamientos(F=102.21,p<0.01) y en la interacciónde ambosfactores(F=7.77,

pcO.Ol), (véaseapéndiceE, tabla B.VI).

De los cuatrosuelosensayados,la tasade desnitrificaciónesmásintensa

en el A (9.162 nmol 14,0 g”’ h”fl, seguido de E y D. El suelo O tiene una

actividad desnitrificante ostensiblementemenor que los anteriores. El LSD

(Tabla 4.XXV. b) muestrala existenciade diferencias significativas entre el

sueloA y el resto (P<O.O1),pero no entreellos.

En lo referente a los tratamientos<figura 4.15) se observantendencias

diferentesen los exudadosnodularesy radicales.En los primeros, la actividad

desnitrificante aumenta al disminuir la concentraciónde los exudados, las

diferencias son significativas entre sí. En los segundos,la desnitrificación

decrecesegúnlo hacela concentraciónde exudados;también en estecasolas

diferencias son significativas (tabla XXV.a). Al comparar los tratamientos

nodularesy radicalesno se aprecian diferenciasentre los tratamientosTíN

frente a T2R y T3R, y TíR con T314. Al compararlos tratamientosy controles

cabedestacarqueTiN no presentadiferenciassignificativascon respectoa C+E

y C, mientras que TíR si las presentarespectoa C+E.

Entre los controlesla mayor desnitrificaciónse apreciaen los radicales.

En los nodulares,O frente a Ca y C+E no muestrandiferencias;en los radicales

no presentandiferenciasestadísticas20 y C+E.

Como ya se ha señaladoanteriormentela interacción es significativa. El

comportamientode los suelospor separadoessemejanteal descrito,si bien hay

que apuntar que debido a la escasaactividad detectadaen el suelo O las

diferencias entre los tratamientos 14 no son significativas, apreciándose

diferenciassolo en los radicales.
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En lea tablee y flgurae siguientes las abreviatura. empleadas son: 21, 22 y 23 : tratsfientoa 1, 2 y 3
<corresponden r*spsctivaaentt con 15 incorporación de los ekudados nodulares CH) y radicalea fl el 10%, 5%
y 2%. sobrs loe suelos ensayados. tasbién se emplean dichos sufijos en el caso da los controles). Ce: control
con agua a CflH: Co: control con carbono organico y agua a aH: ZCo, control con carbono organico doble
concentración y agua a VaX: CeE: control con carbono orgénico y exudados a VR>4. A, E, C y O son loe muslos
snssyadoe. Unidades: nmolst 14

20/g auelo/ hora.

Tabla 4. XXIII. Resultadosde la desnitrificaciónpotencialtotal en los suelosA,

B, C y D tratadoscon los exudadosnodulares,radicalesy en los controles.

SueloA Suelo B Suelo C Sudo ¡Y
TiN 4.133 ±.359 2.976±.000 0.223 ±.030 2.5&±.144

T2N 4.858±.262 4.372 ±.030 0.300±.006 3S5±.243

T3N 5.889 ±.446 4.636 ± .038 1.277 ± .088 4.756±.1fl

TíR 5.934±.026 4.835±.039 2.543±.005

T2R 4.266±.015 3.455±.037 1.251±.004

T3R 3.505±.679 2.177±.050 0.787±.006

CoN 3.877 ± .047 2.230±.029 0.490 ± .070 2.~0±SE1

2CoN 6.160±.051 4.213±.023 0.303±.007

C+EN 4.070±.023 3.080±.012 0.270±.009 3.2~±.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±.W4

C+ER 5.926±.034 6.322±.000 6.452 ± .027 7.411±.040

Ca 3.484 ± .122 1.860±.057 0.428 ± .011 1.~5±.093
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Tabla 4.XX1V. Resuitadosdel ANOVA de la desnitrificacion potencial en los

suelos ensayadostratados con los exudados nodulares, radicales y en los

controles.

E. de variación

Tratamientos

y controles

Suelos
Interacción

0.1. E

12 102.21

3 229.47

36 7.77

p
1.78 x

< 10”’

5.36 x 10’

Significación

S.(**)

5. <**)

8. (**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p<0.Ol

Tablas4.XXV.a y b. Resultadosde los LSDs en

del potencialdesnitrificante.

Tratamleh’taa y Controlsa

tratamientos(a) y suelos (b)
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4.4.4.2. Efecto de los exudadosde plantasnoduladasy sin noduiar

En la desnitrificación (tabla 4.XXVI y figura 4.16), el ANOVA (tabla

4.XXVII) indica diferencias significativas entre suelos (F=360.91, p<O.Ol),

tratamientos(F=281.28,p<0.O1) yla interacción(F=6.37, p<O.O1). Los LSD de

tratamientosy suelos se muestranen las tablas 4. XXVIII. a y b. Los de la

interacción serecogenen el apéndiceB, tabla E .VII.

Los suelosmuestranuna tasacrecientede desnitrificacitin: A > E > D >

C y sonestadisticamentedistintos. Respectoa los tratamientosencontramosque

al aumentarla concentraciónaumentala tasa de desnitrificación, tanto en el

caso de PSN como en PN. El LSD muestradiferenciassignificativas en ambos

casos.

Al considerarlos independientementelos suelosensayados,se puedever

que las tendenciasson las mismasen todos ellos, y desdeel punto de vista

estadísticoeX comportamientoes análogoen cada uno al descrito en el párrafo

anterior, salvo en el suelo E, que no hay diferenciasestadísticasentreTi de

PN y los controles antes citados.
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En las tablas y figuras siguientes las abreviaturas espleadas son: 11, ‘2 y ‘3 : tratamientos 1, 2 y 3
(correeponden respectiuaasnte Con la incorporación de los exudados te plantas noduladas (5, PH) y sin nodular
<PSE al 100%, 50% y 25%, sobre los suelos ensayados. taabién se etaplean dichos sufijos en los controles), Va:
controi con agua a cRH: Co: contro) con carbono orgánico y a;ue e CflM; 2V: contro2 con carbono orqénlco doble
concentración y agua a crn4~ C.2: control con carbono orgtnico y exudados a Crn4. CH: control con Crone,H. SH:
control con Vrone—X. A, E. V y o son los suelos ensayados. Unidades: nuoles 1420/o suelo/ hora.

Tabla 4. XXVI. Resultadosde la desnitrificaciónpotencialtotal en los suelosA,

B, C y D tratadoscon los exudadosde plantasnoduladas,sin nodulary en los

controles.

SueloA SueloB Suelo C Suelo D

T1PN 5.629±.040 4.631 ± .088 2.359±.003 3.OTI±.013

4.226 ± .097 2.443 ±.231 1.323 ±.005 2.189±.c04
T3PN 3.810 ± .092 1.847± .012 0.673 ±.006 1X27±.a37

T1PSN 8.412±.105 7.634±.160 6.341 ±.544 6.~7±.142

T2PSN 6.312±.448 5.314±.187 4.482±.302 5.312±.1~

T3PSN 3.417±.195 2.828± .339 2.191 ±.115 2.~9±.151

Ca 3.550 ± .093 1.812 ±.051 0.020 ±.007 0.~6±.048

CN 7.311±.395 6.682±.361 5.531±.103 S.~±.146

SN 3.731 ± .137 1.852±.004 0.032±.004 0.928±.044

CoPN 5.485±.025 4.710±.005 2.221±.016 3.fll±.045

2CPN 5.719 ± .084 6.018 ±.051 3.524 ± .003 5.245±.02ñ

C+EPN 6.016±.007 9.929±.007 2.123±.005

CoPSN 6.314 ±.142 5.286± .082 4.333 ± .016 S.~7±.1139

2CPSN 6.513 ±.051 5.431 ±.268 4.732 ±.125 5.~6±.211

C+EPSN 6.493±.296 6.395±.278 4.695±.151
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Figura 4.16. Resultados de desnitrificación potencial en presencia de exudados
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CO OC~5~*0~*0 ** oo oo~oo ea..

CC CC CC 0* 0* C*~0ClCC!** 0* *0

CC CC O 00’0* 00 00000*0*0*

CCOO CC¡** 00*000000* .oN8~

CC COCO **NS** oo * o.NS

Tabla 4.XXVII. Resultadosdel ANOVA de la desnitrificaclón potencial en los

suelosensayadoscon los exudadosde plantasnoduladas,sin nodular y en los

controles.

Fa de variación
Tratamientos

y controles

Suelos

Interacción

G.l.
14

F

281.28

3 360.91

42 6.37

p
3.57 x 10’

< 10-’

2.38 x 10’

Significación

5. (**)

5. (**)

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

Tablas 4.XXVIII.a y b. Resultadosde los LSDs en tratamientos (a) y suelos

(b) del potencial desnitrificante.

PN FIN

Ti TI 78 Q RO C.I C SC QeE Ca QN

0 ** oo NS
7

Tratamientos y Controles

(b) ABC
D~
O
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Ti TE TI
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o..
*0

o
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o
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TI
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CC CCOO *0

00 00100 0* NS0000

NS oC~OC** 00 0*

oo NSÁo •~ *0
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CC
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4.4.5. Producciónde CO,

4.4.5.1. Efecto de los exudadosnodulares y radicales

Los resultadosde producciónde CO, aparecenen la tabla 4.XXIX y se

representanen la figura 4.17. El ANOVA y los LSD realizadosse muestranen

las tablas4.XXX y 4.XXXI.a y b. Los LSD de la interacción seexponenen el

apéndiceB, Tabla B.VIII.

Las diferencias entre los cuatro suelos son significativas (p.cO.01), la

mayor producción de CO, correspondeal suelo B (217.37 nmol CO, g1 It1)

seguido del A (175.64 nmol CO
2 g”

1 kv1), D (104.68 nmol CO, g-1 h’) y

finalmenteel C (48.24 nmol CO, g~1 h-1).

Al aplicar los tratamientosnodularesy radicales,la tasade producción

de CO, aumenta con la concentración de carbono orgánico. Los distintos

tratamientos difieren entre sí significativamente(p.cO.01), sólo TíR y T2N no

muestrandiferenciassignificativas. Todoslos controlesmuestranentresi y con

los tratamientosdiferenciassignificativas <p<0.01)

En cuantoala interacción,queresultasignificativa (p<0.01)encontramos

que las tendendenciasdescritasen los 4 suelos en conjunto se repiten al

considerarlosaisladamente(apéndiceB, tabla B .VIII).
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En lee tablee y figuree siguientes las abreviaturas empleadas son: Tí. 12 y 13 : tratamientos 1. 2 y 3
(correspondan respectivamente a la aplicación de exudados nodulares <E y radicales <E al 10%. 5% y 2%. sobre
loe muslos anssyadoa. también se emplean dichos sufijos en los controlas). Ce: control Con agua a CflM: Co:
control con carbono orgánico y agua a VRX; ZVo: control con carbono orgénico doble concentración y agua a
C+E: control con carbono orgénico y azudados a CEM. A. E, C y V son los suelos ensayados. Unidades: nmolaa CO~
/g tierra,’ hora.

Tabla 4. XXIX. Resultadosde producción de

tratadoscon exudadosnodularesy radicales

TíN

T2N

T3N

TiR

T2R

T3R

CoN
2CoN

C+EN

COR

2CoR

C+ER

Suelo A

130.6 ±

119.8 ±

77.72 ±

100.3 ±

96.22 ±

68.84 ±

200.5 ±

305.1 ±

351.9 ±

186.6 ±

258.5 ±

326.1 ±

5.88

1.17

8.06

1.08

0.49

3.52

1 .65

3.09

1.40

6.11

7.86

2.25

Suelo B

177.7 +

125.4 +

100.7 +

161.8 +

107.3 +

88.08 +

250.1 +

254.3 +

516.1 +

217.8 ±

264.5 +

484.8 +

11.7

3.47

4.26

5.93

0.89

1.30

1.01

1.24

2.49

1.11

3.93

8.37

CO2 en los suelos A, B, C y D,

así como en los controles.

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 ±

2.38

1.07

0.66

0.70

0.26

1 .06

0.92

1.18

0.47

0.68

0.26

0.47

Suelo ¡Y

127.5±2.99

117.3±2.94

91.34±1.93

118.9±1.61

99.27±0.54

fl9.4±1.’78

2.14

371.3±1.93

212.7±1.fl

335.3±2.33

61.16 ±1.23 76.69 ±0.97 19.81 ±0.19 &.68±1.89Ca
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Tabla 4.XXX. Resultadosdel ANOVA de la producciónpotencialde CO2 en los

suelos tratadoscon exudadosnodularesy radicalesasí como en los controles.

F. de variación

Tratamientos

y controles

Suelos
Interacción

G.l.

12

E

2038.4

3 4237.6

36 157.1

p
5 x l0~

< 10-’

4.7 x 10”’

Significación

5. (**)

N . S . = no significativo 5. =significativo. ** =p<0.01

Tablas4.XXXI.a y b. Resultadosde los LSDs en tratamientos(a) y suelos(b)

del potencial de producción de CO?.
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4.4.5.2. Efectosde los exudadosde plantasnoduladasy sin noduiar

Los resultadosde producciónde CO2 aparecenen la tabla 4.XXXII y se

representanen la figura 4.18. El ANOVA y los LSD realizadosse muestranen

las tablas 4. XXXIII, y 4.XXXIV a y b. El ANOVA nos muestradiferencias

significativas entre suelos (F= 10931.66, pcO.01), tratamientos <F=5466.24,

p<0.01) y enla interacción(F=460.24, pcO.01), (véaseapéndiceB, tablaE.IX).

Los suelos sonestadisticamentediferentes <p<0.0l) mostrandola mayor

tasa de producciónde CO2 en el orden decrecientequesigue:E > D > A > C.

Los exudadosde FN y PSN tienen efectosanálogossobrelos diferentes

suelos: aumentala producción de CO2 al aumentar la concentraciónde los

exudados, siendo este efecto más marcado en FN. En ambos casosexisten

diferenciasestadísticasentre ellos y son significativamentediferentes de sus

respectivoscontroles(véaseapéndiceE, tabla B . IX).

Estas consideraciones podemos hacerlasextensivasa los cuatro suelos

ensayados, a excepción de dos casos: por un lado, en los suelos A y E no hay

diferenciasentre T1PN y su control C, y por otro en el suelo C tampocohay

diferenciasentreT1PSN y su control con carbonoorgánico (C); en estemismo

suelo encontramos que tampoco hay diferencias entre los tratamientos con

exudadosmenosconcentrados(T2 y T3), tanto de FN como de PSN.
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En lee tablas y figuras siguientes las ebreviaturas e.pleadas son: Tí, 12 y 13 : tratamientos 1, 2 y 3
<correeponden respectlvaeente a la aplicación de exudados de plantes noduledas <*,Pfl) y sin nodular¿PSM) al
100%. 50% y 25%. sobrs los suelos ensayados. ía.bién es sapísan dichos sufijos en los distintos controles).
ca: control con agua a cnt C: control con carbono orgánico y agua a CFM; ZC: control con carbono orgánico
doble concentración y agua a cnt C.E: control con carbono orgánico y exudados a crn4. CH: Control con crona,14.
$14: Control con Crone-14. A, E, V y O Son los suelos ensayados. Unidades: naolas c0

2 ¡g tierra,’ hora.

Tabla 4.XXVI. Resultadosde

tratadoscon exudadostotales

los controles.

T1PN

T2PN

T3PN
T1PSN

T2PSN

T3PSN
Ca

CN
SN

CPN
2CPN
C+EPN

CPSN
2CPSN

C+EPSN

Suelo A
140.3 ±

120.3 ±

85.32±

120.2 ±

100.3±

80.21 ±

69.32 ±

65.37 ±

73.29 ±

160.4 ±

280.7 ±

310.3 ±

186.6±

260.2 ±

300.4 ±

2.35

1 .03

0.42

1 .83

1.61

0.55

1.53

1.27

1 .87

2.37

4.98

0.48

6.11

3.30

5.42

producciónde CO2 en los suelosA, B, C y D,

de plantasnoduladasy sin nodular así como en

Suelo B

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 +

1.43

5.16

0.53

1 .97

2.56

1.34

0.07

1.17

0.45

3.72

2.81

6.20

1.11

2.81

7.35

SueloC

42.34 ±

25.90 ±

15.53 ±

40.52 ±

20.44 ±

12.36 ±

11.32 ±

9.31 ±

17.21 ±

36.47 ±

81.01 ±

74.08 ±

41.84 ±

75.39 ±

136.2 ±

0.56

0.21

0.19

1 .44

1.45

0.28

0.47

0.53

0.19

0.25

0.33

0.52

0.68

1.29

1 .99

Suelo ¡Y

125.1±0.97

110.4±0.44

91.90±0.36

137.2±1.44

118.3±1.07

84.45±0.75

81.20±0.33

1.56

219.9±0.EO

311.3±1.71

339.1±1.19

212.7±1.22

569.2±4.36
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Figura 4.18. Resultadosde producción de CO2 en presenciade exudadosde
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Tabla 4.XXXIII. Resultados del ANOVAde la producciónde CO2 en los suelos

tratados con exudadostotales de plantasnoduladasy sin nodular así como en

los controles.

E. de variación G.l. E 1’ Significación

Tratamientos 14 5466.24 1.19 x 10’ S.(**)

y controles

Suelos 3 10931.66 1.19 x 10’ S.(**)

Interacción 42 460.24 1.01 x 10’ S.<**)

N.S.= no significativo S.=significativo. ** =p.c0.Ol

Tablas 4.XXXIV. a y b. Resultadosde los LSDs en tratamientos (a) y suelos

(b) del potencial de producción de CO2.
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5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

EN EL SENTIDO PLANTA-SUELO



Son muchos los autores que han demostrado~a importancia de la

microflora rizosférica como componenteactivo del ecosistema(Nakasy Klein,

1980; Sherwoody Klein, 1981; Dahm, (1984a, b,). Ademáslos microorganismos

rizosféricospuedenaportar nutrientesa los productoresprimarios, actuando

ademáscomoprotectoresde las plantasfrentea al estrésambiental(Colemanet

al., 1983). En este sentido,las bacteriasrizosféricasse hanevidenciadocomo

4 6 5 veces más rápidas que las no rizosféricas en los cambios bioquímicos

(Rovira y MeDauga], 1967; Richard, 1972). Recientesestudioshan mostrado

las criticas relacionesentre exudados,microflora rizosférica, microfauna y

mesofaunaque aceleranel reciclado de la materia orgánica, facilitando a las

plantasla absorciónde nutrientes, sobretodo en condicionesen las que estos

son escasos(Clarholm, 1985; Inghamet al., 1985).

Para evaluar el efecto de los exudados sobre los microorganismos

edáficosimplicadosenel ciclo del nitrógeno,sehanusadométodosde extendido

manejo- Hemos consideradogrupos funcionales o fisiológicos y no entidades

taxonómicasconcretas,ya que el objetivo de estapartedel trabajoes conocer

el resultadode un procesobiológico, seacual fuereel agenteefectordel mismo.

Este planteamientoes el habitual en estetipo de estudiosy es empleadopor

numerososautorescomo Rernacley De Leval (1975), Pozuelo (1984), Turner y

Franz (1985), Bermúdezde Castroy Gutiérrez Mañero (1987), Llinares (1990)

y Sprent (1990), entreotros.

En la caracterizaciónde los exudadosy suelosensayadossehanincluido

parámetros generales, pero íntimamente relacionados con la dinámica del

nitrógeno, por ejemplo el nitrógeno total o el carbono orgánico, apropiados

paraconsiderarla cantidady naturalezade la materiaorgánicapresenteen el

sustrato. Se han incluido también otros parámetrosmás específicoscomo el

nitrógeno-nitratoo el nitrógeno—amonio.Ambosproductospuedendar unaidea

dela actividad biológica de los gruposfuncionalesqueutilizan estosionescomo

fuente energéticaparasu desarrolloo como productosde su metabolismo.

En la caracterizaciónbioquímica de los exudadosse han considerado

los gruposde moléculasqueademásde revestir interésdesdeel punto de vista

fisiológico en las actividadesde los grupos de microorganismosestudiados,

aportaninformación sobre las característicasde la exudaciónen las distintas

condicionesensayadas.Por ello hemosestudiado , lipidos y proteínas,

cuantitativay cualitativamente.El estudiode estosgruposde compuestosen los

exudadoses bastantegeneralizadoy seha efectuadosobredistintos materiales
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biológicos como refrenda la abundanteliteratura al respecto (Rovira, 1959;

Ayers y Thornton, 1968; Vancura, 1964; Smucker y Erickson, 1987;

Svenningssonet al., 1990). Respecto a los métodos de obtención de los

exudados y los métodos de separacióne identificación de los grupos de

moléculasconsideradasse discutenposteriormente.

Paraevaluar la fijación de nitrógeno en suelosse empleóel método de

la actividad reductoradel acetileno (ARA) en las condicionespropuestaspor

Grant y Binkiey (1987), debidoa la rapidezy escasamanipulaciónde los suelos

en el laboratorio. Las limitaciones del método (en la medida de actividad de

nódulos) hansido bien contrastadas,si bien estaslimitacionesno sonaplicables

a la fijación libre; este método es empleadode rutina por diversosautores

(Dansoet al, 1992).

Los potencialesamonificantey nitrificante seobtuvieronsegúnel método

de Robertsony Vitousek (1981), el cual, aunrequiriendotiemposde incubación
relativamentelargos, seconsiderabastanteapropiadoparaevaluarel potencial

nitrificante, pues como indica Alexander (1980) entre otros autores, los

microorganismosnitrificantes poseenun metabolismomás lento en comparación

con el resto de los gruposfisiológicos del ciclo del nitrógeno. No obstanteotros

autores ponen en duda la eficacia de este método en lo que respectaa la
amonificación ya que no contemplala volatilización ni la filación en arcillas

(BroadbentY Nashima,1967; Azhar et al., 1986; Hsieh, 1988). Sin embargoel

potencialamonificantedeterminadopor esteprocedimientorefleja másfielmente

la actividad de los suelos,ya que los fenómenosantesmencionadosse producen

de forma natural a las temperaturasy presión normales.Además, paraClarck

(1981), con las temperaturasde incubación empleadasla volatiMzación de

amoniacono seriasuperior al 15% del amonio fijado y, segúnFrenyet al. (1981)

estaspérdidasse compensanpor deposiciónsecade dicho compuesto.

Por otro lado la mayor parte de los procesos estudiados se ven

modificadospor múltiples factores,entrelos quecabedestacarel tipo de suelo

quesirve de soportea los mismos. Por estarazón consideramoslas variaciones

inducidas por los tratamientosen cada suelo o para el conjunto de los tres

suelosempleadossimultáneamente,pero no la interaccióncon suelosdiferentes.

La desnitrificación total se evaluó en las condicionespropuestaspor

Vinther (1984) aplicadasal método de inhibición por acetileno de Yoshinari y

Knowles (1976) y contemplaexclusivamentelas pérdidas de nitrógeno por
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desnitrificación. No hay interferenciadel procesode nitrificación, puestoque

como demuestranKlemedtssonet al., (1986) las presionesaltas de acetileno

(como el 10% de la atmósferade incubación)inhiben dicho proceso.

La producciónde CO2, se empleó exclusivamentecomo indicador de la

actividad de la microflora total. Alexander(1980) apuntaen este sentidoque

la relaciónentreel númerode microorganismosy la producciónde CO2 no está

totalmente demostrada,existiendosólo en algunasocasiones,como cuandola

fuente de carbono es única y la microflora monoespecífica.Sin embargola

producciónde CO=puedeindicarnos la funcionalidad de los microorganismos

edáficos.

Otra de las consideracionesque debemoshacer respectoa los métodos

empleados,es la forma de obtenciónde los exudados.Los trabajosrealizados

por distintosautoressecentransobreexudadosradicales,mayoritariamentede

plantas no diazotrofas (Ayers y Thornton, 1968; Bolton et al., 1989 o

Svenningssonet al., 1990). Considerandoque un nódulo radical conservala

estructurade la raíz, los productosexudadosseránanálogosen composicióna

los de una raíz sin nódulos, con las modificacionesque puedanserdebidasal

endófito. La mayoría de estos métodos recogen los exudados en vivo con

objetivos básicamenteanalíticos,paraello empleansoportesinertescomo perlita

(Ayers y Thornton, 1968) o solucionesdondese han desarrolladolas plantas

(Rovira, 1959; Sulochana,1962). Los exudadosdeplantasnoduladas(PN) y sin

nodular (¡‘SN) serecolectaronen soluciónnutritiva (cono sin nitrógenosegún

cadacaso). Sin embargo,son escasoso nulos los estudiosenfocadoshacia el

efecto de los exudadossobreel suelo, y comunidadesedáficas que en el se

desarrollan.Hay que considerarlas diferenciasexistentesentrelos bloquesde

tratamientos,por un lado FN, PSN y por otro N , R. En estosúltimos hemos de

teneren cuentaque comoefectodel estréshídrico y de la falta de afluenciade

fotosintatos a la raíz y nódulos, el proceso de exudación es más acusado

(Rovira, 1969; Klein et al., 1989). Por contraen los exudadosPN y ¡‘SN seha

buscadoque las condicionesde crecimientofueranlas más“normales” limitando

los factores de estrés al mínimo, de tal modo que las posibles diferencias

estuviesenreferidas a una sola variable: la presenciao ausenciade nódulos

radicales. Otros autores han estudiado la naturaleza de los exudados en

condicionesde estrés(Svenningssonet al., 1990), considerandoque, de esta

manera,la concentraciónde compuestosorgánicosen los mismos será mucho

mayor (los exudadosnodularesy radicalesfueron recogidosen condicionesde

estréstal y como se indicó en 2.5.1.)
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Otro aspectoa considerar es la proporción en que se añadenlas

solucionesde exudadosa los suelos, que fue en todas las pruebasa capacidad

de retenciónmáxima (CRM) de cadasuelo. De esta forma se favorece que los

compuestospresentesen los exudadosentren en contactocon la porción de

suelo ensayada,puesmuchasveceslas sustanciasson de difusión restringida

(Foster, 1986). A la vez quedanespaciosmicroaerobiosen el complejo poroso

del suelo, lo que permite la difusión de gases.Como ya se ha señalado,la

humedaddel sueloafectade modo distinto a los gruposfuncionalesdel ciclo de]

nitrógeno, pero, en general, un porcentajealto de humedadoptimiza estos

procesos.La filación de nitrógenose ve favorecidaal disminuir (conel aumento

de humedad) la tensión de oxigeno. La nitrificación se acentúa cuando la

humedad supera el 65% de la CRM (Sabey, 1967). El proceso de

desnitrificación también está favorecido en condicionesde humedadelevada

puestoque esteprocesorequierebalas tensionesde oxigeno (Terry y Tate,

1980).

El métodoempleadoparael análisisde hidratosde carbonopresentesen

los exudadoscumple un dobleobjetivo: por un lado permite una identificación

eficazy relativamenterápiday por otro es sencillo. Métodossemejanteshansido

empleadospor distintos autorespara el estudio de azúcarespresentesen los

exudadosde diferentesespeciesvegetales(Rovira, 1969; Vancura,1964) y han

evidenciadosu eficacia al compararloscon otros más complejosempleadoscomo

cromatografíade gases(Sveninngssonet al., 1990).

En lo referentea los azúcaresencontradosen los distintostratamientos

hay que resaltartres hechosnotables:

(i) la composiciónde N y R, en las condicionesensayadasno difieren

en su composición.

(U) En FN y ¡‘SN la composiciónno difiere sustancialmenteentre ambos

salvo en dosazúcaresexclusivosde cadatipo: lactosa(enPSN) y galactosa(en

FN).

(iii) Las diferencias más notables las podemosseñalar entre los dos

gruposde tratamientosN y R, por una partey FN y ¡‘SN por otra.

Las consideracionesquepodemosefectuarsobreello sondos: en primer
lugar, la naturalezadeexudadosno dependesólo de las condicionesen que se

desarrollala raíz (Hale et al., 1978; Wipps, 1984) sino que tambiéndependede

la estructuray característicasdeesta:no exudanlos mismosazúcareslas raíces

que los nódulos. Las causasúltimas de esteefectolas encontramosen aspectos

fisiológicos en respuestaa la simbiosisquese establececon Frankia

.
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En segundolugar las diferenciasencontradascualitativay cuantitativamentede

los exudadosen condiciones“normales” (FN y ¡‘SN) y de estréshídrico (N y

R) vendrían justificados por este factor. Como otros autores señalan las

diferenciasen amboscasosvendríandeterminadaspor aumentosen la autólisis

de la raíz (Martin, 1977a), incrementosen la permeabilidadde membranao de

los procesosmetabólicosque en ella se dan (Mukherjee y Choundry, 1981;

Hsiao, 1973).

En lo que serefiere a los resultadosobtenidospor otros autores,son

muy escasoslos trabalosde caracterizaciónde exudadosradicalesen plantas

leñosasy menosaún en diazotrofas.Podemosseñalaren estesentidoel trabajo

de Reid (1974) queabordael análisisdeaminoácidosen ¡‘mus ponderosa.Si son

abundanteslos trabajosrespectoa exudadosde plantasherbáceas.Nuestros

resultados,en cualquierade los dosgruposde exudados,muestranuna menor

variedadde azúcaresa los encontradospor Vancura(1964) en trigo y centeno

en condicionesnonnales,siendoel único diferente respectoa los encontrados

pordicho autor, la lactosa. Tampocosonnotoriaslas diferenciasen composición

de los exudadosde plántulas de pino que encuentraSmith (1969) mediante

métodossemejantes.Consideracionesanálogaspodemoshacer respectoa los

trabajosde Vancuray Hanlikora (1972), Hamlem et al. (1972) o Shay y Hale

(1973).

Lo más destacableque podemos reseñar es la escasavariedad de

azúcaresencontradospor nosotrosrespectoa otros autores.Estopuedevenir

justificado por la especieutilizada, por las condicionesde cultivo de las plantas

y por la edad de las mismas, factores todos ellos probados en numerosas

espeaes*

El método empleadopara la determinaciónde lípidos (Bligh y Dyer,

1959), permite una rápida identificación y rinde buenos resultados. Sin

embargo,tal y como señalanSvenningssonet al. (1990), existendificultadesa

la hora de detenrúnarlos lípidos de los exudados,dada su insolubilidad en

solucionesacuosas(cómoel medio derecolecciónde los exudados)y la tendencia

a ser adsorbidospor los medios de soporte.

Son dos los aspectosmás destacablesde los resultadosobtenidos:

(i) La variedad de los lipidos exudadospor los alisos en condiciones

“normales” es diferenteen FN y ¡‘SN, no ocurriendoesto en los exudadosen

condicionesde estrés(N y R).
(U) Es mayorel contenidoen lípidos de los exudadosen condicionesde

estrésqueen condiciones ‘normales”.
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Estasdiferenciaspuedendebersea los cambiossufridosprincipalmente

por las membranas, que indudablementehan de verse reflejados en la

composición de sustanciashidrofóbicasexudadas.Por una parte debido a la

alteración de la permeabilidadde la membranaen las células menosafectadas

duranteel estrés y por otra debido a la destrucciónde las membranasen las

células que mueren.

Sin embargolas diferenciascualitativasentre FN y PSN sugieren un

efecto del endófito. Podemosconsiderardoshipótesisque no son excluyentes:

(1) que el endófito influya sobrelas sustanciasliposolublesconstitutivas de la

plantaduranteel crecimientovegetaly (Ii) que el endófito actueindirectamente

sobrela exudaciónlipídica por afectaral metabolismode dichos compuestosen

zonaspróximasa los nódulos o en los propios nódulos.

Una última consideraciónque hemos de hacer se refiere a la mayor

exudaciónde lípidos en condicionesde estrés,como señalanSvenninngssony

Li]jerberg <1986). Estaconsideraciónes razonabledebido a la destrucciónde

membranasque se produceen estascondiciones.

Juoy Stotzky (1971)fueron los primerosautoresquehemosencontrado
en la literatura consultadaque empleanel método de Lowry et al. (1951), para

estimarcuantitativamentelasproteínastotalesenexudadosradicales,empleando

como material biológico guisante,maíz y girasol. El rendimientode estatécnica

es aceptablecomo ponen de manifiesto los autoresarriba citados. En nuestro

caso,ademásdel método de Lowry se ha empleadola reacciónde Biuret.

Como seha señalado,existendiferenciasnotoriasentrelos exudadosen

condicionesde estrés(N y R, con mayor contenidoen proteínasy polifenoles)

y en condiciones“normales” (FN y ¡‘SN). La mayor cantidadde polifenoles en

N y E, vendríajustificadapor el mayor gradode lignificación tanto de nódulos

como de raícesfrente a la nula o escasalignificación de las plantasusadasen

las experienciasde FN y ¡‘SN, más que a las condicionesdel experimento.

En cada uno de los grupos de exudadosla mayor concentraciónde

proteínasla encontramosen N y en PN, es decir en aquellos en los que

intervienen los nódulos. Por ello el incremento en las concentracionesde

exudadodebendeestarcausadas(i) porqueseproduceliberación de proteínas

del endófito hacia el exterior a travésde las célulascorticalesy epidérmicaso

bien (U) queel endófito actuesobrela fisiología del vegetalde tal modo quese

de un incrementode la exudaciónprotéicaendógena.
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De nuestroslos resultadosse deduceque los exudadosN y R activan

el AltA potencial en los suelos ensayados. El más concentrado de los

tratamientoscon exudadosnodulares, es el que exhibe un ARA mayor y

diferente al resto. Las causasde estos efectospodemosencontrarlasen tres

posiblesfactores:

(i) Como han evidenciadodistintos autores (Child, 1981) uno de los

factoresquemaslimitan la fijación libre esla disponibilidaddemateriaorgánica

oxidable. Esta podría ser apanada vía exudados, como han demostrado

diferentestrabajosy muy especialmentehidratos de carbono(Vancura,1964,

Svennignssonet al., 1990). En este sentidoson también son numerososlos

autores que han señaladocomo en la rizosfera de diferentes plantas se

incrementala actividad fijadora libre precisamentepor el aporte de materia

orgánicacarbonada(Neyra y Dobéreinner,1983>.

(U) La disponibidad de molibdeno, cofactor de la nitrogenasa,es otro

de los factoresque puedenafectardecisivamentea la fijación libre (Weberet

a]., 1987). Los exudadosnodularespuedenaportar cantidadesapreciablesde

estemetal (procedentedel endófito, al desencadenarseel procesonecrótico) y

podría de estemodo sermas accesibleparalas bacteriasdiazotrofaslibres.

(iii) La presenciade sustanciasde distinta naturalezaque actuasen

activandoo inhibiendo específicamentea los microorganismosfijadores libres.

Respuestasde este tipo (mecanismosalelopáticos) han sido descritos con

respectoa los microorganismosnitrificantes (Olsony Ralners,1983; Baldwin et

al., 1983).

Considerandolos tres factoresy nuestrosresultdospodemostarabajar

con dos hipótesisque expliquen nuestrosresultados:

a) Tantoen el casode los exudadosnodularescomoradicalespareceque

el efectoactivadordel ARA respondeal aportede materiaorgánicapor partede

estos (2,66 y 2,05%de carbonoorgánicoen TIN y TIR respectivamente)y que

conformea lo que señalábamosen (i) facilita el proceso metabólico dado su

elevadocosteenergético.De hecho,los controlescon carbonoorgánico, tanto

en nodularescomoen radicalesmuestranmayoresARAS que los tratamientos2

y 3. El mayor Incrementode actividad en los controlescon carbonoorgánico

frente al TiN y TR sepuedeexplicar en razóna que el carbonoorgánicoque

seaportaen los controlesesfácilmenteasimilable, mientrasque el queaportan

los exudados(véasecaracterizaciónbioquímica)son de naturalezamáscompleja

y por ello se requiere un tiempo mayor para su degradacióny asimilación.

Abundandoen esto, los resultadosde los controlescon carbonoorgánicodoble

concentradoy carbonoorgánicomas exudadosnos permiten comprobarlo que
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mas arriba señalábamos:las tasasde ARA (tanto en los controlesnodulares

como radicales)muestrandiferenciassignificativas.

b) El segundofactor que explicaría nuestrosresultadosseríael aporte

de molibdeno. Los únicos que pueden aportar cantidadesapreciablesde

molibdeno son los exudadosnodularesy es precisamenteen estos en los que

encontramosun efecto activador. Sin embargodebemosdescartarla hipótesis

de que el Mo esel único responsabledel efectoobservado:las diferenciasentre

TiN y Cco+Mo son las únicasno significativasde dicho tratamiento.

Además de todo lo señaladohastaeste punto no se puededescartar

radicalmentela presenciade agentequímicos que de algún modo modulen los

efectosdescritos.La presenciade estoscompuestoshabrá de evidenciarsepor

su aislamientoy caracterización,pudiendo, a la vista de nuestrosresultados,

especularcon la posibilidad de que dichos compuestosesténen relación con

otros señaladospor autorescomo Rice (1984) o Freench(1985).

En los tratamientoscon exudados de plantas noduladas (PN> y sin

nodular (¡‘SN) encontramos,como ya se ha señalado,un aumentodel ARA con

la concentraciónde los tratamientosFN y al revés con ¡‘SN. El conjunto de

factoresquepodemosconsiderarcomo desencadenantesde estosefectos serían

los reseñados anteriormente: presencia de materia orgánica carbonada,

molibdenoy activadoresespecíficos.

Estosresultadosson diferentesa los encontradoscon los exudadosN y

E. A la vista de estos resultadoscobra mayor importancia la hipótesis que

contemplala presenciade activadoreso inhibidores alelopáticos.Mientras que

los exudadosN y E probablementeactivanlos fijadores a travésdel aporte de

materia orgánicacomo sustratoenergético,en este caso el aporte de materia

orgánicasólo suponeun incrementode actividaden FN, en PSN los resultados

se invierten, ademásen presenciade materiaorgánicafácilmente asimilable y

exudados(controlC+E) la actividaddesciendefrentea 2C. Estosresultadossólo

puedenexplicarsepor la presenciaen los exudadosde ¡‘SN de algún inhibidor

de este grupo de microorganismos.Las razonespuedenser múltiples y sólo

podemosespecularal respecto.En principio cabepensaren aspectosrelativos

a competenciasque resultan favorablespara la fisiología de la planta y que

permitan el asentamientode poblaciones que faciliten el desarrollo de la

simbiosis, cosaque no ocurre en el casode FN porque ya se ha establecido.
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Como ya se ha señaladolos suelosexhiben ARA diferente (salvo B y

1)) que en cantidadestotales (consideradostratamientosy controles)muestran

tasasmuy semejantes.las pautasde respuestaen los tratamientosy controles

son superponibles.Sin embargo,Interesaprofundizar en las causasde las

diferenciasque derivan de las característicasde cadasuelo.

Las tasas bajas del suelo C (véasesu caracterizacióny resultados)

respectoal resto, puededebersea factorescomo su alto contenidoen K, que

tal y como señalaWeberet al. (1983) aparececorrelacionadonegativamentecon
el ARA. Porotra partediferentesautoreshanapuntadola bajatasadeARA que

se observaen sueloscon pocadensidadde raíces. Las raícesson importantes

vías de aportede materiaorgánicay por ello, sueloscon mayor biomasaradical

poseenmayoresARAs (Neyray Dob~relner,1983). El sueloC esindudablemente

el queposeeuna menordensidadradical y su contenidoen carbonoorgánicoes

muy bajo por lo que no se favorece el desarrollo de este grupo de

microorganismos.

Resultanllamativos nuestroresultadosal considerarlos suelosA, B y

D en io que respectaa la vegetaciónqueen ella se encuentra.Nohrsdt (1983)

señalóque en formacionesdeciduasel ARA libre essuperior al encontradoen

formacionesaciculitoias, principalmentea causade] pl-! y de la degradabilidad

de la hojarasca. Sin embargoen nuestrocasoencontramosque los suelosque

presentanmayor ARA (B y D) son suelos desarrolladossobre los que se
asientan pinos y alisos respectivamente.Además los pH son marcadamente

diferentes (4.30 en E y 7.13 en 1)). Otros parámetrosque puedenincidir en

estos efectos podrían estar en relación con una jerarquizacióndel grado de

incidenciade los factoresabióticos.Así podemosapuntarun efectoinhibidor del

ARA en el sueloA por el alto contenidoen N (12.5mg/g tierra) que como Rice

y Paul (1971) han señaladoIncide en una reducciónde la acciónfijadora libre.

En el efectode los exudadosnodularesy radicalessobrela amonificadón

potencial,lo másdestacableesla relacióninversaexistenteentreconcentración

de los tratamientosy tasa de mineralización,en contra de lo que en principio

podría pensarsepues como señalanChae y Tabatabai (1986) la adición de

materiaorgánica(en nuestrocasoexudados)deberíatenerun efectoactivador

sobre la amonificación. Para justificar estos resultados proponemos dos

hipótesis:

(1) que el tratamientoTi (en N y R) aportensuficientecantidadde materia

orgánicano nitrogenadade forma que los microorganismosmineralizantesla

empleancomo fuenteenergética,sin verseen la necesidadde utilizar paraeste

fin el N orgánicomineralizable,queempleancomofuentedenitrógenoquedando
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este inmovilizado. Las diferencias entre los exudados N y R no son

significativas, lo queindica ausenciadevariaciónen el tipo demateriaorgánica

liberada por ambos, en lo que respectaa su incidencia sobreeste grupo de

microorganismos. Estos datos sugieren una eficiente translocación de los

compuestosorgánicosnitrogenadosresultantesde la fijación de nitrógeno a

través del aparatoradical.

(Ii) La presenciade un inhibidor especificodel proceso.Esteinhibidor puede

ser un agente antiniicrobiano especifico que actue en los tratamientosmás

concentrados.

De lo expuestohastaaquí, consideramosquela hipótesismás ajustada

a los resultadosobtenidosy los datosbibliográficosesla (i). Podemosrechazar

la (U) fundamentalmente basándonos en la heterogeneidad de los

microorganismos mineralizadores del nitrógeno. Son tres los aspectos

fundamentalesa la hora de argumentarla hipótesis (i): en primer lugar, al

estudiar los controles con Asn, observamosuna disminución significativa

respectoal controlcon agua.Estose debea queen los primerosla diponibilidad

de materiaorgánicacarbonaday nitrogenadafácilmenteasimilablepermite una

metabolizacióne Inmovilización acusada(Barbaríka y Sikora, 1985) de modo

semejanteal que ocurre en los tratamientosmás concentrados(Ti). En este

sentidoesinteresantehacerreferencia al trabajode Bakken (1990),acercade

la mineralizacióny el aumentode la mineralización1 inmovilización de nitrógeno

en la rízosfera.

Los resultadosobtenidosen los cuatrosuelosensayadosnos mostraban

que la t.asamáselevadade amonificaciónpotencialseda en el sueloB (en torno

a 1.5 veces superior a los otros suelos). Sin embargolas tendenciasson

semejantesen todos ellos. Un primer aspectoes el indiscutible efecto de la

vegetaciónsobrela minerajización(Fowers, 1990; Maldenoff, 1987 y Gók~eglu,

1988). En nuestrocasoseríaun efecto indirecto: los suelosempleadosen los

ensayosse estudiansin el efecto de la vegetaciónque soportaban,pero esos

sueloshan sufrido una serie de modificacionescausadaspor dichavegetación,

quepuedenafectara la capacidadde mineralización.Así, el suelo B (de pinar)

exhibe una tasamás elevadaque las de suelos de frondosas(suelosA y D) o

matorral (suelo C). Estas consideracionesy resultadoscoinciden con los de

Mandeloff (1987). Es más, dicho autor señalaque dichos efectosno estánen

relación con los períodos de calda de la hojarasca e Implica una cierta

especializaciónde los microorganismosamonificantesa las condiciones que

imprime la vegetación.
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A diferenciade lo detectadoen el caso de los exudadosN y R, en el

caso de ¡‘SN y FN se observa un incremento de la actividad amonificante

asociadaal aumentode la concentraciónde los exudados,encontrándoseen FN

valoresmásaltos. Aunquelas diferenciasentrelos distintostratamientosno son

significativas hemos de reflexionar sobre las tendenciasopuestas que se

manifiestanrespectoa N y R. Siguiendola misma linea de razonamientoque en

el casodel experimentoplanteadocon los exudadosN y R podemospensarque

la materiaorgánicaliberadapor FN y ¡‘SN esmucho másrica en nitrógenoque
la liberada en N y R, como así lo confirma la caracteriazaciónbioquímica de

ambostipos de exudados.En el casode N y R la razónC/N esaproximadamente

de 2 y en FN y ¡‘SN dehasta20. Todo ello implicaríauna mineralizaciónobligada

de la materiaorgánica disponible parala obtenciónde energíapor parte de la

microflora heterótrofa,lo que no permite detectarel procesode inmovilización.

Estaapreciaciónnos indica la importanciade la relaciónentreel tipo de materia

orgánicadisponibley los procesosdemineralizacióne inmovilización (Barbarika

y Sikora, 1985). Sonmuchoslos autoresque justifican el aumentode la tasade

mineralizacióncomo consecuenciade] aportede materiaorgánica especialmente

rica en nitrógeno, por ejemplo fertilizantes (Moorhead et al., 1988), o más

concretamentereferido a los exudadosradicales(Griffiths y RobInson, 1992).

En el estudiodel efecto de los exudadosN y R por un lado y de PSN y

FN porotro, sobrela nitrificación, podemosdestacarun hechoclaro: en los dos

grupos de exudadosse observaun descensode la actividad nitrificante al

ensayarseexudadosde menor concentración.

ES bien conocidodesdehace tiempo el hecho de que la nitrificación en

un suelo aumentacon la adición de nutrientes y del sustratode la reacción

(amonio), (Sahrawat,1982). Sin embargolas comparacionesde los distintos

grupos de exudados, los controles con agua y con amonio nos conducena

pensarque dadoel aumentode la producciónde nitrato baloel efectode Ti (ti,

FN y PSN) el efecto no solo se debeal sustrato. Normalmenteno seconsidera

la accesibilidad a la fuente de carbono orgánico como limitante de la

nitrificación. No obstanteCresenciet al. (1988)señalanque al agregarglucosa

se observaun incrementode la producciónde CO, que activa la nitrificación

de un modo indirecto. En nuestrocasohay un aportede aferenteshidratos de

carbono (entre los cualesestá la glucosa) que podríanoptimizar el potencial

nitrificante.

Parecepues lógico pensaren una acciónsinérgica de amonio y materia

orgánica carbonada (en distintas formas) en los exudados <sIn entrar a

considerarotros posibleselementos).Recordemosque Lynch (1990) señalala
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imposibilidad de considerarlos efectosde un metabolitode un modo aisladoen

lo referentea sus efectossobrelos microorganismosedáficos.

Un segundoaspectoque resultaIneludible a la hora de relacionarlas

excretasradicalesy la nitrificación es el de los inhibidores del proceso. En

nuestro casoal comparar(en los dos bloquesde ensayos)los tratamientoscon

diferentes concentracionesy los respectivoscontroles con agua, se puede

rechazarla existencia de cualquier efecto inhibidor. Autores desdeTheron

(1959) hastaRice (1984) señalanque el efectoinhibidor se da en la rizosfera

y suelo libre de zonascon vegetación.Según Ricey Pancholy(1972, 1974) la

causaúltima de estainhibición seríanlos compuestosfenólicosexudadospor las

raíces. En función de esta hipótesis, en FN y PSN no se apreciaefecto dada

la relación que existe entre la lignificación y por lo tanto la riqueza en

compuestospolifenólicos de los tejidos en crecimientosecundario.Estoes así:

lejos de inhibirse el proceso los exudadospromuevenun Incremento de la

nitrificación fundamentalmentedebido al aporte del sustratode la reaccióny

materia orgánica carbonada, como ya señalábamosarriba. Revisando la

bibliografía a esterespectopodemosseñalarcuatro puntos que respaldanla

hipótesisopuestaa Rice y Pancholy:
(i) Molina y Rovira (1963) encuentranque la bajatasade producciónde

nitrato en medioscon raícesde alfalfa y maíz es debidamása la inmovilización

del nitrógenopor los heterótrofosal crecer, que a la Inhibición específicade la

nitrificación por los exudados.A esterespecto,recordemoslas consideraciones

hechasal tratar los resultadosde amonificación.

(Ii) Bohtool et al. (1977) estudiandoefectos de taninos y derivados

taninicossobrelos nitrificantes no encontraronInhibición específicaalguna.

(iii) McCarty y Bremner(1986) estudiaronel efectode ácidosfenólicos

en diferentesconcentraciones,encontrandoque no afectabana la nitrificación.

(iv) Bermúdezde Castro et al. (1984) Señalaronque Ainus glutinosa

ademásde no inhibir los microorganismosnitrificantes rizosféricos, Incrementa

su proliferación.

A la vista de todosestosestudiosparecequesepuedeestarespeculando

sobreaspectosque tenganmuy diferentescomportamientos,segúnlas especies

vegetalesque se desarrollensobre el suelo estudiado,pero resulta evidente

que el efecto (ya señaladopor otros autores) inhibidor de las plantas

diazotrofassobrela nitrificación no se debea los exudadosradicales.
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Como ya se ha señaladoanteriormente,en el caso de la actividad

desriitrificante en presenciade los exudadosR, FN y ¡‘SN, encontramosun

incrementode la actividadcon respectoal control con agua.Así mismoaumenta

la producciónde N20 con la concentraciónde los exudados.Sin embargo,en los
exudadosN el efecto es el contrario. Podemosanalizartres posibilidadesque

expliquen estefenómeno:
(i) la presenciade inhibidores específicosdel proceso,como los quese

han descrito en el proceso de nitrificación (Rice y Pancholy, 2972, 1974) o

amonificación(Sprent, 1990). La presenciade Inhibidoresde la desnitrificaclón

sueleasodarsea un mecanismopor parte de la planta encaminadoa evitar la

pérdida de nitrógeno del sistema. Sin embargoesto entra en conflicto con

nuestrasobservacionesya que, en los exudadosE no se refleja este efecto,

sino el contrarioy un mecanismocomo el descritoseríamásprevisible en ¡‘SN,

quenecesitandel nitrógenomineraldel suelo, queenFN las cualeshanresuelto
el problemade la heterotrofiarespectoa dicho nutriente; ademásla inhibición

del procesono sedetectacuandoel experimentoseplanteacon vegetalesvivos

(FN y ¡‘SN). Sin embargodebemostener en cuenta que las condiciones de

exudaciónen E y N, (estréshídrico y de fotosintatos)o FN y PSN (en cultivo

hidropónico).

(Ii) Bajo condicionesde anaerobiosis(o por lo menosdemicroaerobiosis)

el nitrato puedereducirsetanto a óxidos de nitrógenoo nitrógeno molecular

(desnitrificación) como a amonio (reduccióndesasimilatoriadel nitrato, RDN).

El hecho de que el nitrato de un suelo siga una de las dos rutas no está

suficientementeclaro en la actualidad. Sin embargoTiedje et al. (1982) ha

señaladola relaciónentreestefenómenoy la existenciade un excesode poder

reductoren el suelo o cuandola concentraciónde materiaorgánicacarbonada

es alta y son escasoslos aceptoresde electrones(De Cantazaroet al., 1987).

Por otro lado Scott—Smith (1982) señalaque bajasconcentracionesde nitratos

y gran contenido de glucosa se optimizan la ruta EDN mixntras que alto

contenidode nitrato y bajasconcentracionesde glucosadan lugar a la ruta de

desnitrificación. Si esto fuese así, habría que considerar, que en el caso

hipotético de que sediesela RDN habríaun Incrementodel amonio en el medio.

El incrementode amonio en el medio se ve reflejadoen nuestrosresultadosde

amonificación,como ya señalamosen el casode los exudadosN, se observaun

descensode la tasade amonificaciónen el tratamientoTi respectoa los menos

concentradosen los que podría reproducirseuna situación apropiadaparaque

severifique la RDN.
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Estas hipótesis que estamosanalizandohan de ser tomadas con las

debidasprecauciones:en primer lugar (y considerandomeramenteel proceso

de amonificación)porqueel aumentodeamoniose producetantoen los exudados

E como N. En segundolugar porqueconsideraraisladamentelos procesospuede

conducira error. Ténganseen cuentaquecon el procedimientode medición del

potencial de desnitrificación está bloqueado el proceso de nitrificación

(Yoshinari y Knowles, 1976), cosaque no ocurreen la amonificación.

(Iii) La terceray última posibilidad parajustificar nuestrosresultados

estaríarelacionadaconla disponibilidaddesustratoorgánicooxidable. Bajo este

punto de vista sepodrían justificar los resultadosobtenidosen los tratamientos

menos concentrados, tanto atendiendo al efecto del contenido en materia

orgánica (Rolston et al., 1976) como a la biodisponibilidad de nitrato. Estos

factorespuedenexplicar los resultadosencontradosen los exudadosE, de FN

y ¡‘SN, pero las notorias diferencias existentesentre E y N nos permiten

indicar que esefactor no es el único que afectaal proceso.

Por otra parte, consideramoslas distintasrespuestasde los diferentes

suelosensayados.En los dos grupos de tratamientos(N y E; FN y PSN) las

tasasde desnitrificacióndecrecenA> B> C y D. Las característicasintrínsecas

de los suelosparecenlas responsablesde estasdiferencias.Leteyet al. (1980)

señalacomo una de las característicasque másafectana la desnitrificación los

tratamientosagronómicosa los que estásujetoun suelo. Otro indudableaspecto

esla incidenciade la vegetación(Stefansen,1973). Aquí nuevamentetenemos

que reiterar, que aunqueen nuestrosexperimentosno cantamoscon el efecto

directo y continuo de la vegetaciónsobreel sueloestosprocedende lugaresen

los que este efecto se ha verificado durante largo tiempo imprimiendo unas

característicasdeterminadasa dichos suelos.

Como señalamoslos tratamientos con exudados N, E, FN y ¡‘SN,

muestran unas tasas de producción de CO, crecientes al aumentar la

concentraciónde exudadosen los distintos casos. La forma de evolución es

semejanteen los cuatro suelos ensayados,pero cuantitativamentees muy

diferente.

Las diferencias entre las distintas concentracionesde exudadosesta

determinada por el aporte de materia orgánica, tanto carbonada como

nitrogenada.Esto ya ha sido señaladopor muchosautores (Alexander, 1961;
Olsen, 1954). Los diferentes tratamientosy controlesmuestrancon claridadel

efecto positivo que ejercensobre la microflora total, si bien puedenexistir,

como ya hemosseñalado,Inhibiciones o activacionesde determinadosgrupos.
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Un aspectoque quizá seamásinteresanteconsiderardetenidamentees

que, en cada tipo de suelo, los distintos tratamientosmuestranimportantes

diferenciascuantitativas. Estashan de respondera tres factores:

(i) el númerode microorganismospresentesen los distintossuelos.

(Ii) La composicióncenóticade las poblacionesedáficas.En estesentido

Gaur et al. (1971), estudiala producciónde C0 por efecto de la adición de

distintas fuentes de materiaorgánicaa un suelo. Como conclusióndel trabajo

seencuentraque la producciónde CO2 estaen relaciónno solo con la fuente de

materia orgánica sino también con los microorganismosedáficos dominantes

(bacterias,hongos,actnomicetes,Azotobacter...)
(Iii) Tras la adición de materiaorgánicaen el suelola producciónde CO2

no solo dependede aspectosbiológicos del suelo sino también de aspectos

fisicoquímicos.
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6. RESULTADOS DE LAS EXPERIENCIAS REALIZADAS EN EL

SENTIDO SUELO-PLANTA



Siguiendo el esquemade trabajo descrito en el apartado1.4., se ha

procedidoa recolectarbacteriasque en condicionesnaturalesaparecenen la

rizosferade ejemplaresde Alnus glutinosaestablecidos,desdehacealgo másde

20 aftos, en San Martín de Valdeiglesias.

El planteamientode este trabajo aprovechalos procesosde selección

naturales. La comunidad rizosférica presenta una estructura compleja,

constituyéndosea través de interaccionesentre los componentesbióticos y

abióticosdel sistema, hastaalcanzarun estadode equilibrio dinámico.

Dichas comunidadesestán sometidasa las fluctuacionesclimáticas que

tienenunaconsiderableinfluenciasobreel metabolismobacterianoy la fisiología

de la planta, por lo cual se realiza el muestreoduranteun periodo de tiempo
querecogeel ciclo vegetativodel aliso.

Una vez aisladasy determinadasa nivel de género las bacteriasmás

representativasde la rizosfera de A. glutinosa en la zona señalada, se

caracterizaronsubgenéricamentey se encuadraronen el ciclo del nitrógeno
según su actividad fisiológica en el mismo. Por último se determinósu efecto

sobrela germinacióny desarrollodeA. glutinosaen condicionesde laboratorio.

A continuaciónse exponenlos resultadosobtenidosen las experiencias

realizadassegúnel plan de trabajoexpuesto.

6.1. Análisis fisicoquímicosde las suelosrizosféricos

En los mismos suelos rizosféricos en los que se realiza el muestreo

microbiológico cuyosresultadosseexponenen 6.2, se analizaronlas variables

fisicoquímicas que nos indican con carácter general las característicasdel

substrato edáfico en el cual se desarrollan dichos microorganismos. Los

resultadosde esteanálisis se exponenen la Tabla 6.1 y la Figura 6.1.

Todos ellos correspondena la media aritmética de tres réplicas por

muestray tres medidaspor réplica.
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Tabla 6.1. Caracterización de los suelos. Variables fisicoquímicas.

Unidades: C orgánico (%); N-amonio y N-nitrato (pg/g suelo>. Junto a cada

resultadoapareceel error estándar.

OTORO INVIERNO PRIMAVERA VERANO

pH

C orgánico

>4 amonto

>4 nitrato

6.51 ±0.013

3.04 ±0.209

4.89 ±0.633

10.73 ±2.507

6.76 ±0.145

6.04 ±0.383

25.12 ±3.808

15.21 ±2.783

6.46 ±0.029

6.09 ±i.sae
26.24 ±4.765

13.37 ±3.121

7.09 ±0.102

4.70 ±0.344

8.64 ±2.937

38.55 ±8.696

pH $1 Nitrato N Amonio C Orgdnlco

VeranoOtoño Invierno Primavera

Figura 6.1. Resultadosde los análisisfisicoquímicosde los suelos

40

30

20

10

o
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Como se puedeapreciaren todaslas muestrasel pH esligeramenteácido
salvo en veranoen que se alcanzaun valor prácticamenteneutro. Los PH no

presentangrandes variaciones a lo largo del año, oscilan entre 6.46, en

primavera, y 7.09 en verano, siendoéstala estacióncon el pH mayor.

El porcentajede carbonoorgánicoalcanzalos valoresmás altos durante

los meses de invierno y primavera, entre los cualesno existen diferencias

notables,6.04 y 6.09, descendiendoen verano, 4.70, y alcanzandolos valores

más bajosen otoño, 3.04.

El nitrógenoamoniopresentaunasvariacionesestacionalessimilaresa las

del carbonoorgánico.Los valoresmás altosaparecenen Invierno y pnmavera,

descendiendoen verano y otoño. Las concentracionesoscilan entre 4.89 pg

NH%/g suelo (otoño) y 26.24 pg NH%/g suelo (primavera).

El nitrógenonitrato aumentaconsiderablementeen veranosiendoéstala

estaciónen la que se detectanlas concentracionesmáximas.En estaépocadel

año se obtienen valores superiores en más de un 100% a la estación con

concentracionesinmediatamenteInferiores (Invierno). En el resto los valores

oscilan entre 15.21 pg NO%/g suelo, (invierno) y 10.73 pg NO~3 /g suelo

(otoño).

La textura y la capacidadde retención máxima se midió en otoño. La

textura de las tres réplicas,de las queseefectuarontres medidas,resultóser

franco arenosa,con una capacidadde retenciónmáximade 0.46 ml/g de suelo.

6.2. Génerosbacterianosencontradosy frecuenciade los miamos

Los génerosbacterianosa los que pertenecíanlas bacteriasaisladasa

partir de las suspensionesdfluciones de suelo, se determinaronsiguiendoel

esquemadiagnósticode Acero et al. (1994). Los resultadosse muestranen la

Tabla 6.11.
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Tabla 6.11. Frecuencia(%) de los génerosbacterianosen cadamomento
de muestreo. 1: muestras recogidasal Inicio de la estación. 2: muestras

recogidasa mediadosde la estación.

INVIERNO PRIMAVERA VERANO

1 2 1 2 1 2 1 2
Freo u ola

med¡a anual <%)

Ecelilus

Sir.plomvces

Pseudomanas

Erwln?a

Acrobacterium

Esch orlo lila

Mío re coco us

SDorosareino

Serrotic

Difleroides

Bacilos (+)

no esporulados

Cocos QQ

Cocos (—)

35 36

10 9

6 12

— 2

— 1

36 37 22 16 15

8 11 7 12 10

17 14 21 34 36

4 3 6 8 9

— 2 5 6 6

— — 2 1 7 6 2

7 6 7 5 4 6 4

6 3

— 1

10 5

17 9

4 6

1 3

4 6

2 3

10 4

7 1

3 3

3 3

2 5

5 3

10

3 —

4 5

7 2

6 7

1 10

— 5

— 2

La Figura 6.2 muestralas frecuenciasbacterianasdecadagénerodurante

el año. Podemosobservar como las bacteriasdel géneroBaci.llus son las más

abundantes(27.38%), junto con las del género Pseudomonas(20.75%). Las

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

los demásgrupospodemosseñalarque Streptomycesconstituye9.25% del total

de coloniascensadas,mientras que las restantesoscilanentre el 2.12% en el

casode Serraday el 5.83% de Mícrococcus

.

OTOFJO

17

10

26

3

2

27.36

9.25

20.75

4.3’

2.75

2.25

3.638

3.25

2.12

5.12

7.75

3.25

1.5
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dono ~ Invierno ~ primavera verano

Figura 6.2. % de los génerosbacterianos(media de ambosmuestreos)en

cadaestación.

En la Figura 6.3, se observala frecuencia de los tres géneros más

abundantesa lo largo del año, Bacillus, Pseudomonasy Streptomyces.Bacillus

,

presentaunamayorabundanciaen otoñoe invierno descendiendoenprimavera,

y manteniéndoseen verano. La frecuenciadePseudomonasva aumentandodesde

otoño hastaalcanzarlos valoresmás altosen verano. Streptomyces,presenta

escasasvariaciones,disminuyendolevementesu porcentajeen primavera.

Bao Sfr Pee Erw Agr Lech Mior Spor Serr

>< Media anual
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0.4

— Baellius —~-— Streptomyces —~<-- Pseudomonas

Verano

0.3

0.2

0.1

o
O tobo

Figura6.3. Frecuenciade los génerosbacterianosmásabundantes(media

de ambosmuestreos)encontradosen cadaestación.

La Figura 6.4 muestrala frecuenciade los génerosbacterianosconmenor

abundancia a lo largo del alio. Estos géneros presentan considerables

variacionesaunqueel rango en el que seproducedichavariaciónes menor. Se

observaque Erwinia aumentasu porcentajeen otoño alcanzandolas frecuencias

más altas en verano, sin embargoEscherichiaaumentade otoño a primavera,

sufriendouna considerabledisminuciónen verano. Micrococcusy Sporosarcina

se comportan de modo similar disminuyendosu porcentajeen primavera para

volver a aumentaren verano, y alcanzarlas mayoresfrecuenciasen otoño e

invierno. Aqrobacteriumy Serratia, evolucionande forma similar, en otoño e

inviernopresentanla frecuenciamásbaja, densidadqueva mcrementandohasta

primaveray se mantienecon un ligero aumentoen verano.

Invierno Primavera
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0.1

Invierno Primavera Verano

—~— Micrococcus

Erwlnla

0.08

0.06

0.04

0.02

Ot¿tio

Agrobacterlum 4 Esoherlohia

~ Sporoaarclna —e— Serratia

Figura 6.4. Frecuenciade los génerosbacterianosmenos abundantes

(media de ambosmuestreos)encontradosen cadaestación.

6.2.1. Caracterizaciónsubgenéricade Bacillus y Pseudomonas

En las tablas6.111 y 6.1V semuestranlos resultadosde la caracterización

subgenéricade las bacteriasmayoritariasdecadaestaciónefectuadossiguiendo

el procedimientodescrito en 3.1.3. En la figura 6.5. se representael número

de bacteriaspertenecientesa cada uno de los grupos resultantesde dicha

caracterización.

Como se puedeobservarlas bacteriasdel géneroBacillus pertenecenen

su mayorpartea los gruposVI (47 cepas)y VII (49 cepas),si bien se detectan

algunasintegradasen 1 (3 cepas),IV (16 cepas)y y (5 cepas). En cuantoal

géneroPseudomonasla mayoríaexhibenun resultadoal kit Api—lO: 2422, que

hemosdenominadotipo A, con un total de 31 cepas;ademásse detectaron3 del

tipo B (Api—lO: 0406) y 2 cepasdel tipo C (Api—lO: 2002).
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Tabla 6.111. Caracterizaciónsubgenéricade lasbacteriasdel géneroBacillus en
otoño, invierno y primavera.

Cada bacteria se denoinina con un código forzado con la inicial de la estación en que fue recolectada
(P, primavera; y, verano; 0. otoño; 1, inviernoj, la inicial del género al que pertenece (B, Bacillus; P,
?seudozonas) y el n~tnero asignado a cada cepa. Esta nomenclatura se conserva en todo el trabajo.

OTOÑO

Bac Catsa F. glu F. Ara Forno. C±t. Grupo
0.2.1 + + + — VII
0.9.2 + + + + VI
0.9.3 + + + — VII
0.2.4 + + y
0.9.5 + + y
0.9.6 + 1
0.9.7 + + + IV
0.2.8 + 4 + — VII
0.9.9 4 4 VII
0.9.10 + + + vii
0.9.11 4 + + + VI
0.9.12 + 4 + VII
0.2.13 + + 4 VII
0.2.14 + í
0.9.15 + + + + VI
0.9.16 4 + 4 VII
0.9.17 + 4 4 + VI
0.2.18 + + + 4 VI
0.9.19 4 + + iv
0.9.20 4 + 4 + vi
0.9.21 + + 4 + vi
0.2.22 + + VII
0.2.22 + + xi

0.2.24 4 + 4 VII
0.9.25 + 4 4 VII
0.9.26 + 4 + 4 VI
0.9.27 4 + + + VI
0.9.28 4 + 4 4 VI
0.2.29 + + + VI
0.2.30 + + + •~. VI
0.B.31 4 + + + VI
0.2.32 4 + + 4 vi
0.9.33 + + 4 VII
0.9.34 + 4 + + VI
0.9.35 + + + + VI
0.9.36 4 + + vi
0.9.37 + + + VII
0.2.38 + 4 4 VII
0.9.39 + + + VII
0.2.40 + + + VII
0.2.41 + + + + ví

0.9.42 + 4 + VII
0.9.43 + + + VII
0.2.44 4 4 4 VII
0.2.45 + + Iv
0.B.46 4 + 4 IV
0.2.47 + 4 + iv
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INVIERNO
Bac
1.9.1
1.2.2
1 .B.3
1.9.4
1.9.5
1.2.6
1.9.7
1.9.8
1.2.9
1.9.10
1.9.11
1.2.12
1.9.13
1.9.14
1.9.15
1.9.16
1.9.17
1.8.18
1.9.19
1.9.20
1.9.21
1.2.22
1.9.23
1.9.24
1.9.25
1.2.26
1.9.27
1.2.28
1.2.29
1.2.30
1.2.31
1.9.32
1.9.33
1.2.34
1.9.35
1.9.36
1.2.37
1. 9.38
1.9.39
1.9.40
1.9.41
1.2.42
1.9.43
1.2.44
1.9.45
1.9.46
1.2.47
1.9.48
1.9.49
1.9.50

Catsa
+

+

4
+

+

4

+

+

4

4

+

+

4

+

+

4.

4
4

+

4

+

+

+

+

+

~1~
+

+

+

4
+

+

+

4

4
+

+

4
4

+

+

+

+

+

4

+

+

+

4

F.
4
4

+

+

+

4

+

4

+

+

+

4
+

+

+

4

4
+

+

+

4
4

+

+

4

4

+

+

4

+

+

+

+

4

+

+

4
4

+

+

+

+

+

+

+

+

4

+

+

glu F.
4
4

+

+

+

+

4

4
4

+

+

+

4
+

+

4

+

4

4

+

+

+

4

+

4
4

4
4

+

+

4
+

+

+

+

+

4
+

4

4

+

4

Ara Forno. Cit.

+

+

+

+

4
4

+

4

~1~

+

+

+

+

4

4

+

4

4

+

4

4

+

+

4

+

+

+

4

Grupo
VII
VI
VI
IV
VI
Iv
IV
VII
VII
VII
VII
VI
VII
VI
VII
IV
VII
VII
VI
vI
Iv
VII
VII
IV
VII
VI
VI
VII
VI
VI
VI
VII
VI
VI
VII
VI
VI
VI
VII
IV
1
VI
VI
VII
VI
VI
VII
VII
VII
VII
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PRIMAVERA
Bac

P.B.1
P.9.2
2.9.3
2.9.4
P.E.5
2.9.6
2.9.7
2.9.8
2.3.9
2. 9.10
2 .B.11
2.9.12
2.3.13
2.9.14
2.3.15
2.3.16
2.9.17
2.9.18

Catsa

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

4

+

+

+

+

+

+

Y. glu

+

4

+

4

+

+

+

+

+

+

+

+

+

Y. Ara

+

+

+

+

Forno. C±t.

+

+

+

+

4
+

+

+

+

+

+

+

+

+

4
+

+

+

+

4

+

+

+

+

+

Abreviaturas: Cetea: catalasa; F.qlu: fermentación de glucosa; F. ata: fermentación de atabinosa;Para.
Cit:produccién de citrato.

Tabla 6.1V. Caracterizaciónsubgeriéricade las bacterias de] género
Pseudomonasen primaveray verano.

PRIMAVERA
Bac

2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
P.P55
2.2.6
2.2.7
2.2.8
2.2.9
2.2.10
2.2.11
p5p .12
2.2.13
2.2.14
2.2515
2.2.16
2.2.17
2.2.18
2.2.
2.2.20
2.2.21
2.2.22

Api-lO

2422
2422
2422
0406
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2002
2422
2422

Grupo

A
A
A
9
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
C
A
A

Grupo

VI
VII
VI
VI
VII
VII
VII
VI
VII
VI
VII
VI
VII
IV
VI
VII
VII
y
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PRIMAVERA (continuación)
Bac Api-lO

2422
2422
2422
2422
2422

VEPANO

Bac

VS. 1
V.P.2
V.P.3
V. P. 4
V.P.5
y.?. 6
V.P.7
V.P. 8
V.P.9
V. P. 10
V.P.11
V.P512
V . P.13
VS. 14
V.P.15
V.P. 16
V . Y .17
V.PAB
V.P.19
V.P.20
V.P.21
V.P.22
V.P.23
V. Y .24
V.P.25
V. P. 26

Api-lO

2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422
0406
2422
2422
2422
2422
2422
0406
2422
2422
2422
2422
2002
2422
2422
2422
2422
2422
2422
2422

P.P. 23
P.P. 24
Y. Y . 25
P.P .26
P . Y. 27

Grupo

A
A
A
A
A

Grupo

A
A
A
A
A
A
A
9
A
A
A
A
A
9
A
A
A
A
C
A
A
A
A
A
A
A
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Figura 6.5. Representacióndel número de bacterias pertenecientes a cada

uno de los grupossubgenéricosde Bacillus y Pseudomonasa lo largo de las

estacionesdel año.

6.2.2. Ciclo del Nitrógeno

Las Tablas 6.V, 6.VI, 6.VII y 6.VIII muestranlos resultadosde los

analisis microbiológicos efectuados sobre las bacterias de los géneros

mayoritariosde cadaestación,realizadoscon el objeto de conocerel papel de

cadauna de ellas en el ciclo del nitrógeno.

Todas las bacteriasresultaronser amonificantesy ningunanitrificante

nítrica o nitrosa, como tampocoaparecieronbacteriascapacesde fijar nitrógeno

en anaerobiosis.El mayor porcentajede bacteriasdesnitrificantesapareceen

primavera, y en otoño el menor. En verano encontramoslos porcentajesmás

altos de bacterias fijadoras de nitrógeno aerobias, seguido de invierno, otoño

y primavera respectivamente.

PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
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Figura 6.6. Porcentajede bacteriasde los génerosmayoritariosde cada

estaciónque pertenecea cadagrupofuncional del ciclo del nitrógeno.

Como sepuedeobservaren la Figura 6.6, la mayorpartede lasbacterias

de otoño son únicamenteamonificantes(89.36%). Estetipo de bacteriassiguen

siendo mayoritariasen invierno y en verano, aunqueel porcentajedesciende

de formaapreciable(48.94%y 48.15%respectivamente).Quizáestedatoseauno

de los más sobresalientesde los encontradosen estos análisis, ya que la

diferenciaentreestegrupo y los restanteses considerable.

Esto pareceindicar que la mayor parte de la microflora bacterianase

encuentrarealizandoactividadesheterótrofas, y el oxigeno no pareceactuar

como limitante en los procesosoxidativos. En primaverason mayoritariaslas

bacteriasquemuestrantantoactividadamonificantecomo desnitrificante,de las

cualesel 69.57%son Pseudomonas,y el resto Baciilus

.

El porcentajede bacteriasamonificantesy desnitrificantesva aumentando

desdeotoño, dondealcanzalos valoresmás bajos, hastaprimavera,en verano

vuelve a disminuir.

Otono Invierno Primavera Verano
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Es importante el hecho de que en invierno, primavera y verano esta

situación se transforma considerablemente de forma que se equilibra el número

de bacterias estrictamente amonificantes con las que además de esta actividad

son capacesde desnitrificar por completoel NO-3. Esto indica un cambio con

respecto a los hechos antes comentados: pueden aparecer rnicrohábitats en los

que el oxígeno actúacomo limitante (sobretodo en invierno y primavera) y el

poder reductorse canailcehaciala reducción de N03.

En cuantoa las bacteriasfijadorasde nitrógenoaerobiasy amnonificantes,

los mayoresporcentalesaparecenen verano, seguidodel Invierno y alcanzando

los valoresmínimos en primavera <2.27% correspondienteal géneroBacillus en

su totalidad). Por último, sólo en dos estaciones,veranoe invierno aparecen

bacteriascapacesde amonificar, desnitrificar y fijar nitrógeno en condiciones

aerobias.El porcentajeessensiblementemayoren verano.

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

abreviaturas:

Bac Bacteria

F . aerobia Fijación aerobia

F . anaerob Fijación anaerobia

Nítricos Nitrificantes nítricos

Nitrosos Nitrificantes nitrosos

Amonific Amonificantes
Desnitr Desnitrificantes
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Tabla 6.V. Actividades del ciclo del nitrógeno encontradas en
las bacterias pertenecientes al género Bacillus en otoño.

Bac F.aerobia Y .anaerob Nítricos Nitrosos Amoni tic

4+

++

++

+4

— — — — — .5 — — — — — — + +

+4

— — — — — — — — — — — — + 4

++

4+
+4

++

+4

++

++

4+

++

++

4+

+

+

4

4
+

+

4
+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

4

— — — — — — — — — — — — 4 + +
+44

— — — — — — — — — — — — + + 4

+4+

44+

4+4

4+4
+44

44+

+4+

4+4

+4+

4+4

4+4

— — — .5 — — — — — + + +

+44
+4+

+44

+4+

+4+
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4+

Desnitr

+ + 4

+ 4 +

— — +

0.3.1
0.2.2
0.3.3
0.3.4
0.2.5
0.3.6
0.9.7
0.3.8
0.9.9
0.2.10
0.2.11
0.9.12
0.2.13
0.9.14
0.9.15
0.9.16
0.2.17
0.3.18
0.9.19
0.9.20
0.3.21
0. 2. 22
0.9.23
0.2.24
0.2.25
0.3.26
0.9.27
0.9.28
0.2.29
0.9.30
0.9.31
0.2.32
0.2.33
0.3.34
0.9.35
0.9.36
0.3.37
0.3.38
0.9.39
0.3.40
0.9.41
0.3.42
0.9.43
0.9.44
0.2.45
0.3.46
0.9.47



Tabla 6.VI. Actividades del ciclo del nitrógeno encontradas en
las bacterias pertenecientes al género Bacillus en invierno.

Bac F.aerobia F.anaerob Nítricos Nitrosos Amonific Desnitr
1.9.1 — — — — — — — — — — + +

1.9.2 —— ——— ——— ——— +++ 4 + 4

1.3.3 —— ——— ——— ——— +++ + + —

1.9.4 —— ——— ——— ——— +++ + + —

1.3.5 —— ——— ——— ——— +++ + + +

1.9.7 ——— ——— ——— ——— +++ + + +

1.3.9 ——— ——— ——— ——— +++ —4—

1.9.10 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.9.11 — — — — — — — — — — — — + + + — — +

1.9.12 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.9.13 ——— ——— ——— ——— +44 + + +

1.9.14 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.3.15 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.3.17 — — — — — — — — — — — — + 4 + — — —

1.9.19 ——+ ——— ——— ——— +44 + +—

1.9.22——— — 444

1.9.23 — — — — — — — — — — — — + + + — + —

1.9.24 — — — — — — — — — — — — + + 4 — — —

1.3.25 ——— ——— ——— ——— +++ — — —

1.9.26 — — — — — — — — — — — — 4 + + — — —

1.9.28 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.9.29 —+4 —— ——— ——— 44+ + — —

1.9.30 ——— ——— ——— ——— +44 + + +

1.9.32 — + — — — — — — — — — — 4 + + — — —

1.3.35 — — — — — — — — — — — — + + + —

1.5.36——— ——— ——— ——— +++ —

1.9.37——— ——— ——— ——— +++ —

1.9.38 ——— ——— ——— ——— +++ +

1.3.39 — — — — — — — — — — — — + + + +

1.9.40 — — — — — — .5 — — — — — 4 4 + — — —

1.9.41 — — — — — — — — — — — — + + + + — —

1.9.42 — — — — — — — — — — — — + + + — — —

1.9.43 ——— ——— ——— ——— +++ + + +

1.9.44 ——— ——— ——— ——— +44 + + 4

1.9.45 — — — — — — — — — — — — + + + ++ +

1.9.46 ——— ——— 44+ + 4 +

1.9.47 ——— ——— ——— ——— 44+ 4+4

1.9.48 — — — — — — — — — 4 + + — — —

1.9.49 — — — — — — — — — + + + + — —

158



Tabla 6.VIZ. Actividades del. cielo del nitrógeno encontradas en
las bacterias pertenecientes al género Bacillus y ?seudomonas en
primavera.

Bac F.aerobia Y. anaerob Nítricos Nitrosos Amori 1 fi c

4——

4+4

+4+

+4+ 4——

+44

44+

+4+ 4+—

4+—

+4+ +4+

+4+ •I• +

+4+

+4+

+4+

+4+ 444

444 4——

4+4 4+—

+44 4——

44+ +4—

+4+ +44

44+

4+4 4+—

+4+ +4—

44+ +

+4+

44+ —

+4+ +

44+

+4+

+4+ 4+4

4+4 4——

4+4

+4+

4+4

~1~4+

+4+
.44+

.444
.44+

4+4

4——

4——

4+4

+4+

+4+

+4+

Desnitr

——4

2.91
P.B.2
2.9.3
P.B.4
2.9.5
2.9.6
2.9.7
2.9.8
2.9.9
2.9.10
2.9.11
2.9.12
P .9.13
2.3.14
2.9.15
2.9.16
2.9.17
2.9.18
2.2.1
2.2.2
P.P.3
252.4
P.P.5
2.2.6
PSP.?
2.2.8
2.259
2.2.10
PSP. 13.
252.12
2.2.13
2.2.14
2.2.15
2.2.16
PSP.”
2.2.18
Y.2.19
2.2.20
2.F .21
2.2.22
2.2.23
2.2.24
2.? .25
2.2.26
2.2.27
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Tabla 6.VIII. Actividades del cielo del nitrógeno encontradas
en las bacterias pertenecientes
verano.

al género Pseudomonas en

Bac F.aerobia Y. anaerob Nítricos Nitrosos Aznonif le Desnitr

4——

+4—

+4+

+4+

— — — + + +

44+ 4——

— — — + + +

+44

+44 4——

4+4

44+ 4——

+44 4——

+44

— — — — — — — — — + + 4 — — —

44+

444

+44 44+

— — — — — — — — — + 4 + — — —

44+

44+ 4——

+44 44+

.5—— ——— ——— 4+4 +4+

44+

+44

— — — — — — — — — — — — + + 4 — — —

.5—— ——— ——— +4+ +4—

+44

— — — — — — — — — — — — 4+4 — — .5

V.P.1
V.P.2
V.P.3
V.P.4
V.PS5

VSP.6
V.P.7
V.P.8
v.p.g
VSPSlO

y.?.”
V.P. 12
V.P .13
V.P. 14
V.P.l5
V.P. 16
V.P. 2.7
V.P. 18
V.P.19
V.P.20
V.P.21
V.P.22
V.P.23
V.P.24
VP. 25
V. 2.26
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6.2.3. Análisis de ComponentesPrincipales de la variación estacional de

géneros

El Análisis de ComponentesPrincipales(ACP) seha realizadoutilizando

el númerode coloniasde cadagéneroen cadamomentode muestreoexpresado

en %, sobreunamatriz de 9 variablesx 8 observaciones.Esteanálisispermite
representarlas muestrasen un espaciodefinido por dos ejesprincipales que

absorben un porcentaje de varianza del 63.11% y 17.35% respectivamente

(Tabla 6.15<)y por tanto la ordenaciónserefiere a estosdosejesprincipales,

queabsorbenentre ambosun 80.46% de la varianza.

Los factoresde cargade las 9 variablesen los dosejesse exponenen

la Tabla 6. X. Las variablesde mayor pesoen la dispersiónde las muestras

en el ele princIpal 1 son Bacflius, Micrococcus y Sporosarcina,hacia el

extremopositivo y Erwiia, Agrobacteriumy Serratia, haciael negativo. En

el eje II las variablesdemásinfluenciasonStreptomycesy Escherichia(hacia

el extremopositivo).

La Figura 6.7 nos muestrala ordenaciónde las variables segúnlos

factoresde carga.Podemosobservarcomo los génerosBacillus, Micrococcus

y Sporosarcinaaparecenaisladosdel resto, en valoresaltos y positivos del

eje 1 y bajos y positivos del eje II. Pseudomonas,Agrobacterium,Erwinia

,

Serratiay Escherichiaaparecenformandoun grupo situado en los valores

altosy negativosdel eje 1. Streotomycesseencuentraaisladadel restoen los

valorespositivos del ele 1 y en los valorespositivos y altos de] ele II.

Como se observaen la Figura 6.8 existe una ciara variación entre los

mesesde otoño e invierno, que aparecenen los valorespositivosdel eje 1 y

los de primaveray verano, que aparecenen los valoresnegativosdel primer

eje. Las dos muestrasde otoño y la primera de invierno aparecenen el

extremo negativo del eje U, mientras que la segundamuestrade Invierno

apareceen el extremo positivo del segundoeje. Las muestrasde primavera

aparecenseparadasde las de verano, encontrándoseesasúltimas hacia el

extremo negativo del segundoeje y las de primavera hacia el extremo

positivo.
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Tabla 6.15<. Porcentajede absorciónde varianzapor los ejes.

EJE % Varianza

63.11222

17.34798

% Acumulado

63.11222

80.46019

rabIa 6.K Factoresdecargade las variablesen los dosprimeroseles.

Variable

Bacillus

Stre~tomvces

Pasudomonas

Erwinia

EJE 1

0.365154

0.136136

—0.341484

—0. 390871

—0.383786

—0.240164

0.329035

0.32824

—0.397193

EJE 2

0.229431

0.679382

0.346276

0.076705

0.201685

0.437794

0.278944

0.221843

0.025406

* Ur

LuoN •
— J.,.

CPu.
¡

~

~ trw

MIar
*

S.rr

Agrobacterium

Escherichia

Micrococcus

Sporosarcina

Serratia

0.8

0.6

0.4

0.2

o

—0,2

—0.6 —0.4 —0.2

Componente 3

Figura 6.7. Ordenaciónde las variables segúnlos factoresde carga.
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2.3
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Componente1

1

{
2.7 4.7

Figura 6.8. Ordenación de las muestras.

6.2.4. Análisis de la varianza

El análisis de la varianza <Tabla 6.XI), muestraque hay diferencias

significativas entre las estaciones (F=6. 483, p<O.01), entre los géneros

(F=91.592, p<0.Ol) y en la interacción de ambos (F=1O.077, p<0.01).

Tabla 6.XI. Resultados del ANOVA.

Fuentes de

VARIACION

Estaciones

Géneros

Interacción

G.1.

3

8

24

Y

6.483

5g2

10.077

Y

0. 0013

0.00

1 x 106

Significación

8. (**)

5. (**)

5. (**)

C
o
m

p
o
n
e
1,

t
e

II

1.3

0.3
o

—0.7

—1.7

—2.7

—5.3 —3.3
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Tabla 6.XII. Significación de los LSD de los géneros y de las

estaciones.

S.rr.

sp..

MI.

(ah.

Aqr.

-~
NS.

st,.

El LSD de estacionesy géneros(Tabla 6.XII), nos indica que existen

diferencias significativas entre los géneros más abundantes (Bacillus

,

Streptomycesy Fseudomonas)con respectoal restode los génerosbacterianos

encontrados.Los menosabundantes(Erwinia, Agrobacterium, Escherichia

,

Micrococcus, Serratiay Sporosarcina)no muestrandiferenciassignificativas

entre sí, a excepción de Micrococcus, que presentadiferencias, aunque

únicamente a nivel p<0 .05, con Serratia y Escherichia. En cuanto al LSD de

las estaciones,el veranopresentadiferenciassignificativas con primaverae

invierno, al igual que el otoño, pero en este caso solo a nivel de p<O.O5.

La significación de los LSD de la interacción (Tablas6.XIU y 6.2<1V)

se exponen disgregados, por estaciones y géneros, para una mejor

comprensión de los mismos. La Tabla 6. XIII refleja la significación del LSD de

la interacción de los géneros en cada estación. En otoño el único género que

presenta diferencias significativas con el resto es Bacillus. En Invierno,

aparecendiferencias(p<O.Ol) entreBacillus y los demásgénerosestudiados

y entrePseudomonasy Serratia,Sporosarcina,Escherichiay Agrobacterium

,

pero únicamente a nivel p<0.05. En primavera el LSD de la interacción

muestra diferencias significativas a nivel p<O.05 entre Bacillus y el resto de

los géneros a excepción de Pseudomonas y Streptomyces, y entre
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Pseudomonas y el restoa excepciónde Aqrobacterium.Por último en verano,

Pseudomonas presentadiferencias significativas (p<O.05) con los demás

génerosbacterianos.

Tabla 6.2<111. Significación

cadaestación.
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La Tabla 6.2<1V muestrala significacióndel LSD de la interacciónde las

estacionesparacadagénero.Los únicosgéneroscon diferenciassignificativas

en las distintas estacionescon respectoa los demásgénerosson Bacillus y

Fseudomonas. Bacillus presenta diferencias significativas en verano y

primavera con respecto a otoño e invierno. En Pseudomonas, únicamente

aparecendiferencias, a nivel de p<O.05, entre otoño y verano y otoño y

primavera.
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Tabla 6.2<1V. Significación del LSD de la interacción de las estaciones

para cada género.
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6.3.2. Resultados del ensayode germinación

En la tabla 6. XV semuestranlas mediasde las réplicasde germinación

de semilias (germinacióndiaria) en presenciadelmedio de cultivo bacteriano,

preparado según se describe en 3.2.2. Se ensayaron las 27 cepas

seleccionadas entre las mayoritarias (véase apartado 3.2.1), a dos

concentraciones (10% y 20% del medio de cultivo bacteriano en el medio de

soporte de las semillas). En la figura 6.12 se representan los valoresmedios

de germinación acumulativa en cada grupo de bacteriasy concentración.En

el apéndice C (C.1.) se muestranlos valores de las réplicas para cada

ensayo.

Tabla 6.XV. Resultados de la germinación diaria (días 1Q a 72) de

semillasen presenciade los medios de crecimientobacteriano.Los datosson

la media de las tres réplicas. (*medio al 20%; sin *, al 10%; NO: nombrede

la cepa, según el código definido en la tabla 6.111; TB: tipo de bacteria -

género y grupo- B: Bacillus, P: Fseudomonas; NO: Número de identificación

para el ACP, ANOVAsy LSDs)

NC 0.9.33 0.9.33* 0.9.41 0.9.41* 1.9.47 1.9.47*
TB 9, VII 9, VII 9, VI 9, VI 9, VII 9, 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 0.00

NC 1.9.31 1.9.31* V.P.26 V.P.26* P.P.27 P.P.23*
TB 9,11! B,VI P,A P,A P,A P,A
NO 7 8 9 10 11 12

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 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 0.00
5 0.33 0.00 1.33 0.33 1.33 0.00
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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Tabla 6.XV. (continuación).

NC P.E.2 P.B.2* 2.2.10 P.B.10* CNTR 10% o<m~
TB 9, VII E, VII 9, VI 9, VI -

NO 13 14 15 16 17 18

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 1.00 0.33 6.33 0.66 0.66
3 1.66 4.00 5.66 3.33 2.00 2.33
4 4.00 5.00 3.33 0.33 2.33 2.33
5 1.33 0.33 0.33 0.00 2.00 1.33
6 0.33 0.00 0.00 0.00 0.66 0.66
7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33 0.33

NC 0.9.22 0.9.22* 0.9.45 0.9.45* 1.9.44 1.9.44*
TB 9, VII 9, VII E, VI 9, VI E, VII B, VI!
MO ~g 20 21 22 23 24

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.66 0.33 0.00 5.66 0.33 1.00
3 5.00 5.00 6.33 3.66 4.66 5.33
4 2.66 3.00 2.66 0.33 3.33 2.33
5 1.00 0.66 0.66 0.00 0.66 0.33
6 0.00 0.66 0.00 0.33 0.00 0.33
7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

NC 1.9.14 1.9.14 P.V.12 2.11.12* 2.2.5
TB 9,111 9,111 P,A P,A P,A P,A
NO 25 26 27 28 29 30

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.33 4.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 4.00 4.00 0.33 0.33 0.00 0.33
4 5.33 0.66 1.33 0.00 1.33 1.00
5 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00 0.33
6 0.00 0.00 1.00 0.33 1.00 0.33
7 0.00 0.00 0.66 0.33 0.33 0.66
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Tabla 6.2W. (continuación).

NC 2.9.8 2.9.8* 1.9.1 1.9.1* 0.9.34 O.9.3#
TE 2, A 2, A 2, A 2, A 9, VI 9, VI
NO 32. 32 33 34 35 36

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 6.66 0.66 0.33 0.00 4.66
3 6.32 3.00 2.00 5.00 5.00 4.66
4 2.33 0.33 2.66 4.00 4.00 0.66
5 0.66 0.00 1.33 0.00 0.33 0.00
6 0.00 0.00 0.66 0.00 0.33 0.33
7 0.00 0.00 0.00 0.33 0.33 0.33

NC 0.9.24 0.9.24* 2.9.13 p.9.13* 0.9.11 0.9.11*
TE E, VII E, VII E, VII E, VII 9, VI E, VI
NO 27 38 39 40 41 42

2. 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.66 0.33 0.33 1.00 0.33 5.00
3 3.66 5.66 3.66 5.66 6.66 3.66
4 3.33 2.66 4.33 2.00 2.33 0.66
5 1.66 0.66 1.00 0.66 0.33 0.33
6 0.00 0.33 0.33 0.00 0.00 0.00
7 0.00 0.00 0.00 0.33 0.00 0.00

NC 0.9.25 O.E.25* 2.2.2 2.2.2* 2.2.23 2.2.23*
Ti 9, VII 9, VII 2, A 2, A 2, A 2, A
NO 43 44 45 46 47 48

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.66 0.33 0.00 0.00 0.00 0.33
3 4.00 4.66 0.00 0.00 0.00 0.33
4 3.33 3.33 0.66 0.66 0.33 0.33
5 1.00 0.33 0.66 1.33 0.66 0.66
6 0.33 0.66 0.33 0.33 1.66 1.33
7 0.00 0.00 0.33 0.66 0.00 0.33
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Tabla 6. XV. (continuación).

NC V.P.21
Ti P, A
NO 49

1 0.00
2 0.00
3 0.00
4 1.00
5 1.00
6 0.00
7 0.66

V.P.21* 1.9.33
P, A 9, VI
50 51

0.00
0.33
0.00
0.33
1.66
1.66
0.00

0.00
0.00
4.66
4.33
0.33
0.33
0.00

NC 1.9.39
BT 9, VII
NO 55

1 0.00
2 0.66
3 5.33
4 3.00
5 0.33
6 0.33
7 0.00

1.3.33*
E, VI
52

0.00
5.00
4.33
0.66
0.00
0.00
0.00

¡.9.48
E, VI
53

0.00
0.00
5.33
3.33
0.66
0.00
0.00

1.3.48*
9, VI
54

0.00
4.66
4.00
0.33
0.33
0.33
0.00

1.3.39*
9, VII
56

0.00
0.33
4.00
3.33
1.33
0.00
0.00
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Tabla 6.XVI. Absorción de varianza de

efectuadocon la germinaciónde semillas.

Eje % de varianza Varianza

los primeros ejes del ACP

acumulada

55.86122

24.36587

9.435476

6. 030010

3. 101445

1.205979

55.86122

80.22709

89.66256

94.36626

98.69257

100.0000

Como se puede observar en la figura 6.13 existe una clara segregación

de 3 grupos: el primero (A) formado por cepas cuyos efectos sobre la

germinación son análogoso relativamentepróximosa los controles,integrado

por Bacillus del tipo VII (al 10 y 20%) y del tipo VI al 10%; el segundogrupo

(B) reúnea todaslas Pseudomonasensayadas(al 10 y 20%) y el tercero <C)

a los Bacilius del tipo VI al 20%.

A: Baclilus (VI> al 10% y <VII) al 10 y 20 %
E: Pseudomoras al 10 y 20%
C: DaaYIius (Vi) cl 20%

0.23

EJE ti
o

—0.27

EJE 1

Figura 6.13. Representacióndel ACP de germinación de semillas.

1

2

3

4

5

6

—0.08 0 0.22
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6.3.3. ANOVASde pendientes de las rectas de regresión obtenidas a partir

de los datos de germinación

Con el fin de establecer la significación estadística de los grupos

encontrados en el ACP se efectúo un ANOVA de pendientes(Sokal y Rholf,

1979) con las rectasresultantesde la germinaciónacumulativade los tres

gruposde bacteriasa las dosconcentracionesensayadas.Los valoresmedios

de germinaciónacumuladaparacadagrupo de cepasbacterianasy la ecuación

de la rectade regresiónobtenidaparadichos valoresseexponenen la tabla

6.XVII.

El ANOVA muestrala existenciadediferenciassignificativas(F=8.2631

g.l.= 7,42, p<O.Ol). Se efectuó a continuación,un LSD que nos permitió

confirmar la existenciade los tres grupos de cepas(detectadasen el ACE)

que presentanun efectoestadisticamentesignificativo sobrela germinación:

grupoA activadoras(Bacillus tipo VI al 20%), grupoB, indiferentes(Bacflius

tipo VII, ambasconcentracionesy Bacillus tipo VI al 10%) y grupo O,

inhibidoras (Fseudomonasal 10 y 20%),(tabla 6. XVIII).

Tabla 6.XVII. Valoresmediosde germinaciónacumulativaen cadauno

de los gruposbacterianosdefinidos. Bajo los datosse exponela ecuaciónde

la recta de regresiónobtenidacon los valoresmedios de cadagrupo.

10%

Dia Bacillus VI Bacillus VII Pseudonionas Control

1. 0.00
2 0.12
3 5.44
4 9.36
5 9.55
6 9.55
7 9.55

y=1 .30+0. 43x

Dha Bacillus VI

1 0.00
2 0.16
3 9.14
4 9.76
5 9.99
6
7

y=0. 44+0. 46x

0.00
0.15
3.33
6.16
7.33
7.66
7.66
y=l .27+0. 58x

20%
Bacillus VII

0.00
0.77
5.66
7.66
9.66
9.77
9.77
y=1 .05+0. 47x

0.00
0.00
0.22
1.33
2.11
3.77
3.99
y=2 .03+1. 20x

Pseudomonas

0.00
0.00
0.11
0.22
0.33
0.77
0.99
y=2 .19+5. 22x

0.00
0.55
2.66
4.77
6.88
7.55
8.32
y=1.24+0.62x

Control

0.00
0.55
1.88
4.32
5.99
6.77
7.10
y=1. 30+0. 70x
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Tabla 6.XV~. Significaciones del LSD. (B,VI: Bacillus grupo VI;

B,VII: Baclius grupo VII; Ps: Pseudomonas; C: control; NS: no

significativo; *: p<0.05; **: p<0.O1).
10% 20%

9,VI BIVhl Ps e

*

**

NS

**

NS

** ¡

NS

NS
**

NS

**

NS

**

**

NS~

4*

*4

4*

NS

*4

NS

4*

B,Vl 90111 PS

**

*4

4*

NS **

*4

6.3.4. AHOyAs de pendientes de los grupos de cepas activadaras e

inhibidoras

Para establecer la significación estadística del efecto de las cepas

activadoras(Bacillus tipo VI al 20%) o inhibidoras (Pseudomonas al 10 y 20%)

sobre la germinación se efectuaron otros dos ANOVAs de pendientes. Se

emplearon las rectas resultantes de la germinaciónacumulativade las cepas

de dichos grupos por separado y los respectivos controles. Estos ANOVAs

nos permiten señalar que cepas son activadoras o inhibidoras en cada caso.

La media de los valores empleados para la elaboración de dichos ANOVAsy las

rectas resultantes se muestran en las tablas 6. XIX y 6. XX.

Ei ANOVA realizado con ]as cepas de Baciflus tipo VI al 20% detecta

diferencias significativas (F6.3492, g.l.= 8,45, p<O.Ol). El LSD realizado

sólo indica diferencias entre el control y el resto.

20 ~

10 %

e

Ps

E’VIl

B.Vl

O

PS

DIV”
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Tabla 6.XJX. Valores de germinación acumulativa empleados para el

ANOVA de pendientes con las cepas de Bacillus grupo VI al 20% y sus

correspondientes rectas de regresión. (NC: nombre de la cepa; NO: número

de identificación para el ACP, ANOVAsy LSDs)

NC 0.8.41
NO 4

1 0.00
2 5.00
3 9.33
4 9.99

P.B.10
16

0.00
6.33
9.66
9.99
9.99
9.99
9.99

NC 0.8.34
NO 36

0.00
4.66
9.33
9.33
9.33
9.66
9.99

0.9.45
22

0.00
4.00
8.00
8.66
8.66
8.99
8.99

0.8.11
42

0.00
5.00
8.66
9.33
9.99
9.99
9.99

1.9.14
26

0.00
4.00
8.00
8.66
8.66
8.66
8.66

2.9.8
32

0.00
0.66
9.66
9.99
9.99
9.99
9.99

CNTR
18

0.00
0.66
2.99
5.33
6.66
7.33
7.66

Tabla 6. XIX. (continuación).

NO

4

8

16

22

26

32

36

42

18

Ecuación de la recta

y=C .50+0. 45x

y=0 .64+0. 45x

y~0 . 47+0.44x

y=0 .41+0. 46x

y=0 .53+0. 51x

y=0. 47+0 .43x

y~0.49+O. 46x

y=0.35+0. 48x

y=1 .16+0. 66x

0.8.31
8

5
6
7

0.00
4.00
9.00
9.33
9.33
9.33
9.33

1
2
3
4
5
6
7

Cepa:NC

0.2.41

1.9.31

2.9.10

0.9.45

1.9.14

2.9.8

0.2.34

0.9.11

CNTR.
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El ANOVA realizado con las cepas de Pseudomonas al 10 y 20% muestra

que existen diferencias significativas (F=9.4747, g.l.= 15,82, p<0.Ol). El

LSD realizado muestra que no existen diferencias significativas solamente

entre las cepas10 frente a 29, las 27, 46, 47 y 48 entre si y los controles

entre si (tabla 6.XXI).

Tabla 6.XX. Valores de germinación acumulativaempleadospara la

elaboracióndel ANOVA de pendientescon las cepasde Pseudomonasal 10 y

20% y las rectasresultantes.(*:Mediosal 20%, sin *, al 10%; NC: nombrede

la cepa;NO: Número de identificación parael ACP, ANOVAs y L.SDs)

NC V.P.26 V.P.26* P.P.27 P.P.27* V.P.12 V.P.12*
NO 9 10 11 12 27 28

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33 0.33
4 0.66 0.00 1.33 0.00 1.66 0.33
5 1.99 0.33 2.66 0.00 1.66 0.33
6 4.33 0.66 3.99 1.00 2.66 0.66
7 4.33 0.66 3.99 1.00 3.33 0.99

NC P.P.5 p5p•5* P.P.2 2.2.2* 2.2.23 2.2.23*
NO 29 30 45 46 47 48

1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.33 0.00
3 0.00 0.33 0.00 0.00 0.66 0.00
4 1.33 1.33 0.66 0.66 0.99 0.33
5 3.33 1.66 1.33 1.99 1.66 0.99
6 4.33 1.99 1.66 2.33 2.99 2.66
7 4.66 2.66 1.99 2.99 3.33 2.66

NC V.P.21 V.P.21* CNTR CNTR*
NO 49 50 17 18

1 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.00 0.33 0.66 0.66
3 0.00 0.33 2.66 2.99
4 1.00 0.66 4.99 5.33
5 2.00 2.33 6.99 6.66
6 2.00 3.99 7.66 7.33
7 2.66 3.99 7.99 7.66
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Tabla 6.XX. (continuación).

Cepa:NC NO Ecuación de la recta

V.P.26 g y~2.38+1.O0x
V.P.26* 10 y=2.55+6.14x
2.2.27 11 y=2.08+1.llx
2.2.27* 12 y=3.00+3.50x
V.P.12 27 y=1.81+1.58x
11.2.12* 28 y=1.83+5.74x
2.2.5 2g y=2.10+0.97x

30 y=1.70+2.Olx
2.2.2 45 y=2.04+2.42x
2.2.2* 46 y=2.16+4.61x
2.2.23 47 y=1.71+1.60x
P.P.23* 48 y=2.48+1.59x
V.P.21 49 y=2.01+1.81x
11.2.21* 50 y=2.09+1.14x
CTR 17 y=1.20+0.63x
CTR* 18 y=1.10+0.66x

‘rabia 6.2<2<1. Significaciones del LSD efectuado con las rectas de

regresión resultantes de los ensayos con las cepas del género Pseudornonas

.

Los números corresponden al ordinal asignado en las tablas precedentes (NO)

a cada cepa (e: control; NS: no significativo; *: p<0.05; pcO.01).

9 1011 2227282930454647484950 020%

C1O%

C20%

50

49

48

47

48

45

30

29

28

27

22

11

10
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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.flI.1 y C.III.2. En la tabla 6.XXII. se

muestran los datos empleados para las elaboración de los ACP que

posteriormentese exponen. Cadavalor es el resultadode la media de tres

réplicas.

Tabla 6.XXII. Datos empleadospara las elaboración del ACP total

(plantas noduladas y sin nodular). Los números de orden pares corresponden

al ensayo con medio de crecimiento bacteriano al 20% y los imparesal 10%.

NO: número de orden para ACPs y ANOVAso LSDs.

Plantas noduladas (FN)

Cepa NO Sup. Aerea

0.2.41 1 5.2523
2 5.3155

0.8.45 3 4.9909
4 5.2286

0.B.34 5 9.3524
5 9.25~5

0.2.11 7 5.2712
8 5.2069

0.2.33 9 7.2393
10 7.1172

0.2.22 11 6.8322
12 7.1434

0.2.24 13 6.9713
14 7.4313

0.8.25 15 7.3615
15 7.5564

VS.26 17 5.2134
18 5.2121

V.P.12 19 5.1125
20 5.3002

V.P.21 21 5.1900
22 5.2564

P.B.10 23 9.4758
24 9.8596

P.B.8 25 5.1564
25 5.3222

Long. Aerea NQ,Hs. long. rad

.

4.8916
4.3092
4.8109
4.7724
7. 8 52 7
1.8034
4 .9 105
4. 8 627
6. 7578
6.7780
6.0314
6. 7361
6.3862
7.2699
6.8344
7.0775
4.9008
4.3400
4.5968
4. 8021
4. 96 30
4.9386
7. 8025
7.7582
4.7756
4.8825

7.3 4.8037
7.3 4.9056
7.3 4.8639
7.0 4.8513
8.6 7.8971
8.6 7.9013
7.3 4.8314
7.3 4.9234
9.0 6.3913
8.6 6.2584
8.6 4.5162
8.6 4.7391
8.3 4.6887
9.0 4.9326
9.0 4.9109
9.3 4,9595
7.3 4.2123
7.3 4.2458
7.3 4.2130
7.6 4.2281
7.6 4.2271
7.6 4.5296
9.3 7.8510
9.3 8.1647
7.3 4.8199
7.5 4.5438

Sup. rad

.

0. 9 781
0.9578
0. 9 631
0. 9993
2. 9691
2. 8913
0.9513
0.9613
1. 2110
0.9125
0. 9327
0.9043
0. 7381
1. 0416
1. 1495
1.0 63 7
0. 8366
0. 83 69
0. 8327
0.8042
0.8572
0. 8446
4.0490
4.0570
2.0642
2.0457

NT

2.049
2.040
2.063
2.051
3.093
3.053
2.033
2.084
2.043
2.033
2.049
2.033
2.075
2.023
2.029
2.043
0.677
0.667
0.690
0.576
0.625
0.629
4.732
3.187
2.159
2.082
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Tabla 6. XXII. (continuación)

Plantas noduladas <PN)

Cepa NO Sup. Aerea

P.2.2 27 7.0408
28 7.3228

1.2.39 29 7.4015
30 7.1928

?.B.13 31 6.9627
32 6.6862

P.P.27 33 5.2935
34 5.4518

P.P.5 35 5.4848
36 5.4256

?.P.2 37 5.5515
38 5.5698

?.P.23 39 5.4354
40 5.5352

1.2.31 41 8.9090
42 9.3762

1.8.14 43 5.2705
44 5.4773

I.S.48 45 5.6561
46 5.7129

1.2.33 47 5.5339
48 5.4278

1.2.47 49 7.2060
50 7.3908

1.2.44 51 7.2449
52 7.1457

1.2.1 53 7.3115
54 7.2898

CNTRL 55 5.5427
56 5.8198

Long. Aerea N~.Hs. long. rad

.

6.6382
6. 7 759
7.0435
6. 6 7 52
7. 09 74
7. 0378
4. 9 696
4 .9107
4.8466
4.8347
4.8497
5.00 82
4.8944
4.8955
7, 22 64
7.5584
4.8740
4.8901
4.8757
4.7126
4. 7 612
4.7848
6.7073
6.9573
6. 9168
6.7474
6. 92 65
6. 8421
5,3333
5.4874

8.6 5.9299
9.3 6.1580
9.3 6.1930
8.6 6.0090
9.0 4.8711
8.3 4.7254
7.6 4.2636
8.0 4.3633
7.3 4.1583
7.3 4.1708
7.6 4.3523
7.6 4.2526
7.3 4.1282
7.6 4.5510
9.0 7.8946
9.3 7.9054
7.3 4.8164
7.6 4.8734
7.6 4.8825
7.3 4.8436
7.3 4.8193
7.3 4.7793
8.6 6.0265
9.3 6.1257
9.0 6.0899
8.6 5.9578
9.0 6.0993
9.0 6.0918
7.0 4.0772
7.3 4.3704

Plantas sin nodular (PSN)

0.8.41 59 5.2520
60 5,4339

0.2.45 61 5.2346
62 5.3028

0.2.34 63 9.2567
64 9.3959

0.8.11 65 5.2771
66 5.4115

0.2.33 67 6.9186
68 6.9834

0.2.22 69 6.9839
70 6.9711

0.B.22 71 6.9375
72 6.8899

4.9169
5.0071
4.6902
4.4158
8. 02 75
8.2439
4.7508
4. 9 397
6 .0 104
5.9709
6. 02 66
9.9 724
5.9901
6.1804

7.3 4.2238
7.3 4.3256
7.0 4.2044
7.3 4.3158
9.3 6.2140
9.3 6.2127
7.0 4.2432
7.3 4.2595
8.3 4.5158
8.6 4.3649
8.6 4.3053
8.3 4.4093
8.3 4.3216
8.6 4.3804

NTSup. rad

.

1.0716
1. 2 306
1. 1764
1. 02 32
0. 99 79
0.8767
0. 88 77
0. 9067
0.8578
0. 8142
0.8637
0.8852
0.7204
0. 8466
3.2559
2.3075
0. 8416
1. 02 68
1. 0842
0. 79 69
0.8764
1.0 551
1. 24 60
1.2997
1.08 72
0. 9 800
1. 04 56
1. 09 72
1.1760
1.2244

2.146
2.096
2.120
2.091
2.073
2.112
0.628
0.613
0.429
0.629
0.624
0.631
0.635
0.648
3.429
3.428
2.123
2.084
2.052
2.110
2.054
2.111
2.132
2.084
2.107
2.054
2.091
2.078
2.458
2,125

0.95 57
1. 0100
0. 9 345
0. 94 22
3.2804
2.9563
0.9741
0. 9 397
0. 95 79
0. 9 897
0. 97 72
0. 9 316
0. 99 62
1.3240

1.057
1.061
1.050
1.049
1.228
1.715
1.044
1.057
1.083
1.086
1.046
1.054
1.051
1.402
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Tabla 6.XXU. (continuación)

Plantas sin nodular (PSN)

Cepa NO Sup. Aerea

0.3.25 73 6.9293
74 7.0516

V.P.26 75 3.6638
76 4.2357

V.P.12 77 3.7517
78 4.2382

V.F.21 79 3.7583
80 4.4227

P.B.10 81 8.8672
82 8.9194

P.B.8 83 5.1458
84 5.3186

P.B.2 85 6.9483
86 7.0193

1.2.39 87 6.8662
88 6.9654

P.B.13 89 6.8849
90 6.8926

P.P.27 91 3.7892
92 4.1506

?.P.5 93 3.5527
94 4.3755

P.F.2 95 3.6073
96 4.2464

P.P.23 97 3.8789
98 4.2603

1.3.31 99 8.9427
100 9.0827

1.2.14 101 5.2531
102 5.3023

1.8.48 103 5.2761
104 5.4134

1.3.33 105 5.4415
106 5.4157

I.B.47 107 6.8796
108 6.8786

1.2.44 109 6.9861
110 6.9359

1.3.1 lii 6.9530
112 6.9229

CNTRL 113 5.3925
114 5.4380

(Long.
halas.

Long. Aerea N2.Hs. long. rad

.

6.7289
6. 79 79
3.9202
3. 81 23
3.8811
3.9572
3. 7589
4.0848
8.2672
7.5159
4.2855
4.5314
6.0592
6. 1301
6.1032
6. 18 13
6. 0115
6.0546
3. 9856
3.9632
3.8748
3, 9 555
4,005 2
4.1802
4.0502
4. 12 30
7. 9134
7.9449
4.8863
4.8833
4.9246
4.9448
4. 9435
4. 9457
5. 9272
5.9172
6.1164
5.9806
8.0411
6.1309
5. 2 6 88
5.3077

8.3 4.2833
8.3 4.3155
4.3 1.3817
5.3 1.5829
4.6 1.3999
5.6 1.5719
4.6 1.3748
5.6 1.6495
7.3 6.5745
9.3 6.8955
7.0 4.5861
7.3 4.3061
8.6 4.2864
8.6 4.2968
8.3 4.2482
8.6 4.3364
8.6 4.2712
8.6 4,3203
4.6 1.3538
5.3 1.5036
4.3 1.3414
5.6 1.6705
4.3 1.3762
5.3 1.5976
4.6 1.3714
5.6 1.6797
9.3 7.6057
9.5 7.6854
7.3 4.3139
7.3 4.3219
7.6 4.2724
7.6 4.3521
7.6 4.3285
7.6 4.3890
8.3 4.3159
8.3 4.3011
8.6 4.2818
8.3 4.3205
8.6 4.2713
8.6 4.3319
6.3 3.1584
6.6 3.2980

Sup. rad

.

0.9498
0.9260
2. 3100
2.5493
2. 3187
2.5486
2.2436
2.7795
2. 7589
2.8080
0. 89 51
0. 9 7 62
0. 9 151
0.9669
0. 9436
0. 9 356
0. 9867
1.0728
2.4196
2. 6001
2. 3499
2.7775
2. 2991
2.6052
2.2743
2 .8163
3.3074
3.3069
0. 9497
0. 9363
0.9741
0.9736
0.9551
0.9626
0. 9303
0.9820
0. 9551
0.9074
0.9509
0. 9 447
1, 1756
1 .1955

NT

1.065
1.029
0.483
0.541
0.427
0.528
0.462
0.512
1.733
1.728
1.055
1.045
1.046
1.042
1.074
1.092
1.061
1.033
0.428
0.426
0.418
0.466
0.434
0.508
0.312
0.522
1.040
1.043
1.056
1.053
1.053
1.056
1.054
1.057
1,070
1.082
1.084
1.077
1.097
1.087
1.045
1.050

Unidades: Superficie parte aérea (Sup. Aérea) y radical (Sup. rad.) en ci?; longitud parte aérea
Aérea] y radical (long. rad.) en ci’; nitrógeno total (NT) en ig N/g seco de planta. N~Hs. minero de
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6.4.1. ACFrealizado con los datos de crecimiento vegetal balo el efecto de las

diferentes cepas ensayadas.

Con los resultados expuestos en la tabla 6. XXII, seefectuó un ACPcon

el fin de apreciar las tendenciasde agrupamiento.El análisis se efectuó

considerandoplantas noduladas (FN) y sin nodular (PSN) y las dos

concentracionesdel medio de crecimiento de cada cepa (10 6 20%). Como

resultado del ACP efectuado sobre la matriz de 112 x 6 se obtiene la

ordenación que se representaen la figura 6.14. Los dos primeros ejes

absorbenun porcentajede varianzadel 68.08%y del 18.28%respectivamente

(tabla 6. XXIII), por lo que la ordenaciónde las muestrasse refiere a estos

dos ejesprincipales, que absorben,conjuntamenteun 86.35% de la varianza

total.

Tabla 6.XXITI. Absorción de varianza de los primeros eles del ACF

realizadocon los parámetroscomunesde FN y PSN.

Eje % de varianza Varianzaacumulada

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 puedeobservarseen la figura 6.14, la ordenaciónde las muestras

exhibeuna clara segregaciónen tres grupos: el primero (A) localizadohacia

los valoresmásnegativosdei eje 1 integradopor los tratamientossobre ¡‘SN

con Pseudomonasa las dos concentracionesensayadas(estascepas,véase

tabla 6. XXII. reducennotablementevarios de los parámetrosmedidos); el

segundo(B) ubicadohacialos valorespositivos de ambosejesintegradopor

los tratamientossobre FN y ¡‘SN de tres cepasde Bacillus (tipo VI) que al

observar los datos de la tabla 6. XXII se muestran como claramente

activadores,tanto al 10 como al 20%; finalmenteun tercergrupo (C) en el que

aparecen el resto de las muestrasy los controles. En estegrupo se pueden

establecer cuatro subgruposbastantehomogéneosinternamente.
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El primero (Cl) se localiza hacia los valores negativos del ele 1 y está

integrado básicamente por las cepasde Bacillus (VI) a ambasconcentraciones

sobre FSN.

El segundo subgrupo (02) reúne también cepas de Bacillus (VI), en

este caso sobre FN.

El tercero (03), iocaiizado sobre valores positivos del ele 1 está

integrado en su totalidad por muestras de Bacillus (VII) a ambas

concentraciones sobre PSN.

Por último, el cuarto subgrupo (04), el más heterogéneo,está

integradopor cepasde los tres gruposensayados,si bien dominanlas cepas

de PN tratadascon Bacillus (VII) ensayadassobrePN.

La ordenaciónde las variablessegúnlos factoresde cargaaparecenen

la figura 6.15. Como se puede ver las variables que se encuentranmás

agrupadasentre sí (hacia los valoresnegativosdel eje II) son las longitudes

de la parteaéreay radical (LA y LR), el númerode hojas (NH), el nitrógeno

total (NT) y la superficie de la parte aérea (SA). La única variable que

apareceseparadadel restoes el superficie radical (SR), localizadahacia los

valorespositivos del eje II.

Figura 6.14. Representaciónde las muestrasdel ACP efectuadocon los

resultadostotales (FN y ¡‘SN) sobrelos dos primeroseles. Los númerosde

orden y las cepasa las que correspondenserecogenen la tabla 6.XXI1. Los

gruposA, B y O son a los que se hacereferenciaen el texto.

(Páginasiguiente)
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1.1

EJE 2

o

—0.4
O 0.5

EJE 1

Figura 6.15. Ordenación de las variables según los factores de carga del ACF

efectuado con los resultados totales (FN y ¡‘SN) 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. ACF de los resultados en plantas sin nodular (¡‘SN)

La ordenación de las muestras precedente, evidencia un claro efecto

diferencial en los ensayos dependiendo del tipo de planta suleto del ensayo

(FN o ¡‘SN) debido a lo que se procedió a ordenar separadamentedichos

grupos de resultados.

En este caso (ACF de ¡‘SN) se emplearon los datos recogidos en la tabla

6.XXII, desde el número de orden (NO) 59 hasta el 114, ambos inclusive,

resultando asi una matriz de 56 x 6. Se obtiene la ordenación de las cepas que

se representa en la figura 6.16. Los dos primeros eles absorben un porcentaje

de varianza del 74.31%y del 17.63% respectivamente (tabla 6.XXIV), por lo

que la ordenación de las muestras se refiere a estos dos ejesprincipales, que

absorben, conjuntamente un 91.94% de la varianza total.

SR

SA
NT LA

LR

NH
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Tabla 6.XXIV. Absorción de varianzade los primeros eles del ACP

realizadocon los parámetrosde ¡‘SN.

% de vartanza

74.31428

17.63288

4.1.0910

2.40308

1.24300

0.29766

Varianza acumulada

74.31428

91. 94715

96.05626

98. 45934

99.70234

100.0000

Como se puede observar se separan cuatro grupos claros. Si se

consideran los datos que se reflelan en la tabla 6.XXII, podemos comprobar

que los dos grupos más separados (el formado por ¡‘seudomonas -grupo A-y

por tres cepas de Bacullus VI —grupo D—) están integrados por bacterias que

son inhibidoras y activadoras respectivamente. Los controles aparecen

próximos a los grupos integrados por los Bacillus VI y VII. También es

destacablela falta de discriminaciónen función de la concentraciónensayada

y la homogeneidadinterna de los grupos.

Eje

1

2

3

4

5

6
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La ordenación de las variables según 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 de] eje

1 las longitudes de la parte aérea y radical (LA y LR), el número de hojas

(NE), el nitrógeno total (NT) y la superficie de la parte aérea (SA) mientras

que la superficie radical (SR) aparece localizada en los valores negativos del

eje 1.

SR

—0.12

LA SA

LR

NT

NH

o 0.48
EJE fi

Figura 6.17. ordenación de las variables según los factores de carga del ACP

efectuado con los resultados de ¡‘SN sobre los dos primeros ejes (datos en la

tabla 6. XXII). Las siglas empleadas son las que se recogen en el texto.

1.0

EJE II

o

—0.2
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6.4.3. ACF de los resultados en plantas noduladas (PN).

Parael AC¡’ de FN seemplearonlos datosrecogidosen la tabla 6.XXII,

desde el número de orden (NO) 1 hastael 56, ambosinclusive, resultandoasí

una matriz de 56 x 6. A dicha matriz se añadieron para la elaboración del

ACP cuatro nuevas columnas con parámetros que se midieron de forma

exclusiva en el caso de las FN: número de lóbulos nodulares, ARA de los

nódulos, producción de CO2 de los nódulos 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 añadidos para las elaboración del ACP de plantas

noduladas. NO: número de orden para ACF, ANOVAy LSDs.

£!2! NO Lob. Kodu. MA CO2 Peso Nod

.

0.3.41 1 4.0 751.49 1225.25 0.0151
2 3.6 741.59 1227.54 0.0143

0.B.45 3 3.6 755.59 1225.78 0.0145
4 3.6 737.71 1231.26 0.0150

O.L34 5 5.3 918.98 1234.49 0.014?
6 3.6 988.82 1246.86 0.0152

0.8.11 7 3.6 755.33 1261.27 0.0152
8 5.0 750.91 1239.14 0.0142

0.8.33 9 3.6 746.02 1227.98 0.0153
10 5.0 747.83 1228.86 0.0145

0.3.22 11 3.6 751.70 1287.00 0.0143
12 4.0 753.05 1240.56 0.0151

0.3.24 13 4.6 757.48 1266.69 0.0144
14 3.6 755.26 1228.99 0.0143

0.3.25 15 3.6 736.29 1227.20 0.0145
16 5.0 756.36 1223.22 0.0147

V.P.26 17 7.3 317.71 1542.56 0.0240
18 9.3 324.57 1545.08 0.0236

V.P.12 19 7.0 322.87 1557.39 0.0243
20 9.3 327.22 1547.32 0.0235

V.P.21 21 7.6 332.85 1538.89 0.0228
22 22.3 332.22 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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Tabla 6. XXV. (continuación)

P.B.8 25 3.6 736.41 1231.68 0.0229
26 3.6 601.12 1243.07 0.0233

P.2.2 27 3.6 747.10 1252.09 0.0232
28 4.6 748.69 1251.51 0.0238

¡.2,39 29 4.6 756.64 1242.08 0.0146
30 3.6 751.55 1237.66 0.0142

P.B.13 31 3.6 740.76 1225.52 0.0134
32 5.0 737.32 1215.44 0.0133

P.P.27 33 8.3 324.52 1535.84 0.0133
34 13.0 342.87 1547.64 0.0132

P.P.S 35 8.3 345.72 1534.89 0.0136
35 12.0 345.03 1532.26 0.0136

P.P.2 37 8.6 352.32 1543.83 0.0140
38 13.6 338.57 1516.11 0.0132

P.P.23 39 8.6 338.70 1578.02 0.0141
40 12.0 345.32 1546.85 0.0135

1.8.31 41 3.6 997.63 1225.83 0.0147
42 3.6 986.83 1230.02 0.0152

1.8.14 43 5.0 757.42 1219.81 0.0149
44 3.6 753.01 1229.58 6.0150

¡.2.48 45 4.6 750.11 1228.40 0.0152
46 3.3 760.58 1233.52 0,0149

¡.2.33 47 5.0 763.96 1239.49 0.0152
48 3.3 763.94 1246.23 0.0153

1.8.47 49 5.0 767.53 1244.06 0.0139
50 3.6 749.79 1248.45 0.0141

1.5.44 51 5.6 751.93 1242.36 0.0144
52 3.5 755.89 1255.81 0.0136

1.8.1 53 3.6 753.79 1242.28 0.0147
54 5,3 752.84 1242.08 0.0169

CNTRL 55 2.6 511.68 990.43 0.0064
56 2.6 512.76 999.03 0.0096

P~flgades abreviaturas: numerode lobulos nodulares (Lob. Nod4; Actividad reductora de acetileno
niel C2112 ~f q 1 (¡~A1; ~roduccidnde CO2 en niol CO2 h’ ~‘ (CO2); peso de los nódulos en g (Peso
Nod.>.

Del ACP se obtiene la ordenaciónde las cepasquese representaen la

figura 6.18. Los dasprimeros elesabsorbenun porcentajede varianzadel

77.58%y del 12 .75% respectivamente (tabla 6.XXVI), por lo que la ordenación

de las muestrasse refiere a estos dos ejes principales, que absorben,

conjuntamenteun 90.33%de la varianzatotal.
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Tabla 6.XXVI. Absorción de

realizado con los parámetros de FN.

% de varianzaEje

1

2

3

4

5

6

77.58436

12.75529

6.26761

1.95894

1.08811

0.34478

varianza de los primeros eles del ACF

Varianza acumulada

77 .58436

90.33966

96.60727

98.56711

99.65522

100.0000

Como se puede observar (en la figura 6.18) se discriminan cuatro

grupos claros análogos a los descritos en el epígrafe precedente. Como en

el caso anterior, es destacable la falta de discriminación en función de la

concentración ensayada y la homogeneidad interna de los grupos. Si se

consideranlos datos que sereflejan en las tabla 6.XXII y 6.XXV, podemos

comprobar nuevamente que los dos grupos más alejados (el integrado por

¡‘seudomonas-D- y por tres cepasde Baciflus VI -C-) estánconstituidospor

bacterias inhibidoras y activadoras respectivamente.

192





La ordenación de las variables según los factores de carga aparece en

la figura 6. ig. Hacia los valores más altos del eje 1 se sitúan las longitudes

de la parte aérea y radical (LA y MR), la superficie de la parte aérea (SA)

y el ARA (ARA). El númerode hojas (NH) se localiza aisladoen los valores

intermediosdel eje I y hacialos negativosdel ele II. El restode lasvariables

es decir, el nitrógeno total (NT), la superficie radical (SR), el número de

lóbulos (NL) la producción de CO, (CO,) y el peso nodular (FN), se localizan

hacia los valores positivos del eje U.

0.9

EJE II

o

—0.6

0.35 0.47
EJE 1

Figura 6.19. Ordenación de las variables según los factores de carga del ACP

efectuado con los resultados de FN sobre los dos primeros eles (datos en las

tablas 6.XXII. y 6.XXV). Las siglas empleadas son las que se recogen en el

texto.

6.4.4. ANOVAsde los parámetros considerados en los ensayos de plantas sin

nodular

Como resultado de los ACPs precedentesse pone de manifiesto una

segregación 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 significación estadística de dichas tendencias se efectuaron

ANOVAS unidireccionales con réplicas para cada uno de los parámetros

considerados. Las cepas empleadas para estos ANOVASfueron:

SR

NT
NL

ARA
LR

PN002 LA SA

NI-f
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* activadoras (Bacillus tipo VI): O.B.34 (5), P.B.1O (23) e 1.9.31 (41)

*infflbidoras (Pseudomonas): V.P.26 (17), V.P.12 (19), V.P.21 (21), F.P.27

(33), P.P.5 (35), F.F.2 (37) y F.P.23 (39). Además se incluyeron los

controles (56 y 57 en FN y 114 y 115 en ¡‘SN). Los números indicados entre

paréntesis corresponden a los empleados en la tabla 6. XXII. Por lo tanto

cada uno de los ANOVAs se realiza sobre una matriz de 11 (10 cepas y un

control) x 1 (variable analizada),con 6 réplicas, 3 por concentración.

6.4.4.1. Superficie de la parteaéreade las plantas

Los valoresmediosde los datossometidosal ANOVA se representanen

la figura 6.20. El análisis señalala existenciade diferenciassignificativas

(g.l. 10,55; F=188.25, p<0.O1). 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 ¡‘SN. NS=no significativo; *p<O.05; **=pc0.01)

5 17 19 21 23 33 35 37 39 41

CNT

41

39

37

35

33

23

21

19

17

** **~** ** ** ** **

NS ** ** ** * **

** NS NS NS .*~NS NS

** NSjNSNS 4<NS NS
** NS~NS NS •. F~3 —

** NS~NSRS*.

* ** ** **

** NS NS
** NS-4-
**

6.4.4.2. Longitud de la parte aérea de las plantas

Los valoresmediosde los datossometidosal ANOVA serepresentanen

la figura 6.20. Ei análisis señala la existencia de diferencias significativas

(g.l. 10,55; F=173.90, pcO.O1). El LSD (tabla 6.XXVIII), muestra diferencias

análogas a las descritas en el apartado precedente.
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Tabla 6.XXVLU. Significacionesdel LSD aplicadoa los valores medios

de longitud aéreade ¡‘SN. <NS=no significativo; *~p<O.05; **p<O.01)
5 17 19 21 23 33 35 37 39 41

*4 •~ ** ** **

1•

4* ** ** NS *4

NS NS NS .* NS NS NS
ÑSNSNS .*NS

** NS NS NS es NS
** NS NS e.

4* ** **

NS NS

6.4.4.3. Número de hojas

Los valores mediosde los datossometidosa ANOVA serepresentanen

la figura 6.20. El análisis señalala existenciade diferencias significativas

(gil. 10,55; F=54.59, p<0.01). Las diferenciasdetectadasson, en general,

semejantesa las señaladasen los apartadosanteriores(tabla 6.XXIX).

Tabla 6.XXIX. Significacionesdel LSD aplicado al número de hojas

medio de ¡‘SN. (NS=nosignificativo; *p<0 05; **p<0.Ol)

5 17 19 21 23 33 35 3? 39 41

*4 ** *4 4*1*4 **~4*
III

NS ** NS *4 **

4*NS NS
*4 NS NS NS
** ‘NS NS NS

¡ ** NS NS NS te

NS 4* *44*

NS NS NS

e. NS~NS
.* NS

**

*4

*4

*4 •~i 4*j

NS

CNT

41

39

37

35

33

23

21

19

17

*4

4*

*4

4*

•~1

CNT

4,

39

37

35

33

23

21

19

17

NS**

*4
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6
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Sup. o6rea Long. aireo m Hojas

Figura 6.20. Representaciónde los valoresmedios (6 réplicas) del efecto de

las cepasensayadassobre la superficie aérea, longitud aéreay númerode

hojas en ¡‘SN.

6.4.4.4. Contenidoen nitrógenototal

Los valores medios de los datos comparadosmediantee] ANOVA se

representanen la figura 6.21. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.i. 10,55; F=25.27, p<O.0l). El LSD (tabla 6.XXX), detecta

diferenciassignificativasentrelas cepasactivadorase inhibidorasy el control

y dentrode cadagrupocon la excepciónde ia cepa41 (I.B.31) que presenta

diferenciasrespectoa las otras dos cepasactivadoras.

5 17 19 21 23 33 35 37 39 41 CNTR
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Tabla 6.XXX. Significacionesdel LSD aplicadoa los valoresmediosde

nitrógenototal de las ¡‘SN. (NS=nosignificativo; *p<0.05; **p<O.O1)
5 17 19 21 23 33 35 37 39 41

CNT

41

39

37

35

33

23

21

19

17

CNT

41’

39

37’

35

33:

23

21

19

17

** 4* ** ** ..¼í***’ •4NS

** 4* 44144 4* 4*

** NSNS~NS .*‘NS NS NS

NS NS NS .* FS —

4* NS NS’NS st NS
.tdNSNS NS
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6.4.4.5. Superficie del aparato radical

Los valores medios de los datos comparadosmedianteel ANOVA se

representanen la figura 6.21. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=13.36, p<0.01). Como se observaen la tabla

6. XXXI, el LSD muestradiferenciassignificativasentrelas cepasactivadoras
e inhibidoras y el control, semejantesa las detectadasellos parámetros

precedentes.

Tabla 6.XXXI. Significacionesdel LSD aplicadoa la superficie radical

mediade las ¡‘SN. (NS=no significativo; *p<O.05; **=p<0.01)
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6.4.4.6. Longitud del aparato radical

Los valores medios de los datos comparadosmedianteel ANOVA se

representanen la figura 6.21. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55;F=468.39,p<O.O1). El LSD (tabla 6.XXXII) muestra

diferencias significativas entre las cepasactivadorase inhibidoras y el

control. En estecaso, la cepa17 (V.P.26) muestraunos resultadosanálogos

en el LSD a los de Bacillus

.

Tabla 6.XXXU. Significacionesdel LSD aplicado a la longitud radical

mediade ¡‘SN. NS=no significativo; *p<O.05; **p<CLO1)
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Figura 6.21. Representación de los valores medios (6 réplicas) del efecto de

las cepas ensayadas sobre el contenido en nitrógeno, superficie radical y

longitud radical en PSN.

6.4.5. ANOVAs de los parámetrosconsideradosen los ensayosde plantas

noduladas

Como en el apartado precedente, con el objeto de establecer la

significaciónestadísticade las tendenciasregistradasen el ACF (figura 6.18)

se efectuaronANOVAs unidireccionalescon replicas (6 por cepa,3 de cada

concentraciónensayada) para cada uno de los parámetros. Las cepas

consideradaspara estos ANOVAS fueron las mismas que en el apartado

anterior.

6.4.5.1. Superficie de la parteaérea

Los valores medios de los datos comparadosmedianteel ANOVA se

representanen la figura 6.22. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=324.82, pcO.01). El LSD (tabla 6.XXXIII),

muestradiferencias significativas entre las cepasactivadorase inhibidoras

y de ambasrespectoal control, a excepciónde 33, 35, 37 y 39.
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Tabla 6.XXXILI. Significaciones de! LSD aplicado a las medias

superficiesparteaéreade FN. (NS=nosignificativo; *p<0.05; **p<0.O1)
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6.4.5.2. Longitud de la parte aérea

Los valoresde los datoscomparadosmedianteel ANOVA serepresentan

en la figura 6.22. El análisis señalala existenciade diferenciassignificativas

(g.l. 10,55; F=138.36,pcO.01). El LSD (tabla 6.XXXIV), muestradiferencias

entre las cepasactivadoras (5, 23 y 41) respectoa las inhibidoras y el

control.

Tabla 6.XXXIV. Significaciones del LSD aplicado a las medias de

longitudesde la parteaéreadeFN. (NS=nosignificativo; *p<0.05; **p<0.01)
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6.4.5.3. Número de hojas

Los valores medios de los datos comparadosmedianteel ANOVA se
representanen la figura 6.22. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=9.90, pCO.O1). Las diferencias detectadas son

en general las señaladas en los apartados anteriores (tabla 6.XXXV), si bien

hay que destacar que sólo las cepas activadoraspresentandiferencias

respectoal control.

Tabla 6.XXXV. Significacionesdel LSD aplicado al número de bolas

medio de FN. (NS=nosignificativo; *p<O.05; **=p<0.01)
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Figura 6.22. Representación de los valores medios (6 réplicas) del efecto de

las cepasensayadassobre la superficie de la parteaérea, longitud de la

parte aérea y número de hojas en PN.

6.4.5.4. Contenido en nitrógeno total

Los valores medios de los datos comparados mediante el ANOVA se

representan en la figura 6.23. El análisis señala la existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=124.83, p<0.Ol). El LSD (tabla 6.XXXVI),

detecta diferencias significativas entre las cepas activadoras e inhibidoras,

y de ambas con el control. En este caso no existen diferenciasdentro de cada

grupo con excepción de la cepa 41 que presentadiferencia respectoa las

otras dos cepas activadoras.
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Tabla 6.XXXVI. Significaciones del LSDaplicado a las medias nitrógeno

total de las FN. (NS=no significativo; *cp<O.05; **p<O.01)
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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 análisis señala la existencia de diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=154.45, p~cO.01). Como se observa en la tabla

6.XXXVII, se encuentran diferencias significativas entre las cepas

activadoras e inhibidoras y el control, en analogía a las detectadas en el

parámetro precedente. No existen sin embargo diferencias entre la cepa 33 y

el control ni entre las cepas 5 y 41.

Tabla 6.XXXVII. Significaciones del LSD aplicado a la media de

superficie radical de las FN. (NS=no significativo; *p<O.O5; **=p<tO.O1)

5 17 19 21 23 33 35 37 39 41

* * ..~rr ilE
*9 *4 4*

~ R!NS ~ NSNS NS
NS NS NS ** NS NS-w

*4 NS~NSN~** NS
~ÑS~N3W
*4

4* 204
4*

Kw

NS
w

17



6.4.5.6. Longitud del aparato radical

Los valores medios de los datos comparados mediante el

representan en la figura 6.23. El análisis señala la existencia de

significativas (g.l. 10,55; F=472.30, pcO.Ol). Como se observa

6.XXXVIII, se encuentran diferencias significativas entre

activadoras e inhibidoras y de las primeras respecto al control. No

embargodiferenciasdentro de cadagrupo.

ANOVA se

diferencias

en la tabla

las cepas

existensin

Tabla 6.XXXVIU. Significacionesdel LSD aplicado a la media de la

longitud radical de las FN. (NS=no significativo; *zp<O.05; **p<0 .01)
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Figura 6.23. Representaciónde los valoresmedios (6 réplicas) del efectode

las cepasensayadassobre el contenido en nitrógeno, superficie radical y

longitud radical en FN.

6.4.5.7. Actividad Reductoradel Acetileno (ARA)

Los valores medios de los datos comparadosmediante e] ANOVA se

representanen la figura 6.24. El análisis señalala existenciade diferencias

significativas (g.l. 10,55; F=394.53, p<0.0l). Como se observaen la tabla

6.XXXIX, seencuentrandiferenciassignificativasentrelas cepasactivadoras

e inhibidorasy el control. No existensin embargodiferenciasdentrode cada

grupo.

¡‘II
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Tabla 6.XXXIX. Significacionesdel LSD aplicadoa las mediasdel ARA

de las FN. (NS=no significativo; *rp<0.05; **p<O.0I)
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6.4.5.8. Producción de 002 por los nódulos

Los valores medios de CO2 comparados en el ANOVAse representan en

la figura 6.24. El análisis señala la existencia de diferencias significativas

(g.l. 10,55; F=172.38 pc0.Ol). Como se observa en la tabla 6.XL, se

encuentran diferencias significativas entre las cepas de Bacillus y

¡‘seudomonasy el control. No existensin embargodiferenciasdentro decada

Tabla 6.XL. Significaciones del LSD aplicado a los valores medios de

la producción de CO2 por los nódulos de las FN. NS=no significativo;

*p<0.0S; **pCO.O1)
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Figura 6.24. Representación de los valores medios (6 réplicas) del efecto de

las cepas ensayadas sobre el ARA y la producciónde CO2 por los nódulosde

FN.
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7.DISCUSIONDE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

EN EL SENTIDO SUELO-PLANTA.



7.1. Composición bacterianade la rizosferade Ainus glutinosa y su variación

estacional:grupostaxonómicosy fisiológicos

En este trabajo se realiza un estudio preliminar sobrela composición

rizobacterianay los cambiosestacionalesde los génerosbacterianosasociados

a la rizosfera de Alnus glutinosa (L.) Gaertn así como la función de estos

génerosen el ciclo del nitrógeno.

El métodoseguidoparaelaislamientobacteriano,mediantesuspensiones-

dfluciones y posterior siembra de los mismos en medios enriquecidoses un

procedimientoestándaren los estudiosde microbiología del suelo (Johnsony

Curí, 1972). Debido a la complejidad y variabilidad del ambiente radicular,

ningún medio de cultivo es adecuadoparael crecimientode todaslas especies

edáficas,puestoque sedesconocenlos requerimientosnutricionalesde muchas

cepas.Por tanto, cuandohablamosdel total de bacteriasen la muestrade suelo

nos referimos a una fracción del total. Sin embargoal ser éste un método

seguido por muchos investigadores (Bohem et al., 1993) podemoscomparar

nuestrosdatoscon los obtenidospor otros autores.

Para la determinaciónde los génerosbacterianos, hemos seguido el

esquemade diagnósticode Acero et al. (1994) en el que se incluyen pruebas

bioquímicasy siembraen mediosde cultivo selectivos.

Todas las tendencias y diferencias referentes a las frecuencias

bacterianasque se discuten están apoyadaspor los resultados obtenidos

medianteel ACP y ANOVA, indicando éste último la significación de dichas

diferencias.

Bacillus y Pseudomonasaparecen,en nuestrotrabajo, como los géneros

predominantesen la rizosfera de Alnus glutinosa (L.) Gaertn y presentan

diferenciassignificativas (mediantela pruebaLSD) con el resto de los géneros

(Tabla 6. XII y Figura 6.2). Por otra parte las variacionesestacionalesque

hemos encontrado son apreciablesa pesar de que no aparecendiferencias

significativasentreel veranoy el otoño, estacionescon mayoresdiferenciasen

cuantoa composiciónbacterianase refiere. Esto es debidoa una compensación

entre el número de Baciflus en otoño y el número de Pseudomonasen verano

(Figura 6.3). Estudiospreviosde la microflora rizosféricade diversasplantas,

realizados tanto por técnicas de microscopia como por cultivo en placa y

posteriordeterminación,revelanqueen generalpredominael crecimientode los
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bacilosGramnegativos,noesporulados,sobretodoPseudonionasy enparticular

1’. fluorescens, mientras que los bacilos gram positivos esporuladosy no

esporuladosasí como los cocos Gram positivos no esporuladosson menos

abundantesen estazona ( Rovira et al., 1974; Campbell, 1985). Otros autores

como Chan et al. ,(1963), Gómez y Sargadoy, (1985), o Salernoy Sargadoy,

(1990) hanindicado que Bacilius es mayoritariaen el espaciono rizosférico. No

obstante Bowen y Foster (1978) encuentranPseudomonasy Bacillus en la

fracción del suelo máspróximaa la raíz. Nuestrosresultadoscoincidencon los

de éstos últimos autores si bien encontramosuna alternanciaestacionalque

respondea factoresque trataremosa continuación.Enestepunto cabedestacar

que prácticamenteno existen estudiosen los cuales se haga un seguimiento

temporalde la sucesiónbacterianaen el senode la rizosfera.

Bacillus aparececomo predominanteen los mesesde otoño e invierno,

comoconfirman los LSD de la interacción(Tabla 6.XIII). Tras las estacionesde

fotosíntesismás intensa (primavera y verano) la exudación radical aumenta

(Whipps y Lynch, 1986). Alexander (1980) ya habíadescritoesteefecto en la

rizosfera de leguminosasen las que encontrabamayor cantidad de bacterias

capacesde esporularen los mesesposterioresa los de mayor actividad del

vegetal. Los compuestosexudadospor la raíz podríanestimular o inhibir las

poblacionesbacterianaspresentesen la rizosferay, en estecasoen particular,

podrían estar favoreciendosu crecimiento. Por otro lado en otoño aumentala

humedaddel suelolo que favorecela actividad y crecimientobacteriano(Lund

y Goksoyr, 1980; Orchard y Cook, 1983). Bacillus graciasa su capacidadpara

esporularen condicionesadversaspodríapermanecerpartedel veranoenestado

de esporay en otoño al aumentarla humedadpasaríaa su forma activa. Otros

autoresya hanseñaladoel efectode la humedadsobrela dinámicade la biomasa

bacteriana(Kieft et al. 1987) y los efectosde los ciclos sequía—humedadcomo

importantesreguladoresde la misma.

Duranteel otoñoy el invierno las temperaturasdesciendenlo queafecta

al crecimientodealgunasbacteriascomo Pseudomonasquemuereno permanecen

en estadoinactivo, por lo que Bacillus podría encontrar unascondicionesde

crecimiento favorable al desequilibrarse en su favor las condiciones de

competenciacon Pseudomonas.Además en los mesesmás fríos Bacillus puede

esporularmanteniendounosefectivospoblacionalessostenidosdurantelos meses

de otoño e invierno. En primaveralas condicionesde humedady temperatura

para especiespoco resistentes son más favorables. En este momento el

porcentajede Pseudomonasaumentay empiezaa desplazara Bacillus. Boweny
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Foster(1978)observanquePseudomonassp. en la interfasesuelo—raíztiene una

generacióncada5.2 h mientrasBacillus sp. cada39 h. Es decir que cuandolas

condiciones de humedad, temperatura y nutricionales son las adecuadas

Pseudomonaspresentauna tasade crecimientomayorque la de Bacillus, lo cual

puedejustificar nuestrosresultados.

Las temperaturas en verano son altas y la humedad disminuye

considerablemente,Bacillus podríaencontrarestascondicionesambientalespoco

favorablesy esporular.Por estemotivo podnamossuponerque la poblaciónde

Bacillus permaneceríaconstantea lo largo del año, sin embargoobservamosun

descensoen verano.Dicho descensopodríaestarmotivadoentreotros factores,

por una predaciónpor parte de nemátodosy otros organismospresentesen la

rizosfera. Por otro lado puedenaparecercompetenciasen las placastras la

inoculación con las suspensiones—dilucionesde suelo, de forma que los

fenómenosde competenciaque se establecenen el sustrato natural pueden

hacersemáspatentesen las placasde cultivo por razonesde espacioy difusión

de productosa travésdel agar.

Distintos factoresabióticos y biáticos podríanestarrelacionadoscon el

aumentodel géneroPseudomonasen primaveray verano(Figura 6.3). Respecto

a los factoresabióticos, tanto la humedadcomo la temperatura(Burr y Caesar,

1984; Mathes y Schriefer, 1985; Taylor y Parkinson, 1988) influyen en la

actividadbacteriana. Como ya hemosseñaladoel arroyo de “Las Tórtolas”, en

cuyosmárgenesestánsituadoslos alisosestudiadospresentaun acusadoestiaje.

En verano la humedaddisminuye drásticamente,por tanto la planta durante

estos mesesestá sometidaa un fuerte estrés hídrico, lo que influye en la

exudación radical (Martin, 1977 b). Como tratamoscon plantasmaduras, la

autoisis de célulasde la raíz y la exudaciónproveena los microorganismosde

nutrientes (como aminoácidos, necesariospara el crecimiento de muchas

bacterias)y favorecenel crecimientode bacteriascon alta tasade crecimiento

como Pseudomonas.Todo ello podría explicar el aumentode bacteriasde este

género(Rouatt y Katznelson,1961) durantelos mesesde verano.Por otraparte

Pseudomonasesmuy sensiblea las variacionesde pH (Bazin et al., 1990) y A~
glutinosa como otras especiesdiazotrofas (Pérez Hernándezet al., 1989;

Pozuelo,1991) modifica estacionalmenteel pH de su rizosfera.El pH del verano,

ligeramente superior al del resto de las estaciones es más favorable el

crecimientode Pseudomonas.A pesardel aumentodePseudomonasen primavera
y veranoesprecisoseñalarque las diferenciasentreestegéneroy Bacillus no

son significativas en ninguna de las dos estaciones,aunque si lo son con

respectoa los demásgénerosbacterianos.
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Streptomycesmuestraunaestabilidadpoblacionala lo largo detodas las

estaciones.Dicha estabilidad, indica una acomodacióna las variacionesde los

factorestanto bióticos como abióticos que mediantesu interacción modifican la

densidadde las distintas poblacionesbacterianas.Bacterias de este género

tienenimportanciaen los procesosde antagonismomicrobianoy en la regulación

de la composiciónde la comunidadedáficacomoconsecuenciade la capacidadde

algunasespeciesde estegéneropara sintetizarantibióticos (Schipperset al.

1986; Cooksey y Moore, 1980) y producir enzimas que provocan la lisis de

hongosy bacterias. Por ello es notable su importancia en la eliminación de

patógenosdeplantas.Es posiblequela estabilidaddeStreptomycespuedaestar

aseguradapor el hechode poder eliminar competidoresmediantela producción

de talessustancias.Estegénerofue encontradopor Neal et al. (1968) en Alnus

rubra Bong.

Como se puede observar en el análisis de componentesprincipales,

Micrococcus,Sporosarcinay Bacflius, presentanfactoresde cargasemejantes

sobre el ele 1. Su frecuenciamáxima la alcanzanen los mesesde otoño o

invierno. El géneroSporosarcina,apareceen suelos, principalmenteen suelos

asociadosa la actividad humana(Claus, 1981). En la zona de muestreoaumenta

la actividadantrópicadurantelos mesesde verano,épocaen la queestegénero

no alcanzarlasus máximos por competenciacon otros, como Escherichia y

Serratia. Durante el veranopodría quedaren forma de endosporay en otoño

aumentarsu frecuenciaal disminuir la de bacteriaspertenecientesa otros

géneros.Las bacteriasdel géneroMicrococcuspresentancomo principalhábitat

la piel de mamíferos, pudiendo llegar a ser patógenosoportunistas, como

hábitatssecundariostiene el agua y el suelo. La detecciónde estasbacterias

debe tomarse con precaución dado que es un contaminantehabitual. Las

frecuenciasmáximasaparecenen los mesesde otoño e invierno, periodo en el

que el ganadopastaen la zona de muestreo,lo que nos hacepensaren una

posible relaciónentre amboshechos.

Dos géneros, que se han citado en la rizosfera de distintas piantas

(Lievens et al., 1989), incluyen potencialmenteespeciespatógenas:Erwinia

(Kloepper, 1983) y Agrobacterium (Cooksey y Moore, 1980) y aparecen

fundamentalmenteen primaveray verano, estacionesen las queen generalse

desarrollan los procesosinfecciosos. Componentesde los exudados pueden

afectar directamente la expresión de genes implicados en la simbiosis y

patogenicidad(Peterset al., 1986; Redmondet al., 1986, Shearmanet al.,
1986; Zaatetal., 1987).
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Durante los mesesde verano y primavera apareceun incrementode

Escherichiay Serratia, quepodríadebersea la acciónantrópicay a un aumento

del vertido de aguasfecales.

Las bacteriasmayoritariasson heterótrofas.Todaslascepasestudiadas

tienenla capacidadde comportarsecomo amonificantes.Estedatoconfirmalo ya

indicado por notros (Probanza,1991) en el sentido de que la rizosfera de las

plantas diazotrofas es rica en nitrógeno fácilmente minerabzable, como

consecuenciade su liberaciónpor exudaciónradical. En generalpodemosdecir

que la considerabledensidadde bacteriasamonificantesencontradasen otoño

debe ser, por razones de competencia, la causa de la baja densidad de

microorganismosde otros grupos funcionales del ciclo del nitrógeno. Una

mineralizaciónacusadalunto con niveles de humedadelevados(mayoresqueen

verano) conducea tasaselevadasen el consumode oxígenoy un descensode

su concentraciónen el sustrato (Campbell, 1985), lo que conduciría a un

aumentode las densidadesde microorganismosanaerobiosestrictos,facultativos

o microaerófios,como los desnitrificantesy fijadoresaerobios.

Porotro ladoaparecentambiénbacteriasdesnitriificantescuyoporcentaje

aumentaen invierno y primavera.Struwe y Kjofler (1990) encuentranBacillus

y Pseudornonascapacesde desnitrificar, siendo más abundanteeste último

género. Por lo tanto es previsible, en función de estos resultados,que la

desnitrificacióncorra a cargo tanto de bacteriasdel géneroPseudomonascomo

del género Bacillus. Dorland y Beauchamp (1991) concluyen que la

desnitrificacióndependesobretodo de la cantidadde carbonodisponible, que

junto con otros factoresexplicarla el aumentode desnitrificantesen los meses
de invierno y primaveraya que son estos los mesescon mayor porcentajede

materia orgánica. Otro factor importante que regula los niveles de

desnitrificación es la temperatura (Struwe y Kjoller, 1990). Dicha variable

alcanzavaloresmásfavorablesen primavera,razónpor la cual podríaaumentar

la frecuenciade desnitrificantesen estaestación. En verano los niveles de

carbonoorgánicosonmenores,peroaparecenaltasconcentracionesde nitratos

que junto con temperaturasfavorablespuedeconducir a elevadosporcentajes

de desnitrilicantes.

A pesar de que todas las bacterias pertenecientesa los géneros

Eseudomonasy BaclIlus muestranactividad amonificanteen todaslas épocasde

muestreohay una diferenciacualitativaimportanteentreel otoño y el resto de

las estaciones;aparecencepasque ademásde mineralizar desnitrifican lo que

214



puedeindicar un cambio en el tipo de mineralización. Mientras queen otoño el

metabolismo debe ser basicainenteaerobio en el resto de las estacionesla

variedaddemicrohabitatsaumentalo quepermitelaaparicióndezonasaerobias,

anaerobiasy microaerófilas.Los resultadosconfirman lo ya indicadopor otros

autores, el suelo es un sistemade gran complejidad en el que ademásde las

interaccionesbiológicas el sustrato físico proporcionauna nquezaenormede

hábitatsconcaracterísticasmuy distintas, inclusoopuestasen muchossentidos,

que pueden coexistir en el mismo sustrato permitiendo el desarrollo de

organismoscon metabolismoy requerimientosdiferentes.

En veranoencontramosun incrementoapreciabledelnúmerode bacterias

capacesde fijar nitrógeno. Lo más llamativo es el aumento del número de

bacterias capaces de realizar tres funciones de las cinco estudiadas;

amonificación, desnitrificación y fijación aerobia que no aparecenen otoño y

primaveray alcanzanun 2.13%y un 7.41%en invierno y veranorespectivamente

coincidiendocon el aumento más llamativo de Pseudomonas.Sin embargolas

bacteriascapacesdeamonificary fijar nitrógenoen condicionesaerobiasestán

representadasen mayor o menorproporciónen todaslas estaciones,por lo que

no podemosinferir ningunadeducciónal respecto.

Los resultadosobtenidosen el estudiodelos gruposfuncionalesdel ciclo

del nitrógeno deben ser tomadoscon las debidas precauciones,ya que una

bacteria aislada en medios de cultivo sintéticos puede mostrar actividades

difíciles de interpretardesdeun punto de vista funcionalen su sustratonatural

si consideramosdichasactividadessimultáneamente.Sin embargono cabeduda

de que si muestrasu capacidaden el laboratorio, en condicionesnaturales

puederealizarla aunqueno entremosa consideraren quemedida.

7.2. Efectosde las cepasde Bacillus y Pseudomonassobrela germinación

El primer aspectoque conviene abordar respectoa los ensayosde

germinaciónes sobreel sujeto de la experiencia. Las semillas empleadasno

muestran(véansefiguras 6.9., 6.10. y 6.11) ningunavariación en las bandas

queaparecenel las electroforésisde proteínasde reserva,independientemente

de la procedenciatemporalo geográficade las mismas.Esto nospermitepensar

que, el posible efecto debido a la variación genéticaentre semillas no ha de

tener prácticamente relevancia. En este sentido Montoya (1992) detecta

variacionesen la velocidadde germinacióny crecimientoen los primerosestadios
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de crecimientode Vicia villosa segúnla presenciao ausenciade determinadas

proteínasde reserva.

El control de esta variable es muy importanteya que el efecto de un

factor externo sobrela germinaciónpuedeser muy distinto segúnel genotipo

sobre el que actue. La preocupaciónpor este tema está pues plenamente

justificada como así lo corroborael hecho de ser usual el empleo de clonesde

Alnus glutinosa, por ejemploen los estudiosde nodulación(Hendricksonetal.,

1993) con el fin de minimizar la variación interind.ividual en los ensayos.Esto

respondea que Alnus, como el restode las betulaceas,es unaplanta anemófila

por lo que puedeser extremadamentevariable (Hahn et al., 1988). En este

trabajo nos habríamosvisto obligados a fijar dicha variable si se hubiese

confirmado a través de las electroforesis realizadas con las proteínas de

reserva, sin embargo como ya hemos señalado muestran una extrema

homogeneidad.A la vista de lo cual podemosconcluir que existe una gran

uniformidad genética interna de las poblaciones estudiadas. Además esta

homogeneidadpuedeabarcara conjuntosde poblacionesque se desarrollenen

un territorio relativamenteextensocomo ponen de manifiesto los estudiosde

Ager et al. (1993) que al estudiarpoblacionesde Alnus rubra Washingtony

Oregónno detectanseriasdiferencias.

En lo querespectaa la metodologíaparalos ensayosde germinación,hay

que señalarque permite una eficiente y rápida constatacióndel proceso de

germinacióny porotra un manejoasépticode las semillas,minimizandola posible

contaminación de las mismas. Otros autores han empleado otros soportes

diferentes al agar, talescomo vermiculita o arena,si bien hayque señalarque

en estos ensayosbiológicos se probabael efecto directo de bacterias(no del

medio de crecimientode estas)sobreplantasya germinadas.Otrasdosventajas

adicionalesson por una parte que el soporte (agar) permite diferenciar con

claridad la emergenciade la radículay por otra la difusión de los compuestos

presentesen los mediosbacterianosensayados.

Los resultadosobtenidosen esta experiencia,nos muestran2 hechos

importantes:

(i) Se detectaun claro efectosobrela germinación,diferenteenel casode las

cepasde Bacillus al de Pseudomonas

.

(II) Las cepas de Pseudomonasse muestranclaramente inhibidoras de la

germinacióntanto si seensayael medio de cultivo al 10% como al 20%, mientras

que los Bacillus tipo VI sólo aceleranla germinaciónal 20%.

216



Indudablementela inhibición detectadaen presenciadel medio decultivo

en el quecrecieron]as cepasdePseudomonassedebea la presenciaen e] mismo

de metabolitosresponsablesdel efecto, quepuedenactuarIndividualmenteo de

forma combinada.Estainhibición sedetectaen dasaspectos:una reducciónde]

númerode semillas germinadas<5 por réplica como máximo) y la demoraen la

germinaciónhastael 42 6 52 día desdeel inicio del ensayo. Son muchos los

trabajosen los que seha estudiadoel efectoinhibitorio de diferentescepasdel

géneroPseudomonasy cómo afectanal crecimientoy germinaciónde distintas

especiesde plantas. La causamás frecuentede la inhibición es la producción

de HCN, esteefecto, segúnLainbers(1985) sedebea que el HCN afectasobre

todoal metabolismoenergéticocelularal inhibir la citocromooxidasa,si bien en

general afecta a todas aquellas enzimas que poseen algún átomo metálico

(Solomonson, 1981). La producción de HCN por Pseudomonasdepende

fundamentalmentede los tipos de aminoácidospresentes en el medio de

crecimientode la bacteria. Pareceque estavinculada la formación de HON a la

presenciade altas concentracionesde prolina. También modulael procesolas

concentracionesde hierro y fósforo en el medio (Schipperset al. ,1991).

El ión hierro, en su forma férrica, puedeafectar a la producción de

otros metabolitos también producidos con cierta frecuenciapor bacteriasdel

género Pseudomonas:los sideróforos. La mayoría de las cepas del género

productorasde sideróforosestáncatalogadascomo cepasbeneficiosasparalas

plantas.

Este efecto en realidad se verifica de un modo indirecto puesto que los

sideróforosactúan sobreorganismospatógenosde plantas, fundamentalmente

hongos(Lamanceauy Alabouvette, 1993).

Sin embargosi consideramosel posible efecto de estos compuestosen

ausenciade estos patógenos, como es el caso de los ensayosque hemos

efectuado, el efecto beneficioso sobre las plantas, se puede invertir: los

sideróforospodrían quelar el hierro, éstedejaría de estara disposición de la

planta, afectandonegativamentea su desarrollo. En este sentido Derylo y

Skorpuska (1993) compruebanque una cepa de Pseudomonas,promueve el

crecimientode plantasde Trifolium sp., sólo previa inhibición de la formación

de sideróforospor la adición al medio de crecimientode las bacteriasFeCl3. La

causadirecta de la inhibición de la germinaciónpor las cepasensayadassería

dificil de determinar aún cuando se demostrasela presenciade HCN o de

sideróforosen el medio de cultivo, ya que como se ha indicado anteriormente

estas sustanciaspueden actuar en combinacióncon otras que fácilmente se
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puedenproducir en un medio de cultivo complejo como el empleado.Por otra
parte la demostración“in vitro” de este efecto es un punto de referencia

obligado antes de acometer ensayosde campo en los cuales el número de

variables que inciden sobre el metabolismo bacteriano (tipo de sustrato

orgánico, textura del suelo y su incidencia en la difusión de nutrientes y

oxígeno, competenciacon otros organismos,etc.) es tan elevada que cada

experienciaconstituyeporsi mismaun datoirrepetibleen función, básicamente,

del componenteedáfico. Por esta razón las experienciasde campo se deben

efectuarcon bacteriaspreviamenteseleccionadassegúnunaspruebasprecisas

y particularesparacadacasoparticulares.

Como ya se ha mencionadoanteriormente,la totalidad de las cepas de

Bacillus tipo VI al 20% activan de un modo claro la germinación.La activación

alcanzasignificación estadísticaa una concentracióndel 20%, al 10% se aprecia

una activación estadísticamenteno significativa.

En cuanto a los efectoresdel fenómenodetectado,podemosconsiderar

varios aspectos:un primer hecho notable es que sea cual sea el agente

responsablede la activación, es capaz de atravesarla capa externa de la

núcula. Este hechoprobablementeestéen relacióncon el reblandecimientoque

sufre como consecuenciadel proceso de vernalización aunque no podemos

descartarel efectodela esterilizaciónsuperficial de las semillasporhipoclorito.

Por otra partecabepensarque la moléculao moléculasefectorasno son

deelevadopesomolecularal sercapacesde atravesarlas cubiertasde la semilla

en las condicionesensayadas.

Sonabundanteslas citasbibliográficasquehacenreferenciaa numerosos

microorganismosedáficosproductoresdehormonasvegetales(Brown, 1972). Sin

embargo,tal y como sediscutirá másadelante,la mayorpartede estosestudios

seinteresanen el efectode las hormonassobrecrecimientoy desarrolloy muy

pocosdel efecto sobrela germinación(Lynch, 1990).

Las principales fitohormonasimplicadasen la germinaciónde un modo

directo son giberelinas (GB) citoquininas (CK) y etileno. El efecto de estas

hormonasse ha corroboradono sólo por su acciónendógena(producidapor la

propia semilla a causade determinadascondicionesambientales)sino también

exógeno(en experiencias“in vitro”). Podemosconsiderarfundamentalmentelas

GB y CK como posibles candidatas a estar presentesen los medios de

crecimientobacteriano,y descartarla presenciade etileno, fundamentalmente

por su naturalezagaseosa.Otro grupo hormonalnumerosasvecescitado como
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metabolitodebacteriassonlas auxinas.Estasno ejercenun efectodirecto sobre

la germinaciónsino sobre procesosde crecimiento por elongación. Podemos

suponerque de estar presenteseste tipo de metabolitos en los medios de

crecimientoensayadosse detectaría,probablemente,una aparenteaceleración

del proceso de emergenciade la radícula y por eno una aceleraciónde la

germinación. Abundando en esto, como discutiremos más adelante,en los

resultadosde los ensayosdecrecimientocon Bacifluspareceposiblequeexistan

al menosalgunascepasproductorasde auxinas.

Otros compuestosque probablementeesténpresentesen los medios de

crecimiento bacterianoson algunos iones como el nitrato. Este ión <junto al

nitrito) puedenactuarcomo activadoresindirectosde la germinaciónal acelerar

el final del procesode dormición de la semilla.

Un último aspectoquepodemosconsiderarcomo un factormás quepodría

estarimplicado en los procesosdescritosson algunoscompuestosde bajo peso

molecular como el ión CN, producidopor bacterias, que si bien desdeotros

puntos de vista es definitivamente tóxico, se ha demostrado a balas

concentracionescomo un eficaz aceleradordel final del procesode dormancia.

No obstanteparecepoco probableque estaseala causade la aceleraciónen la

germinación de semillas tratadas con medios de crecimiento de los Baciflus

ensayados, basándonosen los resultados obtenidos en los ensayos de

crecimientoque a continuacióndiscutiremos.

7.3. Efectos de las cepasde Bacillus y Pseudomonassobreel creclirmientode
plantasnoduladasy sin noduiar

Son innumerableslos trabajosrealizadossobrela rizosferadesdeque

quedó definida por Hiltner en 1904. Como consecuenciade los mismos se ha

reconocido el relevante papel del componentebiótico del sistemarizosférico

sobrela producciónprimaria y la capacidadproductiva del suelo A partir de

la décadade los sesentasecomenzarona realizarexperienciassobreel papelde

las bacteriasrizosféricasen la producciónvegetaly desdelos ochentaestetipo

de investigacioneshan cobradosumaimportanciapor su aplicaciónal campode

la biotecnología (Mishustin y Naumova, 1962; Geels y Schippers, 1983; De

Freitas et al., 1993). Los planteamientosdel diseño experimentalen estos

trabajosse puedenresumir en:
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(i) Selecciónde bacteriasrizosféricasde una especiede interésagronómicoo

forestal y ensayosobreplantas testigo o sobrela misma planta (p e. Kloeper

et al., 1980). En amboscasoslos ensayossehacenen condicionesestériles o

en condicionesde campo.

(Ii) Crecimiento “in vitro” de cepasbeneficiosaso patógenascon el fin de

establecerque agenteesel responsablede dicho efecto (p . e. Fuentes-Ramírez

etail., 1993).

La problemáticaexperimentalque se apreciaen todosestostrabajoses

complejapuesla forma de establecerla relaciónentrela cepao cepasobjeto del

ensayocon la planta es muy variable. Nosotrosconsideramosque estetipo de

estudiosdebede tener dos vertientes: una primera en la que se determinela

potencialidadbacterianapara producir metabolitosperjudicialeso beneficiosos

y otra posterior en la que se estudien aspectos como la capacidad de

colonizaciónde dichasbacteriassobreel sistemaradicular, considerandolos

problemasde competenciacon otros organismos,tipo de inóculo, permanencia

en el sustrato edáfico, etc. Por este motivo nos planteamosel diseño

experimentalde estapartedel presentetrabajodesdeel primer punto de vista,

ensayando2 concentracionesdel medio de crecimiento de cepasbacterianas

recolectadasde rizosfera de alisos crecidosen condicionesnaturales, sobre

plantasde dicha especie.

Entre los soportesfísicos empleadosparael crecimientodel vegetal en

condicionesde laboratorio los más habituales son arena, suelos sintéticos o

cultivos hidropónicos.En nuestrocasoutilizamos como soportevermiculita que

es empleadocon poca frecuenciapor otros autores.Elegimosdicho soportepor

un doble motivo: en primer lugar porque mantienede un modo constantela

humedadsin que seaexcesivamentebaja la pO~, que como es sabidoincide en

funcionalidadde nódulos (Arrese—Igoret al., 1993) y raíces; en segundolugar

por no afectarnutricionalmentea las plantasal tratarsede un soporteinerte.

En lo que respectaal medio de nutritivo para lasplantasseha empleado

un medio simple, Crone, de eficaciabien contrastada,en numerosasestudiosen

los que estánimplicadasplantasdiazotrofas (Bermúdezde Castro, 1976).

Como ocurriese en los ensayos de germmaaón, un requerimiento
importanteesla homogeneidadde las plantas. Estauniformidad seha probado

a través de la variabilidad en las proteínasde reservatal y como discutimos

anteriormente.Hemos de señalarque aparte de los experimentosque forman
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partedel cuerpode estetrabajo, seefectuaronensayospreviosparaestablecer

si existía homogeneidadbiométricaentre plantasprocedentesde semillas de la

misma colecciónde las que se usaríanen dichosensayos.

Así mismo hemos empleado plantas jóvenes en los ensayos,

fundamentalmentepor detectarsede un modo rápido y claro cualquier efecto

inducido, deun modo muchomasnítido queenplantasmásdesarrolladas(Geels

et al., 1986).

El primer aspectoqueprocedediscutir son los resultadosobtenidosen

el ACP realizadocon los datos conjuntos de PN y PSN (figura 6.14). Cabe

destacarque el efecto de las cepasensayadastiene preponderanciarespectoa

las concentracionesempleadasde los medios de cultivo, sin embargo las

respuestasen las variablesbiométricasencontradassondistintassegúnse trate

de FN o de PSN en el caso de que las bacterias sean inhibitorias y no se

diferenciancuandosonactivadoras.Convieneseñalarquecuandohablamosde

cepasactivadorase inhibidoras lo hacemosentérminos generalesal considerar

la segregaciónqueobservamoscomo resultadodel ACP, sin hacerreferenciaa

ningún parámetroen particular. Posteriormentesecomentaráncadaunade ellos

al discutir los resultadosde los ANOVAs efectuadosen cadacaso.

En función de los factoresde cargaasignadosa lasvariablesestudiadas

(figura 6.15) sepuedeapreciarque la superficieradicalesel caráctercon más

pesopara discriminar las cepastanto inhibidoras como activadorasdel restoy

la segregaciónentre ellas por el resto de los parámetros,especialmentela

longitud radical y la superficiede la parteaérea.En PSN apreciamosen el caso

de las cepasinhibidorasuna clara disminución de la longitud radical que no es

proporcional a la disminución de la superficie radical (figura 6.21), lo que

indica una mayor ramificación del aparatoradical que toma contactocon un

volumendemedio de crecimientomenosprofundoy másextendidoen superficie.

Algo semejanteha sido descritoen presenciade metalespesadosy de excesode

concentraciónde hormonas(Lonegan,1975; Ozolina,1991).Este efecto se ha
interpretadocomo una estrategiade las plantasencaminadaa la búsquedade

espacioslibres del efectoinhibitorio o tóxico. A diferencia de los ensayosde

germinaciónlas concentracionesensayadasde medio de crecimientobacteriano

no parecentenergran incidencia o esta quedaenmascaradapor los otros dos

factores. Este hecho apoya uno de los aspectossobre los que se incidió

anteriormentey es que la sustanciao sustanciasresponsablesde los efectos

estudiadostienen que atravesar, en el caso de las semillas, las barreras
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protectorasdel embriónpor lo que la variable concentracióntiene un efectomás

acusadoque cuandoactúa a través del aparatoradical de la planta, en cuyo

casola concentraciónmenor superael umbral de acción. En PN la situación es

bien distinta. Se puedeapreciar una apreciabledisminución de la superficie

radical sin variacionessignificativas en la longitud radical. Este efecto puede

tenerconsecuenciasespecialmentenegativasen plantasque necesitannódulos

para proveerse de nitrógeno, ya que este no se suministra al medio de

crecimiento (Crone sin nitrógeno). La razón es que la infección por parte del

endófito se producea travésde los pelos radicales,por lo que una pérdidade

raíces laterales, ricas en pelos epidérmicos conduciría a una carencia en

nitrógenopor falta de eficacia en la nodulación,aunquetambiénseapreciauna

disminución del ARA en los nódulosexistentes.Como consecuenciade todo ello

los nivelesde nitrógenototal son bajos. Podemospor lo tanto señalarun efecto

inhibitorio—tóxico por partede las cepasde Pseudomonasque se manifiestade

distinta forma en PSN que en FN, lo que podemosatribuir a las especiales

característicasfisiológicasquepresentanlas plantascon nódulosen susraíces.

A la vista de estosresultadosseefectuó, tal y como se describeen el

capítulo 3, dos nuevosACPs, separandopor una partelos resultadosde PN y

por otra los de PSN. En los doscasos(véansefiguras 6.16 y 6.18), se repite

una clara segregaciónentre cepasactivadores, inhibidoras e indiferentes.

Nuevamenteno sepuedediscriminarefectoalguno de la concentraciónde medio

de crecimientobacterianoensayada.Al realizar el ACP con los datosobtenidos

en los ensayoscon PSN, apreciamosde nuevo una clara separaciónentre

inhibidoras y activadoras.En estecaso,la segregaciónesmásevidente,debido

a la desapariciónde los grupos C3 y Cl. <figura 6.14). Por lo tanto todas las

consideracionesrealizadassobreel anterior ACP se puedenaplicar a este.

El efectoinhibidor encontradoen las cepasde Pseudomonasy activador

en las cepasde Bacillus tipo VI se corroboracon los ANOVAs unidireccionales

efectuadoscon cadauna de las variables biométricasestudiadas.Todos los

parámetrosconsideradospresentandiferenciasestadisticamentesignificativas

entre las cepasactivadoresy las inhibidoras, por lo tanto a través de los

ANOVAs no podemosdilucidar el factor de más peso, aunquese confirma la

significación estadísticade los gruposgeneradospor el ACP.

La inhibición inducidapor las cepasde Pseudomonassepuededeber a

variasrazones.La producciónde HCN puedeseruna de las causasdel efecto.

Estecompuestoha sido detectadoen los mediosde cultivo de numerosascepas
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del género Pseudomonas(Alstrdm, 1987), y, como ya se señaló, su acción

negativasobreel metabolismovegetalresideen su capacidadpara bloquearel

funcionamientode enzimasimplicadasen la respiracióncelular.

Pese a que en un primer momento puede resultar aparentemente

contradictorio, otro posible mecanismo de la inhibición detectada es la

producciónde IAA. Concentracionesrelativamentebajas de IAA aplicadasen

raícespuedeninducir a la formación de etileno que de lugar a la inhibición de

la elongación (crecimiento) del aparatoradical (Chadwick y Bury, 1987). Sin

embargoel hecho de detectaruna evidentedisminución del crecimientode toda

la planta (superficiey longitud de la parteaérea,fundamentalmente)junto a los

resultadosde germinacióny los que más adelantediscutiremosrespectoa PN,

nos inducena pensarque el efectoestácausadopor un agenteinhibidor como

el HON. Si se tratasede una inhibición del crecimientodel aparatoradical de

tipo hormonal como la que discutimos (producción de etileno, inducida por

auxinas) probablementeno seríatan acusadala reducción de la biomasaaérea.

Convieneseñalarque existe cierta discusión en lo que se refiere a la

producción “in vitro” de HCN por parte de Pseudomonas.Schippers et al.

(1986a) apuntan que una rizobacteria del género citado productora del

compuestodeletereo“in vitro”, en condicionesde campopuedeno producirlo.

Sin embargoAlstróm (1987)encuentraquelas cepasdePseudomonasqueensaya

sobrediferentesplantasproducenHCN tanto “in vitro” como “in vivo”.

Resulta pues interesantehacer algunas consideracionesacerca de la

reducciónde nitrógeno total en las plantastratadascon los medios de cultivo

de las cepasinhibidoras junto con la reducción de los valoresde las variables

biométricasensayadas.Podemossuponerque la inhibición en los parámetros

biométricos sea resultado de una dificultad en captar nitrógeno y por ello

desarrollar una serie de deficiencias (fundamentalmenteenzimáticas) que

reduzcan la capacidadde crecimiento. En este sentido hay que señalarun

procesomás o menosacusadode clorosis, que se detectóespecialmenteen las

hojas másmaduras.Otro datoadicional a esterespectoesla apariciónde cierta

coloraciónpurpúreaen el peciolo de algunasplantastratadascon ciertas cepas

(p.e. V.P.12). Estacoloraciónes habitual en plantascrecidasen condiciones

limitantes de nitrógeno,queconducena la formaciónde antocianos.No obstante

este hecho se debe tener en cuenta con precauciónpuesto que la tonalidad

púrpura en peciolosde Alnus glutinosa, se da en muchaocasionescomo rasgo

característicode la especie.En resumen,la clorosisafectaríadirectamentea la

fijación de CO, y por eno al crecimientode la planta.
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Es posible que conjuntamente con los procesos descritos se esté
produciendouna sustracciónde hierro u otro micronutriente por agentes

quelantes o adsorbentesde los mismos, producidos por muchas cepas de

Pseudomonas.Los sideróforos han sido detectadosen numerosas cepas

rízosféricas del género. Estos compuestos afectan, en ausencia de

microorganismospatógenosal desarrollode la planta, al sustraerel metal que

deja de ser accesiblepara la misma (Kloepper, 1979). Este posible déficit de

hierro también se traduceen una sintomatologíaanálogaa la descrita para el

nitrógeno,es decir procesosde clorosis.

Las tres cepas de Bacillus tipo VI encontradascomo activadorasal

ensayaríassobre PSN, porovocan, en todos los casos, un significativo

incrementode todos los parámetrosbiométricosy químicos consideradosen las

plantasempleadasparael ensayobiológico, respectoal control. Ha de existir

algúncompuestoen los mediosde crecimientode estosBacillus implicado (ya sea

de modo directo o indirecto) en el desarroflo y crecimiento de las plantas

testadas.Como ya apuntamosen al discutir los resultadosde germinación, la

familia de compuestosquecon mayor probabilidadde serresponsablesde estos

efectossonlas auxinas.La capacidadde síntesisde auxinasha sido descritaen

diferentesbacteriasepifíticas(Libbert y Rich, 1969) y microorganismosedáficos

(Brown, 1972; Prikryl et al., 1985). Los efectosinducidos se detectan,como

es nuestro caso, con mayor claridad en plantas en los primeros estadiosde

desarrollo (Geels et al., 1986). El caso de las auxinasseríalo que podríamos

considerarcomo un activador directo, es decir que afecta precisamentea los

procesosfisiológicos que conduzcanal crecimientode la planta.

Otro conjunto de compuestosque pudieranser responsablesde estos

efectossonlasvitaminas- Si suponemosquelas cepasde Bacillus promotorasde

crecimiento son productorasde vitaminas, se podría concluir que los efectos

detectadossonsimplemente“correctoresde carencias”del medio de crecimiento

de las plantas, es decir que el efecto activador respectoal control no sería

detectablesi estetuvieseunaconcentracióndevitaminasdeterminada.Estedato

es muy importantepuesen condicionesde camposepuedeestableceralgún tipo

de relación planta—bacteriabasadaen una interdependenciatrófica. Estehecho

redundaríaen la complejidad del medio rizosférico y en la sutil selecciónque

existe entre los integrantesde dicho medio (Curí y ‘rruelove, 1986; Lynch,

1990).

224



Sí consideramoscomo en el caso de Pseudomonasla relación entre el

contenidoennitrógenototal y los parámetrosbiométricos,podemosconcluir que

enel casode las plantastratadascon mediosde crecimientode Bacililus seestán

produciendouno de estosdos procesos:

(i) se estáoptimizandola captaciónde nitrógenoinineral por la planta, y esto

causaun incrementorespectoal controlde los parámetrosbiométricosestudiados

o,

(U) Seestáponiendoa disposicióndelas plantascantidadesextrade nitrógeno

asimilablepor la plantaal adicionarlos mediosde crecimientode Bacilius dónde

sin duda se han verificado procesosde mineralizaciónde la materiaorgánica

nitrogenada.

Consideramosmas improbable (U), dado que como discutiremosmás

adelante,a] ensayarplantas noduladasno se observa una inhibición de la

actividad fijadora. Esta inhibición indica que en el medio existen cantidades

suficientesde amonio que haceninnecesariala fijación de nitrógeno. Por otro

lado el caso (i) no entraen conflicto, sino mas bien justifica las causasúltimas

de la activación del crecimientocomo puedeser la producciónde auxinasy/o

vitaminasque conducea mejor desarrollodel aparatoradical.

En los ensayos efectuados con FN encontramos dos aspectos

fundamentalesrespectoa los realizadoscon PSN:

(i) semarcan diferenciasen cuantoa los valoresde los distintos parámetros

medidos,siendoen generalsuperiores(tantoen biométricoscomo químicos)en

FN, tanto en presenciade los mediosde Pseudomonascomo de Bacillus

.

(ji) Los efectosdetectadosen los ensayoscon PN sonanálogosa los detectados

con FSN, tanto respectoa procesosde activación comode inhibición: las cepas

de Pseudomonasse muestrancomo inhibidoras de crecimientoen tanto que las

de Bacillus exhibenun efectoactivador; al considerarlos diferentesparámetros

biométrtcosy químicos se encuentraen general, salvo contadasexcepciones,

quelasPseudomonasno presentandiferenciassignificativasentresi y si lo son

respectoa Bacillus, si bien estosmuestran(eventualmente)diferenciasentre

ellos.

Convienepuescentrarestadiscusiónen lo queaportanlos nuevosdatos

sobrelo discutido anteriormente.Por estemotivo consideramosa continuación

los parámetrosdiferenciales respectoa los ensayoscon PSN, es decir, los

nódulos radicales, la actividad fijadora (ARA), la producción de CO, y el

parámetrorelacionadocon todos ellos, es decir el contenidoen nitrógenototal.
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En el casode Pseudomonasencontramoscomo datosmáscaracterísticos

a considerarquese detecta<respectoa Bacillus y al control) un ARA inferior,

una mayorproducciónde 002 por partede los nódulos, un menorcontenidoen

nitrógeno total y una mayor cantidad y volumen de los nódulos o lóbulos

nodulares.

El hechode encontrarbajasconcentracionesde nitrógenoen las plantas

ensayadascon medios de Pseudomonasestaen relación con la baja actividad

fijadora detectadaa través del ARA. La inhibición de estaactividad (al menos

parcial) puedeestarvinculadaa algún agenteya consideradoanteriormente.En

los nódulossedetecta(al ensayarcualquierade las cepasde Pseudomonas)una

producción de 002 muy superior al control y a la de los nódulos de plantas

tratadascon Bacillus. Por lo tanto debemosde suponerque no hay limitaciones

energéticaspara el normal funcionamientode la nitrogenasa.Este hecho nos

inducea pensaren el bloqueode la actividadnitrogenásicapor la presenciade

inhibidores del crecimientoqueactuendirectamenteo bien indirectamente,por

ejemplo por un aumento de la entrada de oxígeno, demandadopara la

respiración,queafectasenegativamenteal enzima.En cuantoal bloqueodirecto,

cabe pensar en agentes quelantes de metales, especialmentehierro. El

componente1 de la nitrogenasaademásdeun átomode molibdenopresentaentre

24 y 32 átomosde hierro. Así, una supresiónexógenade la captacióndel metal

puedereducir drásticamenteel proceso fijador y por ello el contenido en

nitrógenode las plantas.

Podemospensar que las plantas en estascondiciones (baja eficiencia

fijadora por cualquierade los motivos antesexpuestos)recurraa la captación

exógenade nitrógenomineral, encadenándosecon el problema añadido de la

disminución de la superficie radical que sedetectaen PN. Sin embargohemos

de destacarque no se apreciansignostan claros de clorosis a pesardel bajo

contenidode nitrógeno (en tomo a 0.4 mg/g en PSN y sobre0.6 mg/g en FN).

Esto tambiénse pone de manifiestoen que los parámetrosbiométricosson algo

superioresen FN que en PSN.

Otros dos factoresquepuedenestarafectandoal descensodel ARA en

los nódulosde plantastratadascon el medio de crecimientode Pseudomonasson

por unaparteunabajaeficienciafotosintéticaqueserefleje en la caídadel ARA

(l-Iuss—Danelly Seflstedt,1985). Por otra parteel crecimientode Pseudonionas

en el medio de cultivo y como efecto de su actividad mineralizadorapuede

liberar cantidadesapreciablesdeamonioque como señalanHuss-Danelly Hahlin

(1988), reduceel ARA en nódulos de Alnus incana

.
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El bechode detectarbalos niveles de nitrógenototal tanto en PN como

en PSNnos hacepensarquela fisiologia de la plantaen presenciade los medios

de crecimiento de Pseudomonasse ve seriamenteafectada, no solo en lo

referentea la efectividad de la simbiosis (en FN) sino tambiénen su capacidad

paracaptar y translocarel nitrógenopresenteen el Croney estadebe de ser

la razón por la cual todas las variables consideradaspresentandiferencias

mucho más acusadascuando las plantas crecen en medio sin nitrógeno y

dependendel fijado por Frankia. Porlo tanto podemosconcluir queel efecto de

las cepasde Pseudomonasensayadassobrelo alisosesde caráctergeneralsobre

el metabolismoenergético, cobrando especialsignificado la hipótesis de un

inhibidor generaldel metabolismodel tipo del HCN.

Los resultados del ensayo de Bacillus sobre FN son análogos a los

detectadosal ensayarlas cepasde dicho génerosobre PSN. Se observauna

clara activación de todos los parámetrosblométricos y químicos respectoal

control, con escasavariaciónde una cepaa otra. Las causasde estaactivación

puedenser las mismas que se barajaronal discutir los efectos inducidos en

PSN: fitohormonas (probablemente auxinas), vitaminas o cualquier otro

compuestoactivador.

Al considerarlos parámetrosestudiadossólo en FN encontramosuna

clara activacióndel ARA que conducea un aumentodel contenidoen nitrógeno

de la planta y por ello un mayor desarrollovegetativo. Quizá el aspectomás

notable a resaltar de los resultadossea el efecto considerandoconjuntamente

ARA y producciónde CO2. Si comparamoslos valoresde ARA y respiraciónde

los nódulosde plantastratadascon mediosde crecimientode Pseudomonasy los

tratadoscon Bacillus puedeparecerque se da en este último una baja razón

ARA/C02 (sobre 1.2 etileno/CO2) respectoa los primeros (en torno a 4.9

etileno/CO2).Sin embargoal compararloscon el control seencuentráclaramente

que la relación ARA/C02 que induce Bacillus estámucho más próxima a estos

(sobre 1.9 etileno/CO2). Al comparar nuestros resultados con los de los

controlesde Vilkman et al. (1990) en su estudiodel efectode la oscuridadsobre

el ARA y respiración nodular de A]nus incana, se encuentran relaciones

ARA/C02 proporcionalesa las que detectamosen nuestroscontrolesy en las

plantastratadascon Bacillus

.
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El conjunto de las consideracionesrealizadasen la presentediscusión

pone de manifiesto, una vez más el intrincado conjunto de interacciones

multidireccionalesque severifican en la rizosferade las plantasy que afectan

de un modo capital al crecimiento de estasy a la producciónprimaria de los

sistemasnaturales,agrícolaso silvícolas. En estesentidoSteinberg(1947) ya

detectócomo, por ejemplo, muchascepasde distintos génerosde rizobacterias

no patogénicas(Pseudomonas,Serratia,Bacillus o Chromobacterium),producen

en determinadascondicionesalteraaonesfisiológicas. En el casode lascepasde

Pseudomonasestudiadaspor nosotros, resultaclaro queafectennegativamente

a la fisiología de Alnus glutinosa, ya seapor la producciónde sideróforos,HCN

o cualquier otra fitotoxina. Es fácil suponerqueen condicionesnaturalesestas

cepas pueden estar reprimidas como patógenas por efecto de interacciones con

otros microorganismos (que regulen su densidad) o por mecanismos

desarrolladospor las plantas a fin de controlar la patogeneidadpotencialy

“explotar’ susefectosbeneficiosos.Podemosconsiderartambiénque los Bacillus

promotoresencontradosexhiban otros efectosen el medio rizosférico, estando

moduladasu actividad en el medio por los mismos factoresque reseñábamosen

el casode Pseudomonas

.

Sin embargoquedanevidenciadaslas posibilidadesque se abrenen el

futuro (probablementeno muy lejano) en lo que se refiere al empleo de cepas

beneficiosasparala optimizaciónde la producciónvegetal.Antesde la extensión

de estosmétodosde gestión forestal o agrícola, que en la actualidadse están

desarrollando,habráqueprofundizaren mayorgradoen los aspectosabordados

en el presentetrabajo.
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8. CONCLUSIONES



1. Se detectauna diferenciaacusada,tanto cuantitativacomo cualitativa

en la composición de los exudados obtenidos en condiciones de cultivo

hidropónico. La concentración de compuestosorgánicos nitrogenados y no

nitrogenados (especialmente los primeros) es siempre mayor en plantas

noduladas.No se detectaestavariación cuandolos exudadosse recogenen

condiciones de estrés, unicamente se aprecia mayor concentración de lípidos en

los exudadosnodulares.

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 orgánica que sirve de

soporte energético a] proceso. A partir de nuestros resultados no se puede

descartar la incidencia del molibdeno liberado, activa o pasivamentepor

exudación, sobre los microorganismos fijadores libres de nitrógeno. La

respuesta de estos microorganismos frente a los exudados deplantassin nodular

en cultivo hidropónico nos indica la existencia de otros factores además de los

ya considerados,como inhibidores alelopáticosdel proceso, quepuedentener

una incidencia vital sobre el proceso de nodulación.

3. La Inmovilización de nitrógeno detectada en los experimentos realizados

con los exudados nodulares y radicales sobre la mineralización, demuestran la

importancia de la composición de la materia orgánica sobre los procesos de

inmovilización/mineralización, así como el papel del aliso como planta liberadora

de compuestosorgánicosricos en nitrógenoa travésde las raíces.

4. Los exudadas de Alnus glutinosa promueven un aumento de la

nitrificación queresultasignificativo en todos los casosmenoscon los exudados

radicales - Nuestros resultados apoyan la hipótesis del efecto sinérgico positivo

de la materiaorgánicajunto con el amonio sobrela nitrificación autótrofa. Por

otra parte este proceso no ha resultado inhibido por la mayor riqueza en

compuestos polifenó]icos de los exudados nodulares y radicales, por lo que

podemos concluir que este grupo de compuestos no parecen tener una incidencia

decisivasobreel proceso.
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5. La producción de N20 en presenciade exudadosy en los controles

está claramenteactivadapor la presenciade materia orgánica oxidable. Este

efecto se apreciacon los exudadosprocedentesde plantascrecidasen medios

de cultivo hidropónico, tanto si estánnoduladascomo si no. Esto demuestra

queal menosenestasetapasdel crecimentono sedesarrollaningunaestrategia

para la conservacióndel nitrógenoen el sustrato.

6. Las pruebasdeproducciónde CO2 indican que, de un modo global, los

exudadosde A]nus glutinosa estimulan la actividad de la microflora edáfica

heterótrofa,y por lo tanto la mineralizaciónde la materiaorgánica.No obstante

la materiaorgánicaliberadapor exudaciónmuestramenorsusceptibilidada su

degradaciónque los hidratosde carbonoempleadosen los controles,a pesarde

la riqueza en nitrógeno de aquellos, lo que indica un elevado nivel de

complejidad molecular.

7. La composiciónrizosférica bacterianade Alnus glutinosa experimenta

acusadas variaciones según la época de muestreo, perteneciendo

mayoritariamentedichasbacteriasa los génerosBacillus y Pseudomonas.Ambos

génerosmanifiestanuna variaciónestacionaldebidaa las interaccionesque se

dan en la interfase raíz—suelo, a causa de las diferencias cualitativas y

cuantitativas de la exudacióny por efecto de la variacion de los factores

abióticos. Otros génerosbacterianos,menosfrecuentestambién exhiben una

variaciónestacionalde su frecuencia.De ellosStreptomyceses el único género

que mantienesu frecuenciamás establea lo largo del alio.

8. Pesea ser mayoritario Bacillus en los mesesde otoño e invierno,

podemossuponerque existeuna variación entreestasdosestacionesen lo que

a composiciónde especiesy/o capacidadesmetabólicas,como se deducede las

considerablesdiferenciasencontradasen la función de las bacteriasestudiadas

dentrodel ciclo edáfico del nitrógeno.

9. Todaslas bacteriaspresentancapacidadmineralizadora,pudiendoasí

utilizar los compuestosricos en nitrógenoexudadospor el aliso. El porcentaje

de bacteriascapacesde desnitrificar aumentadurantelos mesesde invierno,

primaveray veranolo cual, junto con el aumentode bacteriascapacesde fijar

nitrógeno en condicionesaerobias, indica la coexistenciade microhábitatsde

característicasmuy distintas.
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10. Dadala escasavariabilidad genética,detectadaa travésdel análisis

de proteinas de reserva, de las semillas empleadasen los ensayos de

germinacióny crecimiento,podemosatribuir la variacionesdetectadasen estos

procesos exclusivamenteal efectode las cepasbacterianasensayadas.

11. Algunas de las cepasbacterianasensayadassobrela germinaciónde

Alnus glutinosa tienen unainfluencia decisivasobrela capacidady velocidadde

germinaciónde las mismas.

12. Se detectauna abundanciarelativa de bacteriasactivadorasde la

germinaciónen las muestrasde los mesesprecedentesa la épocaen que se

produce la misma en el campo, así como una abundanciasemejantede cepas

activadorase inhibidoras durante la primavera, lo que indica un equilibrio

naturalestablecidode los agentesbiológicosreguladoresdel procesoy un papel

decisivo de los mismosen condicionesnaturales.

13. El efectoinhibitorio de lascepasdel géneroPseudomonassemanifiesta

de forma distinta segúnsi lasplantasdeAlnus glutinosapresentano no nódulos

en sus raíces. En el caso de plantas no noduladas, desarrollanun aparato
radical de considerablesuperficieen relación con su longitud y la situación se

invierte si estánnoduladas.Este hecho puedetener especialesconsecuencias

en la normal nodulaciónde ejemplaresadultosy por lo tanto en su capacidad

paraocuparsustratospobresen nitrógeno.

14. Las cepas inhibidoras del crecimiento y germinación de Alnus

glutinosa no solo ocasionanuna disminución de la biomasa aérea sino que

además,la concentraciónde nitrógeno en los organosde la planta es menor,

dato que debemosasociarcon un menorARA y una mayor respiraciónnodular.

15. Las cepas activadoras del crecimiento y germinación de A.lnus

glutinosa promuevenun aumento de su biomasa aérea y concentración de

nitrógeno en los órganosde la planta, lo que indica una mejor captacióndel

nitrógenomineralenel casode las plantassin nodular (probablementeasociado

al mayor desarrollodel aparatoradical) y más eficacia en la fijación simbiótica

del nitrógenopor partede las plantasnoduladas.
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10. APENDICES



APENDICE A

A.I.1. Fórmula de la solución nutritiva Grane

KNO3

CaSO,. 2H20

MgSO4

Ca3(P04)2

Fe3<P04)2.81420

Agua destilada

1.00 g
0.50 g

0.50 g

0.25 g

0.25 g

1.001

En la fórmula libre de nitrógenosesustituyeel NO3K por 0.75 g de ClK.

A cadalitro de solución se le aflade 1 ml de la solución de oligoelementosA-Z

de Haagland,cuya composiciónes la siguiente:

Li2SO,, ~H2O

CuSO4.5H~O

ZnSO4.71420

A12(50j3

NiSO.,

H,B03

SnCl2.2H20

MnCI,

CoCí2.6H20

0.064 g

0.055 g

0.098 g

0.055 g

0.055 g

0.620 g

0.041 g

0.400 g

0.100 g

TiO,

Kl

KBr

Na2SiO,

KMnO,

Na2MoO,.21420

A .1.2. Solución extractora para nitratos

La composiciónde

Al2(S04),. 18 H20

H,BO,

Ag2SO,

NH4HSO,

Agua destilada

la solución extractoraes:

16.66 g

1.24 g

4.67 g

2.43 g

1000 ml

0.055 g

0.035 g

0.035 g

0.430 g

0.400 g

0.035 g
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A. Ii.1. Solución de oligoelementos, extracto de tierra y solución salina de

Winogradsky. Medio de siembra de suspensiones diluciones.

Solución de oligoelementos

Na2(MoO4) .214~O 0.05 g

K2B40,.101420 0.05 g

FeCl3.6H20 0.05 g

Cd(N03)2.4H20 0.05 g

CoSO4.71420 0.05 g

CuSO4.5H20 0.05 g

ZnSO4.7H20 0.05 g

Agua destilada 1000 ml

Extracto de tierra

Se preparó con tierra de la zona de muestreorecogidaentre 10 y 15 cm

de profundidad.

La tierra se mezcíd con agua destiladaen proporción 1:1 (p/v) y cada

litro se enriqueció con un ml de la solución de oligoelementos.La solución

resultanteseintrodujo en el autoclavedondepermanecióuna hora a 130vC. Se

dejó reposary sefiltró por papel. El filtrado seesterilizó en autoclavedurante

30 mm a 115
0C.

Solución salina de Winogradsky

K
2HPO4 5.0 g

MgSO4.7142 2.5 g
NaCí 2.5 g

MnSO4. H~O 0.05 g

Fe2(50j3 0.05 g

Aguadestilada 1000 ml

Se añadió un ml de la solución salina de oligoelementosa 1100C, y

posteriormente seajustóel pH entre7.0 y 7.5 con una solución de NaOH al 10%

(p/v:p.
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Un ml de las suspensiones-dilucionesde cada una de las réplicas se

sembró en un medio que contenía:

Agar para métodosestandar(Pranadisa) 23.5 g

Solución salina de Winogradsky 50 ml

Oligoelementos(Pochony Tardieux, 1962) 1 mi

Extracto de suelo 10 ml

Agua destl]adahasta 1 1

Las placas se incubaron a 280C durante 36 horas.

A.fl.2. Reactivos y medios de cultivo utilizados en el análisis

funcionales

a) Reactivo de Nessler

SoluciónA

HgI
2 50 g

Kl 36.5 g

Agua destilada 1000 ml

SoluciónB

¡<OH

Agua destilada

En el momentode usarlo

AyB.

b) Reactivo de la difenl]amina sulfúrica

NH(C6H5)2 10 g

1000 ml

Agua destilada 200 ml

de algunos grupos

150 g

1000 ml

semezclaronvolúmenesigualesde las soluciones

c) Medio paramicroorganismosdiazotróficosaerobios

Solución salina

Manito!

Extracto de tierra

Oligoelementos

CaCO3

Agua destilada

50 ml

10 ml

10 mi

1 ml

0.5 gr

1000 ml
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d) Medio para microorganismos diazotróficos anaerobios

Soluciónsalina 50 ml

KH2PO4 0.75 g

NaOH(O.1N) 33 ml

Glucosa 10 g

Extracto de tierra 10 ml

Oligoelementos 1 mi

Agua destilada 1000 ml

e) Medio para amonificantes

Soluciónsalina 50 ml

Asparagina 0.2 g

Oligoelementos 1 ml

Agua destl]ada 950 ml

f) Medio para nitrificantes nitrosas

Solución salina 50 ml

(NH4)2504 0.5 g

CaCO3 1 g

Agua destilada 1000 g

g) Medio de nitrificantes nítricos

Solución salina 50 ml

NaNO, 1 g

CaCO3 1 g

Aguadestilada 950 ml
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ti) Medio paradesnitrificantes

Soluciónsalina 50 ml

KNO3 2 g

Glucosa 10 g

CaCO,, 5 g

Oligoelementos 1 ml

Agua destilada 1000 ml

i) Reactivosempleadosen los testsAPI—lO
* Reactivo para TDA

FeCl3 3.4 g

Agua destilada íoo ml

* Reactivopara IND

p-dimteilaminabenzaaldehido 5 g

Alcohol isoamílico 75 ml

1401 37% 25 ml

* Reactivos para detecciónde nitritos

NIT1

Acído sulfanflico 0.8 g

Acida acético SN 100 ml

NIT2

N-N-dimetil-1-naftilamina 0.6 g

Acida acéticoSN 100 ml

* Reactivo paraOX

Tetranxetil-p-fenildiamina 1 q

Alcohol isaamflico 100 ml
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A.II.3. Tampón de extracción de proteinas para las electroforesis de SDS-PAGE

de semillas

de Stock

.

Glicerol

Tris 1M pH 6.8

Agua destilada

SDS

Pironina Y

Tampón de Extracción

Solución Stoock 5.1

Agua destilada 12

2—Mercaptoetanol 0.9

A.fl.4 Composición de los geles de SDS-PAGE.

Gel principal (17%

)

Acrilamida 25%

Bis—acrilamida2%

Agua destilada

Tris 1M pH 8.8

SDS 10%

Amonio persulfato1%

TEMED

24.6

1.94

2.21.

18.8

0.5

1.25

25

mi

mi

ml

ml

ml

ml

pl

Stacking (3%

)

Acrilamida

Bis-acrilamida

SDS

Tris HCl 0.125M pH 6.8

Amonio persulfato10%

TEMED

Siendo la composicióndel tampónde electrodos:

Glicina

Tris

SDS

Agua destilada

56.44 g

12 g

4 g

4 1

Solución

20 ml

122.5 ml

24.1 mi

4 g

20 mg

mi

ml

ml

600

16

20

20

100

16

mg

mg

mg

ml

pl

pl
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APENDICE B

B.I. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre el ARAde exudados nodulares y radicales

SUELQA N A
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2.11. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles>

en el estudio sobre el AftA de exudados de FN y PSN

PN PS N
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B.lII. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos <exudados y controles)

en el estudio sobre la amonificación de exudados nodulares y radicales
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B.IV. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre la nitrificación de exudados nodulares y radicales
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BV. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre la nitrificación de exudados de PN y PSN
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B.VI. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre la desnitrificación de exudados nodulares y radicales
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E .VU. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre la desnitrificación de exudados de PN y PSN
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B.IX. LSD de la interacción entre suelos y tratamientos (exudados y controles)

en el estudio sobre la producción 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 germinación de semillas

Día

cepa N~ replica concent. 1 2 3 4 5 6 7

0.B.33 1 10% 0 1 5 2 1 0 0
2 0 0 4 3 1 0 0
3 0 0 3 3 1 0 0
1 20% 0 0 6 4 0 0 0
2 0 1 6 3 0 0 .0
3 0 0 5 4 1 0 0

0.B.41 1 10% 0 0 6 4 0 0 0
2 0 0 6 4 0 0 0
3 0 0 5 4 1 0 0
1 20% 0 5 4 1 0 0 0
2 0 4 6 0 0 0 0
3 0 6 3 1 0 0 0

I.B.47 1 10% 0 1 3 2 1 1 0
2 0 0 4 1 2 0 0
3 0 0 4 2 1 0 0
1 20% 0 1 5 3 1 0 0
2 0 0 4 1 2 0 0
3 0 1 7 2 0 0 0

V.P.26 1 10% 0 0 0 1 2 1 0
2 0 0 0 1 0 3 0
3 0 0 0 0 2 3 0
1 20% 0 0 0 0 1 1 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0

P.P.27 1 10% 0 0 0 1 2 1 0
2 0 0 0 1 1 2 0
3 0 0 0 2 1 1 0
1 20% 0 0 0 0 0 1 0
2 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 2 0

P.B.2 1 10% 0 0 1 4 1 1 0
2 0 0 2 4 1 0 0
3 0 0 2 4 2 0 0
1 20% 0 1 3 6 0 0 0
2 0 1 4 5 0 0 0
3 0 0 £ 4 1 0 0
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(ContinuaciónC.I.)

P.B.10 1 10% 0 0 5 5 0 0 0
2 0 0 6 4 0 0 0
3 0 1 6 1 1 0 0
1 20% 0 6 3 1 0 0 0
2 0 6 4 0 0 0 0
3 0 7 3 0 0 0 0

I.B.39 1 10% 0 0 5 4 1 0 0
2 0 1 6 2 0 0 0
3 0 1 5 3 0 1 0
1 20% 0 0 4 3 1 0 0
2 0 0 3 6 1 0 0
3 0 1 5 1 2 0 0

O.B.22 1 10% 0 1 4 3 1 0 0
2 0 1 5 2 1 0 0
3 0 0 6 3 1 0 0
1 20% 0 0 6 2 1 1 0
2 0 0 5 4 0 1 0
3 0 1 4 3 1 0 0

0.2.45 1 10% 0 0 6 3 1 0 0
2 0 0 7 3 0 0 0
3 0 0 6 2 1 0 0
2. 20% 0 6 3 0 0 1 0
2 0 4 6 0 0 0 0
3 0 7 2 1 0 0 0

1.2.44 1 10% 0 1 3 4 1 0 0
2 0 0 4 4 1 0 0
3 a 0 7 2 0 0 0
1 20% 0 1 5 2 0 0 0
2 0 1 6 2 0 0 0
3 0 1 5 2 1 1 0

1.2.14 1 10% 0 1 4 5 0 0 0
2 0 0 5 4 0 0 0
3 0 0 3 7 0 0 0
1 20% 0 4 4 1 0 0 0
2 0 4 4 0 0 0 0
3 0 5 4 1 0 0 0

V.P.12 1 10% 0 0 0 1 0 1 1
2 0 0 1 1 0 2 0
3 0 0 0 2 0 0 1
1 20% 0 0 1 2 0 0 0
2 0 0 0 1 0 1 1
3 0 0 0 0 1 0 1
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(ContinuaciónCd.)

P.P.5 1 10% 0 0 0 1 2 1 0
2 0 0 0 1 2 1 0
3 0 0 0 2 2 1 1
1 20% 0 0 0 1 2 1 0
2 0 0 0 1 0 1 1
3 0 0 0 0 1 0 1

P.B.8 1 10% 0 0 6 3 1 0 0
2 0 0 7 2 1 0 0
3 0 0 6 2 0 0 0
1 20% 0 7 3 0 0 0 0
2 0 6 2 1 0 0 0
3 0 7 2 1 0 0 0

I.B.1 1 10% 0 1 1 3 1 1 0
2 0 0 2 4 2 0 0
3 0 1 3 1 1 1 0
1 20% 0 0 6 3 0 0 0
2 0 1 5 4 0 0 1
3 0 0 4 5 0 0 0

O.B.34 1 10% 0 0 6 3 1 1 1
2 0 0 5 4 1 0 0
3 0 0 4 5 0 0 0
1 20% 0 4 6 0 0 0 0
2 0 5 4 1 0 0 0
3 0 5 4 1 0 0 0

O.B.24 1 10% 0 1 4 2 2 0 0
2 0 1 4 3 2 0 0
3 0 0 3 5 1 0 0
1 20% 0 0 6 3 0 1 0
2 0 0 6 2 1 0 0
3 0 1 6 2 1 0 0

P.B.13 1 10% 0 0 3 4 2 1 0
2 0 1 4 3 1 0 0
3 0 0 4 6 0 0 0
1 20% 0 1 5 2 1 0 0
2 0 1 6 2 0 0 1
3 0 1 6 2 1 0 0

O.B.11 1 10% 0 0 6 3 1 0 0
2 0 1 7 1 0 0 0
3 0 0 7 3 0 0 0
1 20% 0 4 4 1 0 0 0
2 0 6 3 0 1 0 0
3 0 5 4 1 0 0 0
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(ContinuaciónC.I.)

O.B.25 1 10% 0 1 3 4 1 0 0
2 0 0 5 3 1 1 0
3 0 1 4 3 1 0 0
1 20% 0 1 4 3 0 1 0
2 0 0 4 4 1 0 0
3 0 0 6 3 0 1 0

P.P.2 1 10% 0 0 0 1 2 0 0
2 0 0 0 1 0 0 0
3 0 0 0 0 0 1 1
1 20% 0 0 0 0 1 1 2
2 0 0 0 1 2 0 0
3 0 0 0 1 1 0 0

P.P.23 1 10% 0 0 0 0 2 0 0
2 0 0 0 1 0 2 1
3 0 0 0 0 0 3 0
1 20% 0 1 0 0 1 1 0
2 0 0 1 0 0 1 1
3 0 0 0 1 1 2 0

V.P.21 1 10% 0 0 0 1 0 0 0
2 0 0 0 1 2 0 0
3 0 0 0 1 1 0 2
1 20% 0 1 0 0 0 3 0
2 0 0 0 0 2 2 0
3 0 0 0 1 3 0 0

I.B.48 1 10% 0 0 5 3 1 0 0
2 0 0 6 4 0 0 0
3 0 0 5 3 1 0 0
1 20% 0 5 4 0 0 2. 0
2 0 4 3 1 1 0 0
3 0 5 5 0 0 0 0

I.B.33 1 10% 0 0 6 3 1 0 0
2 0 0 5 4 0 1 0
3 0 0 3 6 0 0 0
1 20% 0 6 4 0 0 0 0
2 0 4 4 2 0 0 0
3 0 5 5 0 0 0 0

CNTRL 1 20% 0 1 3 2 1 1 0
2 0 1 1 3 2 1 0
3 0 0 2 2 3 0 1
1 20% 0 0 2 3 2 0 0
2 0 1 3 2 1 1 0
3 0 1 2 2 1 1 1
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CJL1. Resuitados obtenidos en las experiencias realizadas sobre e] efecto de

los medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PN (parámetros comunes

con PSN>

Cada grupo de 6 datos correspondea 3 réplicas, las primeras de ensayos

al 10% y las segundas al 20%. Se nombran cada cepa por su código de

nomenclatura lunto a la primera réplica. Unidades: Superficie de la parte aérea

(Sup. Aérea) y superficie radical (sup. Rad.) en cm2; Longitud de la parte

aérea (Long. Aérea) y longitud radical (Long. Rad.) en cm; número de hojas

(NQ.Hs.).

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea NQ.Rs Long Rad. Sup. Rad NT

0.8.41 5.3614 4.8834 7.0 4.8701 0.9313 2.0242
5.2133 4.8761 7.0 4.8270 0.9819 2.0453
5.1843 4.9149 8.0 4.7141 1.0211 2.0676

5.4192 4.7916 7.0 4.9116 0.8314 2.0382
5,0133 4.7391 7.0 4.7891 1.0291 2.0495
5.0260 4.8971 8.0 5.0162 1.0130 20323

0.8.45 49592 4.9349 8.0 4.9139 0.9331 2.0542
5.6314 47527 7.0 4.8419 0.9941 2.1310
5.2133 4.1635 7.0 4.8361 1.0341 2.0323

5.2346 4.8432 7.0 4.7319 1.3619 2.1321
5.3271 4.8391 7.0 4.9331 1.2100 2.1434
5.1241 4.6349 7.0 4.7163 0.8613 .2.0386

0.8.34 9.4813 7.8362 8.0 7.8796 2.9413 3.0995
9.2619 7.9625 10.0 7.9549 3.0122 3.0133
9.3142 7.7594 8.0 7.8991 2,9413 3.1041

92761 7.7661 8.0 7.9001 2.9443 3.0636
9.3442 7.6321 8.0 7.8076 3.9167 3.0426
9.1312 8.0120 10.0 7.9981 2.1239 30515

0.3.11 5.2134 5.0171 8.0 5.0012 1.2122 2.0139
5.7991 4.8186 70 4.7631 0.8991 2.0321
4.8012 4.8951 7.0 4.7261 0.9956 2.0661

4.8261 4.8346 7.0 4.9613 0.9144 2.0733
5.6712 4.8219 7.0 4.8913 0.9639 2.1042
5.1234 4.1395 8.0 49931 1.1244 2.0831
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(ContinuaciónC.II.1)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea N~.Hs Long Rad. Sup. Rad NT

0.B.33 7.2133 6.5995 9.0 6.0213 1.2319 2.0329
7.6912 7.3129 10.0 6.3271 1.4201 2.0513
6.8134 6.3611 8.0 5.8219 0.4811 2.0661

7.2134 6.5310 8.0 5.6377 0.8619 2.0927
7.2249 6.8713 9.0 6.1212 0.9614 2.0031
7.9133 6.9314 9.0 6.1099 0.9817 2.1032

0.B.22 7.0391 6.0147 9.0 4.6139 0.9613 2.0631
6.8433 6.0319 9.0 4.2331 0.9919 2.0413
6.6219 7.0123 8.0 4.134? 0.8641 2.0414

7.2123 7.0131 9.0 4.8137 0.9139 2.0366
7.4133 7.1291 9.0 4.7139 0.9412 2.0149
6.8139 6.0832 8.0 4.6202 0.8133 2.0482

0.8.24 6.8142 6.0123 8.0 4.5918 0.8419 2.1509
6.7956 6.0224 8.0 4.5132 0.8216 2.0136
7.3122 7.1221 9.0 4.9613 1.0419 2.0631

7.3149 7.1341 9.0 4.9342 1.0213 2.0137
7.5605 7.3941 9.0 4.8959 1.0411 2.0414
7.4211 7.2816 9.0 4.9677 1.0611 2.0139

0.8.25 6.8315 6.2122 8.0 4.6315 0.9415 1.9596
7.3202 6.9519 9.0 4.9792 1.1776 2.0631
7.9516 7.3391 10.0 5.1221 1.3149 2.0644

8.0012 7.4102 10.0 5.0877 1.2085 2.0333
7.2134 6.8312 9.0 4.9104 0.9695 2.0619
7.4619 6.9912 9.0 4.8799 1.0133 2.0341

V.P.26 5.3134 5.0132 8.0 4.2136 0.8761 0.6334
5.2142 4.8761 7.0 4.9223 0.8412 0.6821
5.1311 4.8133 7.0 4.3102 0.7927 0.7104

5.2166 4.3169 7.0 4.3121 0.8152 0.6923
5.3104 4.3412 8.0 4.2113 0.8324 0.6362
5.1210 4.3619 7.0 4.2142 0.8631 0.6731

V.P.12 5.1021 4.8614 7.0 4.1059 0.8411 0.7134
5.1041 4.8161 7.0 9.2132 0.8199 0.6861
5.1541 4.9131 8.0 4.3200 0.8380 0.6722

5.2311 5.0213 8.0 4.3161 0.6767 0.2149
5.3101 5.0312 8.0 4.2133 0.9145 0.6823
5.4139 4.3530 7.0 4.1549 0.8213 0.6331
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(ContinuaciónC.11.1)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea N~.Hs Long Rad. Sup. Rad NT

V.P.21 5.3156 5.0361 8.0 4.2213 0.8612 0.6313
5.0213 4.8619 7.0 4.1449 0,7791 0.6249
5.2331 5.0211 8.0 4.3151 0.9313 0.6195

5.4312 4.9695 8.0 4.4312 0.9415 0.6311
5.0169 4.8331 7.0 4.6413 0.7623 0.6132
5.3213 5.0233 8.0 4.5153 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 1.0136 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
9.7634 7.9189 10.0 7.9133 4.0717 3.2125

F.8.8 4.9845 4.7331 7.0 4.7641 2.0752 2.0671
4.9526 4.6321 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 4.7709 2.0334 2.0824
5.4128 5.0128 8.0 4.2470 2.0312 2.1331

P.B.2 6.9969 6.7420 9.0 6.0253 1.1369 2.3126
6.8943 6.5415 8.0 5.7312 0.8439 2.0422
7.2313 6.6313 9.0 6.0332 1.2341 2.0843

7.1426 6.6011 9.0 6.1014 1.1242 2.0615
7.5941 7.2342 10.0 6.3313 1.4869 2,0962
7.2319 6.5033 9,0 6.0414 1.0821 2.1329

¡.1.37 2.3419 6.9434 9.0 8.0920 1.0222 2.0961
7.2312 6.9512 9.0 6.1134 1.0831 2,1542
7.6314 7.2361 10.0 6.3731 1.3841 2.1123

7.3467 6.9006 9.0 6.0899 1.0641 2.0872
7.9112 6.8921 9.0 6.1101 1.0743 2.0737
6.9407 6.2331 8.0 5.8271 0.9312 2.1142

P.B.13 7.1170 7.0712 9.0 4.8223 0.9612 2.0422
6.8485 7.1231 9.0 4.9594 1.0016 2.0536
6.9227 7.0981 9.0 4.8316 1.0131 2.1249

6.7635 6.7192 8.0 4.6277 0.8725 2.1305
7.0591 7.4134 9.0 4.8349 0.9263 2.1432
6.2316 6.9813 8.0 4.7351 0.8314 2.0521
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(Continuación C.11.1)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea N2.Hs Long Rad. Sup. Rad NT

P.P.27 5.0154 5.0132 8.0 4.3313 0.8939 0.6332
5.3731 5.0226 8.0 4.3562 0.9261 0.8424
5.4902 4.8731 7.0 4.1034 0.8431 0.6112

5.4715 4.8924 8.0 4.4299 0.8111 0.6333
5.3141 4.9151 8.0 4.3314 0.9633 0.6145
5.5570 4.9242 8,0 4.3286 0.9459 0.5933

P.F.S 5.2231 4.7136 7.0 4.1459 0.8162 0.6111
5.5362 5.0133 8.0 4.3331 0.9625 0.6323
5.5151 4.8131 7.0 3.996! 0.7949 0.5945

5.5091 5.0127 8.0 4.2109 0.8621 0.8103
5.2017 4.7954 7.0 4.1209 0.7932 0.8600
5.5662 4.6962 7.0 4.1607 0.7875 0.2195

P.P.2 5.6931 5.0131 8.0 4.3534 0.9528 0.6191
5.5189 4.9129 8.0 4.4027 0.9236 0.6032
5.4426 4.6141 7.0 4.3159 0.7149 0.6501

5.6314 5.0139 8.0 4.3267 0.8732 0.6409
5.4231 5.0001 7.0 4.1358 0.8919 0.6401
5,6551 5.0106 8,0 4.2953 0.8906 0.6132

P.P.23 5.3361 4.8121 7.0 4.1893 0.7003 6.5993
5.3382 4.8742 7.0 3.9699 0.7391 0.6127
5.6319 4.9969 8.0 4.2254 0.7220 0.6932

5.6426 4.9581 8.0 4.3549 0.8942 0.6695
5.3419 4.7161 7.0 4.9361 0.7131 0.6524
5.6213 5.0123 8.0 4.3621 0,9327 0.6231

1.2.31 9.3131 7.9163 10.0 7.9631 3.9912 4.1348
8.2072 7.8281 9.0 7.7321 2.7631 3.0616
9.2069 8.9349 8.0 7.9886 3.0134 3.0923

9.4125 7.0112 9.0 8.0082 2.9933 4.2302
9.2631 7.7013 10.0 7.6987 3.9293 3.0109
9.4432 7.9621 9.0 8.0093 3.0210 3.0452

1.8.14 5.3525 4.9309 8.0 4.9129 0.9622 2.1241
5.2261 4.7386 7.0 4.8264 0.7614 2.1536
5.2331 4.9527 7.0 4.7100 0.8013 2.0929

5.3902 4.6935 7.0 4.7012 0.9440 2.0842
5.5633 4.9749 8.0 4.9319 1.1228 2.0757
5.4641 5.0021 8.0 4.9871 1.0136 2,0934
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(Continuación C .11.1>

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea NQ.Hs Long Rad. Sup. Pad NT

1.2.48 5.7632 5.0134 8.0 5.0031 1.0101 2.0626
5.3561 4.6816 7.0 4.6341 0.9966 2.0801
5.6491 4.932! 8.0 5.0103 1.2459 2.0148

5.6031 4.5993 7.0 4.7819 0.8322 2.1133
5.7026 4.6389 7.0 4.8001 0.7361 2.1221
5.8331 4.899? 8.0 4.9690 0.8225 2.0959

1.2.33 5.6361 4.6312 7.0 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 7.0 4.7212 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

1.2.47 7.2582 6.931? 9.0 6.0231 1.2261 2.2171
7.3233 6.8790 9.0 6.1027 1.3134 2.0926
7.0367 6.3112 8.0 5.9538 1.1987 2.0833

7.2315 6.6391 9.0 6.0221 1.2315 2.0840
7.6269 7.4193 10.0 6.3169 1.4363 2.0479
7.3141 6.8136 9.0 6.0413 1.2313 2.1216

1.2.44 6.7932 6.5513 8.0 5.8361 0.8649 2.1038
7.2431 6.9283 9.0 6.0326 0.9949 2.1242
7.6985 7.2709 10.0 6.4010 1.4012 2.0959

5.8419 6.4346 8.0 5.8312 0.8431 2.0241
7.3361 6.8936 9.0 6.0131 1.0303 2.0463
7.2593 6.9141 9.0 6.0293 1.0669 2.0931

1.2.1 7.3372 6.9322 9.0 6.0907 1.0193 2.1229
7.3442 6.8921 9.0 6.1233 1.0435 2.1112
7.2361 6.9553 9.0 6,0841 1.0741 2.0401

7.3251 6.9331 9.0 6.0659 1.0669 2.0632
7.7131 7.2423 10.0 8.3852 1.3926 2.0881
6.8312 6.3210 8.0 5.8271 0.8322 2.0854

CNTRL 5.5349 5.3425 7.0 4.0283 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 7.0 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.fl.2. Resultados obtenidos en las experiencias realizadas sobre el efecto de

los medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PN (parámetros

exclusivos de PN)

Cada grupo de 6 datas correspondea 3 réplicas, las primerasde ensayos

al 10% y las segundasal 20%. Se nombran cada cepa por su código de

nomenclatura junto a la primera réplica. Unidades: Lóbulos nodulares

(Lob.Nod.), Actividad reductora del acetileno (ARA) en nmol C2H2 h’ g~’,

producción de CO2 (CO2) en nmol 002 h” g~’, y Pesanodular (PN) en g. El

número de nódulospresentesen cadaplanta correspondecon los sumandoscon

que se expresa el número de lóbulos nodulares.

Lot’. 1<oL AM CO2 PH

0.6.41 4 750.82 1216.21 0.0151
4 761.39 1228.31 0.0142
4 742.26 1231.24 0.0159

4 741.22 1221.42 0.0123
3 730.36 1237.38 0.0141
4 753.21 1223.81 0.0164

0.B.45 4 752.71 1231.74 0.0132
4 786.59 1242.14 0.0141
3 762.23 1206.23 0.0163

4 730.57 1236.77 0.0152
761.36 1239.56 0.0151

4 722.21 1217.43 0.0148

0.6.34 4 862.14 1223.12 0.0149
4+4 943.57 1241.23 0.0136
4 951.23 1239.12 0.0153

4 1051.14 1251.22 0.0192
3 953.71 1228.34 0.0159
4 961.68 1261.12 0.0164

0.6.11 4 754.27 1239.27 0.0162
3 745.25 1244.7? 0.0181
4 766.48 1238.21 0.0133

4 751.93 1266.17 0.0149
3+4 752.94 1231.25 0.0143
4 748.37 1260.01 0.0141
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(Continuación C.11.2)

Lob. Mcd

.

O.B.33

O.E.22

0.8.24

0.8.25

V.P.26

y.? .12

AM

747. 31
751.43
739.33

744 .21
756.26
743. 02

744.13
751. 28
759.71

760.29
745. 79
753.08

754.71
756.66
761. 14

762.23
746.56
757.01

712. 33
764.51
72 3.03

747.44
758.43
763. 24

310.89
320.53
331.71

335. 57
315.14
323. 31

321.26
326. 19
321. 17

339.09
341.35
301. 23

CO2

1225. 02
1239.79
1219. 14

1223. 14
1222.01
1241.27

1223.42
1236.49
1252. 71

1223.36
1241.31
1257.02

1232.45
1215. 31
1229.32

1231.41
12 54.19
1201. 38

1266. 56
12 03.01
12 12.03

PM

0.0146
0. 0152
0.0161

0.0 178
0.0156
0.0148

0 .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
0. 0156
0. 0131

1223.12
1241. 23
1205. 31

1523,39
1541. 27
1563. 03

1549 .41
1525.93
15 63.41

1515. 36
1564.29
1592. 54

1567.42
1533.31
1541. 24

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
0.02 33
0. 02 38

Cepa

3
4
4

4
4
344

4
4
3

4
4
4

3
344
4

4
4
3

3
4
4

4
3
444

4
4+6
4+4

443
446
4+3+4

6
4+3
4+4

444
4* 4+ 3
4*5
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(Continuación C .11.2)

Lob. Mcd

.

V.F.21

545

44544
44 5+5

P .8.10

P.B.8

P.B.2

¡.8.39

P.B.13

m

321. 76
333.98
342.81

331.89
339.15
326.12

951. 59
969.71
1048.23

9 31. 95
848.41
1056.31

754.20
732.72
722,31

751. 25
731. 09
321. 03

765.02
742,31
73 3.99

721.33
753.43
771. 32

776. 14
754.39
739.41

792.31
75 0.02
712.33

743.15
741.14
738.00

736,22
721.21
754.03

Co

1529.22
1542.44
1545.03

1563.91
1561. 63
1551.31

1201. 27
1215.35
1233.27

1245. 60
1231. 38
1220,17

1221.16
1272.63
1201. 25

1233.48
1245.93
1255.91

1242.01
1253.12
1262. 15

1239.33
1229.00
1286.26

1239.23
1256.62
1275.56

12 33.71
1241. 15
1238. 12

PM

0.03 61
0.0123
0.0231

0.0236
0.02 39
0.0229

0.0361
0.0187
0.0179

0.0221
0.02 34
0.0199

0.02 12
0.0249
0.0231

0.0226
0.0241
0.0231

0.0226
0. 0231
0.0239

0.0234
0.0233
0. 02 28

0.0163
0. 0154
0 .0122

0.0121
0.0136
0.0171

1225.22
1220.04
1231.31

0.0121
0. 0122
0.0161

1298.32
1131. 01
1220. 01

0. 0131
0.0142
0.0126

Cepa

6
544
4+4

4
4
3

3
4
4

4
3
4

4
3
4

4
3
4

4
4
343

3
4
4

3+3
4
4

4
4
3

4
344
4
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(Continuación C.II.2)

Lcb. Mcd

.

P.F.27

F.F.23

1.8.31

1.8.14

m

316.59
325. 71
331.27

340.52
336.05
352.04

353.03
361.06
323.09

312.01
371.06
352.03

361. 95
342.03
353.00

358.12
326.24
331,36

341.39
353.25
321.48

369.33
341.61
325.03

971. 02
962.70
iosg.i9

957. 19
941.23
1052.06

744.21
756.32
771.75

763.39
761.45
764.12

Co2

1524.2?
1532.23
1551.02

1531. 90
15 44.52
1566.51

1532. 93
1554.48
1517.25

1531.15
1549.44
1516.21

FN

0. 0134
0:0137
0.0129

0.0133
0.0137
0.0127

0.0141
0.0 121
0.0139

0.0146
0.0150
0.0102

1542.92
1592.36
1496. 21

0.0139
0,0139
0.0142

1595.17
1422.12
1531.06

0.0133
0.0142
0. 0121

1585 .41
1572.31
1576. 36

0.0129
0,0191
0.0102

1568.31
1523. 22
1549.03

12 16.63
1231. 57
1229.26

1221. 38
1242.28
1226.41

1214. 15
1203.56
1241. 71

1259. 01
1208. 42
1221.32

0.0136
0.0134
0. 0135

0.0161
0.0143
0. 0139

0.0152
0.0161
0. 0143

0. 0139
0.0166
0.0142

0.0137
0.0171
0.0143

Cepa

5
546
445

445
545+4
5+5.6

6
544
5+5

545
5.645
544

5
6*4
6+5

6*6+4
4.6
54 6+4

6.5
6
5+4

6*645
445
446

4
3
4

3
4
4

344
4
4

4
3
4
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(Continuación C.II.2)

Lob. Mcd

.

1.8.48

1.8.33

1.8.47

1.8.44

CMTPL

MA

741.00
757.01
752.34

751. 26
759.35
771.44

763.31
768. 65
759.93

767.89
772.91
751. 02

749.13
780. 23
773.24

721.45
711.36
816.58

751.26
763.22
741. 33

752. 21
769.44
746.02

773.21
752. 12
73 6.04

782. 31
751.4
725.09

502.31
513. 48
519.26

531. 06
495.06
512.15

Co2

1249.34
1316.46
1119 .41

1223. 52
1231. 18
1245.51

1239.93
1206.92
1271. 63

1243.71
1281.9 7
1213.01

1232.82
1241.24
12 59.12

1238.23
1271. 11
1236.01

1229.12
1246.01
1251.95

1239.24
1291. 36
1236 .83

1225. 15
1239.49
12 62.22

1263.44
1241. 51
1221.31

FM

0.0163
0.0141
0.0139

0.0133
0.0162
0.0145

0.0151
0.0159
0.0148

0.0163
0.0165
0.0131

0.0144
0. 0143
0.0132

0. 0163
0.0132
0. 0128

0.0131
0.0143
0.0154

0.0131
0.0136
0.0141

0. 0136
0.0142
0. 0163

0.0149
0.0193
0.0166

973. 25
1001.62
995.39

1000.23
997.25
999.62

0.0071
0.0069
0.0054

0. 0051
0.0063
0.0049

Cepa

4
343
4

3
4
3

4
344
4

3
3
4

444
3
4

4
4
3

4
4
443

4
4
3

1.8.1 4
3
4

4*4
4
4

3
2
3

3
2
3
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C . m. Resultados obtenidos en las experiencias realizadas sobre el efecto de los

medios de crecimiento bacteriano en el desarrollo de PSN <parámetros comunes

con PN)

Cadagrupo de 6 datoscorrespondea 3 réplicas, las primerasde ensayos

al 10% y las segundasal 20%. Se nombran cada cepa por su código de

nomenclaturay par el número de arden (NO) junta a la primera réplica.

Unidades: Superficie de la parte aérea (Sup. Aérea) y superficie radical (sup.

Rad.) en cm2; Longitud de la parte aérea (Long. Aérea) y longitud radical

(Long. Rad.) en cm; número de hojas (NQ.Hs.).

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea Elia Long Pad. Sup. Rad MT

0.8.41 5.1847 4.8427 7.0 4.2081 0.9312 1.0496
5.2351 4.9432 7.0 4.1331 1.0034 1.0481
5.3361 4.9650 8.0 4.3002 0.9326 1.0739

5.4312 5.0132 7.0 4.3361 0.8921 1.0542
5.3693 5.0132 7.0 4.2945 0.9351 1.0603
5.5012 4.9950 8.0 4.3191 1.2031 1.0713

0.8.45 5.2013 4.7211 7.0 4.2195 0.9331 1.0421
5.2994 4.7180 7.0 4.2136 0.9342 1.1544
5.2631 4.6315 7.0 4.1801 0.9361 1.0554

5.4335 4.9123 7.0 4.2993 1.0032 1.0436
5.2434 4.9331 7.0 4.3122 0.9313 1.0327
5.2316 4.9021 8.0 4.3360 0.8922 1.0719

0.B.34 9.2031 7.7811 10.0 6.1218 3.9939 2.0714
9.2894 8.7185 9.0 5.2315 3.9451 1.0512
9.2776 7.6330 9.0 6.1919 2.9013 2.0639

9.4334 7.9567 9.0 6.2221 2.9120 2.0326
9.3421 8.8431 10.0 5.2131 3.0354 1.0871
9.4122 7.9320 9.0 6.2031 2.8931 2.0459

0.2.11 5.2057 4.7436 7.0 4.2392 0.9379 1.0342
5.3341 4.7499 7.0 4.2957 0.9512 1.0432
5.2914 4.7591 7.0 4.1936 1.0331 1.0563

5.4892 4.9467 8.0 4.2893 0.9343 1.0739
5.4033 4.9939 7.0 4.2549 0.8936 1.0431
5.3421 4.8716 7.0 4.2343 0.9913 1.0542
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(Continuación C .111)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea MQ.Hs Long Pad. Sup. flad NT

0.6.33 7.0406 6.0249 9.0 4.2169 0.9614 1.0901
5.7431 6.0134 8.0 4.4314 0.9879 1.0876
6.9712 5.9934 8.0 4.3991 0.9233 1.0735

7.0673 6.0231 9.0 4.2621 0.9939 1.0928
7.0795 6.0334 9.0 4.4533 1.0221 2.0942
6.8036 5.8562 8.0 4.3773 0.9533 1.0734

0.3.22 7.0391 6.0327 9.0 4.3534 0.9591 1.0313
6.8391 5.7002 8.0 4.3157 1.2313 1.0426
7.0735 6.346g 9.0 4.2367 0.7314 1.0653

6.4364 5.8204 8.0 4.4893 0.9902 1.0331
7.1031 6.2336 9.0 4.4254 0.8715 1.0472
6.8371 5.8631 8.0 4.3132 0.9331 1.0827

0.3.24 6.9312 5.8145 8.0 4.3236 0.9001 1.1031
6.8361 5.8436 8.0 4.3691 1.0210 1.0386
7.0451 6.3121 9.0 4.2721 1.0674 1.0194

7.0234 6.4689 9.0 4.2351 1.0391 1.0330
6.9148 6.3571 9.0 4.3792 2.1342 1.0426
6.7315 5.7152 8.0 4.5370 0.8001 1.0513

0.2.25 7.0439 6.9443 9.0 4.3451 0.9551 1.0621
5.8336 6.5114 8.0 4.2913 0.9631 1.0372
6.9103 6.7312 8.0 4.2136 0.9312 1.0967

7.2314 6.9213 9.0 4.3531 0.8221 1.0333
6.9133 6.8412 8.0 4.4614 1.0336 1.0211
7.0102 6.6313 8.0 4.1320 0.9210 1.0342

V.?.26 3.5161 3.8614 4.0 1.3654 2.2471 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 0.4314
4.0213 3.5102 5.0 1.3791 2.3951 0.6311

v.F.12 3.2831 3.7141 4.0 1.3192 2.2136 0.5276
4.0126 4.0136 5.0 1.3913 2.3631 0.4123
3.9594 3.9157 5.0 1.4172 2.3793 0.3446

4.0311 3.8712 5.0 1.4664 2.2791 0.6193
4.0378 3.8641 5.0 1.4233 2.3349 0.4224
4.6456 4.1363 6.0 1.8251 3.0319 0.5351
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(Continuación C .111)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea MQ.Hs Long Rad. Sup. Rad MT

V.P.21 3.3192 3.7125 4.0 1.3134 2.2369 0.3936
3.9935 3.7419 5.0 1.3991 2.2796 0.7600
3.9622 3.8223 5.0 1.4120 2.2141 0.2132

4.0236 3.8631 5.0 1.3428 2.3613 0.6613
4.6533 4.2221 6.0 1.8102 2.9931 0.5541
4.5912 4.1694 6.0 1.7634 2.9842 0.3213

P.B.10 8.3213 7.0123 8.0 7.2803 2.8369 2.0459
9.1469 8.8761 7.0 6.1331 2.7713 1.0934
9.1334 8.9133 7.0 6.3102 2.6713 2.0623

8.1359 7.3102 9.0 7.2134 2.9812 1.0719
9.2102 7.2181 10.0 6.313? 2.8613 2.0509
9.4121 8.0312 9.0 7.1599 2,9393 2.0626

P.6.8 5.1431 4.3321 9.0 4.3169 0.9131 1.1032
5.1632 4.3122 10.0 4.4314 0.8312 1.0191
5.1312 4.2122 10.0 4.5100 0.9411 1.0444

5.4312 5.1033 8.0 4.3121 0.9872 1.0334
5.3123 4.2169 7.0 4,2916 1.02?? 1.0421
5.2126 4.3641 7.0 4.3145 0.9136 1.0613

P.6.2 7.0136 6.2314 9.0 4.3163 0.9131 1.0321
6.9591 6.1341 9.0 4,3117 0.9364 1.0631
6.8721 5.8122 8.0 4.2134 0.8959 1.0442

7.0133 6.4312 9,0 4.3369 0.9312 1.0506
7.2132 6.8176 9.0 4.2415 1.0334 1.0333
6.8314 5.1414 8.0 4.3122 0.9361 1.0421

1.8.39 7.0589 6.3414 9.0 4.3160 1.0269 1.8310
6.7991 6.0104 6.0 4.2150 0.9013 1.0552
6.7935 5.9589 8.0 4.2136 0.9026 1.0799

7.0412 6.2971 9.0 4.4216 0.9794 1.1063
7.0539 6.3159 9.0 4.3376 0.9136 1.0942
6.8012 5.9310 8.0 4.2501 0.9139 1.0779

P.B.13 6.9596 6.1341 9.0 4.5564 0.157? 1.0626
6.9818 6.1432 9.0 4.4391 1.0134 1.0634
6.7132 5.7677 8.0 3.8211 0.9891 1.0545

7.0213 6.1231 9.0 4.3169 1.3621 1.0332
6.9969 6.1567 9.0 4.2951 1.0121 1.0423
6.6595 5.8641 8.0 4.3489 0.8443 1.0261
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(Continuación O. III)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea NQ.Es Long Rad. Sup. Rad MT

F.P.27 3.4406 3.8521 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

3.9312 4.0399 5.0 1.3491 2.4991 0.3361
3.8899 4.0531 5.0 1.398? 2.5012 0.6415
4.6213 3.7962 6.0 1.7631 2.8001 0.3013

3.3401 3.8621 4.0 1.2133 2.3169 0.4915
3.9169 4.0632 5.0 1.3678 2.4959 0.3621
3.4012 3.6991 4.0 1.3441 2.2369 0.4013

3.9413 4.0293 5.0 1.3891 2.4496 0.4321
4.5421 4.0361 6.0 1.7912 2.8310 0.7611
4.6131 3.8012 6.0 1.8312 3.0020 0.2013

3.4123 3.7961 4.0 1.3631 2.2169 0.4312
3.3961 4.0961 4.0 1.3726 2.2312 0.2419
4.0136 4.1234 5.0 1.3931 2.4493 0.6315

4.0194 4.2013 5.0 1.4172 2.4152 0.5632
4.1062 4.1622 5.0 1.5136 2.3991 0.3213
4.6136 4.1771 6.0 1.8619 3.0013 0.6401

?.P.23 3.4821 3.8172 4.0 1.3589 2.2317 0.4039
4.0236 4,1331 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 0.4271
4.6136 4.1721 6.0 1.8311 2.9915 0.5105
4.0981 4.2013 6.0 1.7994 3.0632 0.6303

1.8.31 9.1921 7.8261 10.0 7.2134 3.9342 1.0326
8.5126 8.0230 9.0 7.3421 2.0251 1.0432
9.1326 7.8912 9.0 8.2616 3.9631 1.0444

9.2913 7.7991 9.0 7.2691 3.9120 1.0303
8.4169 8.0219 10.0 7.448? 2.9950 1.0431
9.5321 8.0134 10.0 8.3386 3.0137 1.0569

1.2.48 5.1921 4.8261 7.0 4.2134 0.9342 1.0320
5.5126 5.0231 8,0 4.3421 1.0251 1.0450
5.1236 4.9246 8.0 4.2616 0.9631 1.0286

5.2931 4.7991 7.0 4.2691 0.9120 1.0481
5.4169 5.0219 8.0 4.448? 0.9951 1.0662
5.5321 5.0134 8.0 4.3386 1.013? 1.0593
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(Continuación O.III)

Cepa Sup. Aérea Long. Aérea MQ.Hs Long Rad. Sup. Rad MT

1.8.33 5.4910 5.0143 8.0 4.4102 1.0199 1.0554
5.2613 4.7921 7.0 4.2321 0.9132 1.0423
5.5721 5.0241 8.0 4.3434 0.9351 1.066?

5.1332 4.8012 7.0 4.3512 0.9143 1.0444
5.513? 5.0101 8.0 4.4614 0.9512 1.0646
5.6002 5.0251 8.0 4.3544 1.0223 1.0621

1.8.47 6,1516 5.1432 8.0 4.2993 0.9311 1.0903
7.0861 6.3231 9.0 4.3813 0.9412 2.0600
6.8012 5.1154 8.0 4.2671 0.9186 1.0692

6.8011 5.7204 8.0 4.3142 0.9341 1.0901
6.1912 5.1163 8.0 4.2910 1.0014 1.0839
7.0434 6.3148 9.0 4.2981 1.0106 1.0736

1.8.44 7.0542 6.2691 9.0 4.3111 0.9361 1.0879
6.8712 5.8567 8.0 4.2131 0.9801 1.0726
7.0331 6.2233 9.0 4.3151 0.9491 1.0941

6.9102 5.8007 8.0 4.3160 0.8996 1.0539
7.0454 6.3505 9.0 4.4121 0.9510 1.0852
6.8621 5.7906 8.0 4.2334 0.8715 1.0820

¡.8.1 7.0136 6.0361 9.0 4.3836 0.9145 1.1043
7.0441 6.3030 9.0 4.2164 1.0162 1.1051
6.8013 5.7842 8.0 4.2139 0.9110 1.0816

6.7923 5.1651 8.0 4.3143 0.9413 1.0828
1.0291 6.1761 9.0 4.3691 0.9316 1.0831
6.9914 6.4551 9.0 4.3123 0.9613 1.0951

CNTRL 5.3330 5.2601 6.0 3.1262 1.1221 1.0434
5.3431 5.2342 6.0 3.2100 1.2011 1.0381
5.5013 5.3121 7.0 3.1391 1.2036 1.0559

5.4916 5.4116 7.0 3.2310 1.1959 1.0439
5.5014 5.3013 1.0 3.3361 1.2013 1.0526
5.3210 5.2102 6.0 3.3210 1.1894 1.0542
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