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I. OBJETIVOS E INTERES DEL TRABAJO

El establecimiento de una cubierta vegetal, por su interés "per se"
y por su repercusién en la retencién de procesos erosivos del suelo, es
un aspecto crucial en la lucha contra la desertificacién. Por esta razén,
los programas de revegetacién son de interés prioritario en muchos
paises. El éxito de los mismos depende de diversos factores, muchos de

los cuales estan bajo el ambito de la Biotecnologia Vegetal.

Para mejorar el sistema de desarrollo e implantacién de una
cobertura vegetal en zonas degradadas, se dispone, por un lado de los
métodos de propagacidén vegetal, mediante técnicas de cultivo "in vitro";
de otro lado se sabe que en condiciones de precariedad en agua y/o
nutrientes, y de adversidad de los factores ambientales, el
establecimiento de las plantas, y su desarrollo subsiguiente, depende en
gran medida de que éstas formen simbiosis con microorganismos del suelo
implicados en la fijacién y movilizacidén bioldégica de nutrientes. Asi,
la formacidén de micorrizas es critica para el enraizamiento de las
plantas y para que éstas capten, P, N, micronutrientes y, posiblemente,
agua; al igual que la simbiosis Rhizobium-leguminosa, responsable de la
fijacién de N, atmosférico, proceso clave para la entrada de este

nutriente indispensable en la biosfera.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, en este trabajo doctoral
se proponen los siguientes Objetivos Generales:

12 Seleccién de plantas lefiosas propias de zonas &ridas vy
semiaridas, siguiendo criterios ecoldgicos y econdmicos,
y andlisis de los microsimbiontes presentes naturalmente en
la rizosfera de las mismas.

22 Produccidén de plantas con micorrizacién y nodulacién
optimizada.

32 Proponer una metodologia, extrapolable, para la implantacién
de una cubierta vegetal, en parcelas piloto, en un Aarea

degradada del sudeste semiarido de la Peninsula.



Para el logro de los tres Objetivos Generales antes detallados se
proponen los siguientes Objetivos Especificos:

12 Aislamiento Yy caracterizacién de los ecotipos de
microorganismos simbidticos del area de estudio.

22 Produccién masiva de material vegetal homogéneo mediante
técnicas de macro o micropropagacidn adecuadas.

32 Seleccién de los microorganismos mas efectivos para cada
especie vegetal en doble simbiosis, segin criterios de
compatibilidad funcional y coexistencia.

42 Obtencidn de material vegetal inoculado con sus
microsimbiontes.

52 Investigar el papel de la doble simbiosis en la fijacién y
movilizacién bioldgica de nutrientes, asi como en el
transporte de éstos; sentido en que se distribuyen, lugares
de distribucidén y forma orgadnica en que se realiza.

62 Determinar el potencial de dicho material para establecerse

en la zona de estudio.
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II. INTRODUCCION

1. Biotecnologia en programas de reforestacién en zonas Aridas y

semiadridas

1.1. Caracteristicas de estas zonas

Las zonas Aaridas y semidridas constituyen aproximadamente cuatro
décimas partes de 1la superficie terrestre siendo de destacar el
incremento considerable de la desertizacién en diversas Aareas.
Concretamente, Naciones Unidas (1977) en la pasada década estimaba en 6
millones de Ha 1la superficie que se desertiza anualmente, en 1la
actualidad no hay ninguna razdén para pensar que dicha cifra no se haya
incrementado. En estos lugares el principal factor limitante es el agua,
aunque para algunos autores (Felker y Bandurski, 1979), en ambientes
semidridos, la baja disponibilidad de nitrdgeno y materia orgénica en el
suelo pueden ser incluso mas importantes como factores determinantes de

una baja productividad.

Los ecosistemas xerofiticos se caracterizan por ser especialmente
fragiles, de tal forma, que si se traspasa su umbral de tolerancia,
pueden degradarse tanto fisica como bioldgicamente en un corto periodo
(Lépez Bermudez y Albaladejo, 1990). Esto es de especial importancia si
se considera que en los Gltimos 25 anos la poblacidén en dichas areas se
ha mds que duplicado, lo que supone un continuo incremento en la presién

antropogénica.

La desertizacidén asociada a condiciones xerofiticas no es una
situacién extrafa a Espafa. Se puede indicar que la deforestacidén es uno
de los principales problemas ambientales gque existen en el pais. En
algunos casos, como en sectores de Andalucia, este problema es de mayor
importancia porque va unido al proceso de desertizacién, lo que se

traduce en un rapido deterioro ambiental y econdmico.

De los 8,7 millones de hectareas que constituyen el territorio de



la Comunidad Auténoma Andaluza, algo mds del 50% (4,6 millones),
corresponden a terrenos rasticos que, por sus caracteristicas, no son
susceptibles de un cultivo agricola permanente e intensivo y se conocen
como terrenos de vocacién forestal o de montes (Junta de Andalucia,
1989). De éstos, alrededor de 2,4 millones de Ha, estan arbolados,
mientras que los 2,2 millones restantes tienen escasa o nula vegetacién
arbérea, dominando los matorrales o herbazales mds o menos degradados
sobre terrenos con frecuencia de grandes pendientes, lo que aumenta los

problemas de erosiédn.

Los ambientes xerofiticos frecuentemente traen asociados a las
limitaciones anteriores problemas de salinidad, temperaturas extremas y
bajo nivel general de nutrientes en el suelo, también condiciones
topograficas adversas pueden 1limitar el cultivo en estos sectores

(Herrera, 1984; Ortiz Silla, 1990).

1.2. Especies lefiosas en zonas Aridas y semiaridas

El aumento de las zonas erosionadas va unido a la pérdida de
fertilidad de las tierras agricolas (Bainbridge 1990). La recuperacién
de los suelos aridos degradados es un proceso lento, que requiere la
instalacién de una cubierta vegetal resistente a estas condiciones
adversas, al mismo tiempo que se debe producir un acercamiento a la
situacidén de maximo equilibrio y desarrollo vegetal; en este sentido cabe
destacar el reciente desarrollo de la "Ecologia de Restauracidén", como
una disciplina que incorpora tanto 1la investigacién basica como 1la

aplicada y que constituye una herramienta de gran utilidad.

Las plantas mas adecuadas para el desarrollo de estas areas deben
presentar una serie de condiciones, entre ellas, que produzcan una
alteracidén minima del suelo, que requieran poca o ninguna irrigacién, que
tengan una alta productividad, que sean capaces de fijar N, y que
produzcan proteinas de alta calidad. En este sentido las leguminosas
leniosas poseen especies que cumplen ampliamente estos requisitos (Felker
y Bandurski, 1979). Puesto que incrementan el contenido de N en suelo por

su fijacidén de N, simbidtica, deberian ser parte de los planes de



revegetacién ya que pueden crecer en suelos con bajo contenido en N y
producen una mejora en algunas propiedades del suelo criticas para el

crecimiento de las plantas (Virginia, 1990).

A pesar del interés gque estas plantas puedan tener en 1la
reforestacidén de zonas aridas y del conocimiento que de ellas se posee
respecto a su reproduccidén por semillas o de las técnicas mas adecuadas
de plantacién, en la actualidad se dispone de muy poca informacidn
acerca del manejo de sus posibilidades de formar asociaciones simbidticas
radicales, aunque de hecho, éstas son las responsables de algunas de las
ventajas comparativas que tienen dichas plantas, en especial en lo que
a fijacién de nitrdégeno atmosférico y captacién de P se refiere, por

métodos biolégicos (Herrera, 1984).

Hoy dia estd fuera de duda el interés, tanto desde un punto de
vista practico como aplicado, del estudio de las asociaciones simbidéticas
entre microorganismos y plantas (raiz) fijadoras de nitrdgeno o
potenciadoras de la captacidn de nutrientes, especialmente f&sforo, por
micorrizas. Afortunadamente las plantas lefiosas mads indicadas para las
acciones de revegetacidn en suelos degradados, son susceptibles de formar
nédulos fijadores de N, y micorrizas, con lo que podrian superar
deficiencias en los dos principales nutrientes 1limitantes del

crecimiento, N y P (Barea et al., 1990a).

1.3. Técnicas de propagacidén vegetal

Otra etapa, fundamental en la planificacidén de ensayos con plantas,
es la obtencidén de una cantidad adecuada de ejemplares en un periodo de
tiempo relativamente corto. Lo ideal es trabajar con material homogéneo
y en lo posible de alta calidad respecto a condiciones de adaptacidn al
medio, de produccidén de biomasa y de compatibilidad respecto a los micro-

organismos simbidticos que se desean ensayar.

Tradicionalmente, al multiplicar plantas por semillas, se espera
que éstas tengan una baja variabilidad, lo que se consigue en parte,

obteniendo las semillas de plantas seleccionadas. A pesar de ello, en



este material siempre existe cierta variabilidad genética, gque muchas
veces puede encubrir los resultados de los tratamientos si no se ha

tomado la precaucidén de disponer de un amplio nimero de repeticiones.

Una forma alternativa de eliminar los problemas antes descritos se
basa en la propagacidén in vitro, mediante esta técnica, en la gque puede
obtenerse la regeneracidén de plantas a partir de fragmentos de tejidos

u érganos, la variabilidad genética se reduce enormemente.

El uso de la propagacidén vegetal por medio del cultivo de tejidos
no sblo se debe de analizar desde la perspectiva de produccidén de plantas
para ensayos de investigacidn cientifica, sino que es ademids, un elemento
de gran valor en la generacidén masiva de material vegetal, tanto para
silvicultura cléasica, como en aquellos casos en que por condiciones de
estrés ambiental o antropogénico la poblacidén vegetal productora de
semillas es escasa o practicamente nula, situacién que no es rara de

encontrar en zonas xerofiticas.

A pesar de que el establecimiento de las simbiosis radicales es la
culminacién de un complejo sistema de interacciones entre la planta
hospedadora, los endofitos y el medio ambiente, es el hospedador, el que
controla diferentes aspectos de la simbiosis. De esta forma, dentro de
variedades de una especie, se pueden encontrar diferencias significativas

en distintos parametros simbidéticos (Will y Silvia, 1990).

La multiplicacién mediante cultivo de tejidos, que permite la
propagacién clonal, se consigue a través de modificaciones sucesivas de
la fuente de nutrientes, de los reguladores del crecimiento o de las
condiciones ambientales (luz y temperatura). De esta manera se puede
inducir la secuencia de diferenciacidén celular que conduce a la formacién
de 6rganos aéreos y radicales, esta técnica es un medio muy recomendable
para realizar estudios metabdlicos y fisioldgicos de simbiosis en los que
se desea determinar el papel especifico del vegetal (Vieitez et al.,

1987).



En el proceso de multiplicacién vegetal in vitro se pueden
reconocer diferentes etapas (Murashige, 1974): La primera de ellas es el
establecimiento de un cultivo aséptico, en segundo lugar, se debe obtener
la produccién de propagulos adecuados, gque posteriormente se preparan
para su transferencia a suelo. Debergh y Maene (1981) dividen esta
tercera etapa en elongacidén de las yemas formadas previamente y en el

enraizamiento in vitro o extra vitrum de los explantos.

En la actualidad y por el especial cuidado que se debe de observar
en la transferencia de 1las plantas regeneradas a las condiciones
ambientales de campo, se incluye una cuarta etapa en el proceso de
micropro-pagacidén. En esta fase, se puede originar una gran mortalidad
de plantas si no se realiza cuidadosamente; ello se debe, principalmente,
a la baja formacidén de ceras epicuticulares en el vegetal de cultivo in
vitro que lo hace ser muy susceptible a 1la deshidratacién y a su
necesidad de algunos dias para ser independiente nutritivamente y poder
ajustar el metabolismo a su capacidad fotosintética (Vieitez et al.,

1987).

La propagacidén vegetal por cultivo de tejidos de especies lefiosas
no suele ser problematica cuando el material se encuentra en fase
juvenil. Los tejidos u 6rganos envejecidos de &arboles adultos son, por
lo general, insensibles a los tratamientos de regeneracidén in vitro y
requieren de un tratamiento previo en el que se someten a la induccién
de tejido juvenil. La obtencidén de explantos adecuados debe proceder de
plantas fuertes y sanas, teniendo en cuenta su origen, las aplicaciones
de fertilizantes quimicos o naturales y las condiciones ambientales de

crecimiento (Tisserat, 1985).

La eleccidén del método de multiplicacidén vegetal es importante, ya
que afecta a la estabilidad genética de 1la planta producida. En la
propagacién mediante yemas axilares se parte de meristemos y Gnicamente
es necesario provocar el desarrollo de las yemas ya existentes (Hu y
Wang, 1983). Aunque éste es el sistema mas lento, es el Gnico método en

el que las alteraciones genéticas estan ausentes (Debergh y Maene, 1983).



El factor de mayor valor en relacién con el enraizamiento es la
presencia y balance de auxinas que pueden aumentar su porcentaje, asi
como el nimero de raices formadas, tanto en material juvenil como adulto
(Nemeth, 1986). El material juvenil responde mejor a los reguladores de
crecimiento que los tejidos adultos y en el enraizamiento se ha observado
la utilidad del uso de hongos micorricicos que, al parecer, facilitarian

la aclimatacién (Barceld et al., 1989)

Un gran numero de especies lefiosas se han multiplicado in vitro
tras la inclusidén de BA (6-benziladenina) en el medio de cultivo. Esta
citoquinina es la mas usada para inducir desarrollo aéreo (Batchelor et
al., 1989) ya que presenta ventajas econdmicas y de manipulacién, al ser

estable y de gran eficiencia (Hu y Wang, 1983).

1.4. Micorrizas asociadas a plantas lenosas en zonas Aridas y semiaridas

La restauracidén de un ecosistema degradado no consiste Gnicamente
en el establecimiento de plantas, sino que requiere una adecuada difusién
de nutrientes, tanto horizontalmente, por influencia de las raices
superficiales, micorrizas y deposiciones edlicas, como en sentido
vertical, por accidén de especies vegetales de raiz profunda con sus

respectivas asociaciones microbianas (Allen y Allen, 1988).

En la recuperacién de ambientes xéricos 1los microorganismos
formadores de micorrizas pueden ser de mucho interés, asi Boerner (1986),
destaca la importancia que tienen en el ciclado de nutrientes y captacién
de agua por las plantas. Trappe (1981) y Skujins y Allen (1986) describen
la presencia de micorrizas asociadas a lefiosas presentes en estos

ecosistemas.

No se debe olvidar que la gran mayoria de las plantas vasculares
han evolucionado hacia una dependencia a las micorrizas que constituyen
la parte de la raiz de mayor actividad metabdélica, y que en el caso de
las plantas lenosas, la presencia de esta simbiosis es fundamental para

su sobrevivencia (Trappe y Fogel, 1977).



En este sentido diferentes autores (Trappe, 1981; Barea y Azcdn-
Aguilar, 1983; Harley y Smith, 1983) indican que gran nimero de especies
lefiosas forman ecto o endomicorrizas (de tipo vesiculo-arbuscular -MVA-)
e incluso algunos géneros como, Acacia, Alnus, Casuarina, Eucalyptus,
Populus y Salix entre otros, forman ambos tipos. El interés del estudio
de MVA en lenosas surge por el gran nimero de especies que las poseen,
por ser estas plantas, considerablemente dependientes de la simbiosis y
por representar una buena fuente de inbdculo gracias a su cardcter perenne
con lo que mantienen un potencial de micorrizacién permanentemente activo

en el suelo (Hayman, 1983).

Los procesos de erosidén conllevan la pérdida de propagulos de
micorrizas. Este hecho en suelos &ridos y semidridos es un problema de
gran magnitud, sobre todo, cuando las especies colonizadoras no son
micotr6ficas, ya que no es posible, en ese caso, restaurar el sistema
(Bagyaraj, 1989). De esta forma, a nivel de microorganismos, puede ser
cierta la frase acerca de que "la desertificacidén genera desertificacién"

(Allen, 1989).

Las micorrizas tienen la maxima potencialidad en plantas con
produccién en vivero o en contenedores como fase previa al subsiguiente
transplante, entre ellas se encuentran los arboles frutales y la mayoria
de las especies forestales, en las que se incluyen las leguminosas

lenosas (Graham, 1986).

1.5. Fijacidén de N, por leguminosas-lenosas

Para Felker (1981) 1la capacidad de fijar N, ha sido de tal
trascendencia para las leguminosas-lefiosas que les ha permitido soportar
ambientes desérticos y de forma paralela evolucionar hacia mecanismos de
resistencia al déficit hidrico. A modo de ejemplo, Monk et al., (1981)
estiman que en Acacia pulchella el nitrdgeno acumulado anualmente que

proviene de la simbiosis puede alcanzar un 70 % del total.

A pesar de que pueden existir distintos procesos por los que se

incrementa el nivel de nitrégeno en los suelos de ambientes xerofiticos,



sélo la simbiosis Rhizobium-leguminosa lefiosa tiene un nivel tal, que

permite ser un elemento Gtil en la recuperacidén de sitios degradados.

Acerca de las leguminosas lenosas, consideradas adecuadas para
crecer en ambientes &ridos y semidridos, Allen y Allen (1981), sefialan
que el microorganismo responsable de la nodulacién en estos géneros
corresponde a razas de Rhizobium de lento crecimiento. Sin embargo, en
estudios posteriores, Herrera et al., (1986) y Jenkins et al., (1987)
encontraron que plantas lenosas que crecian en zonas xerofiticas poseian
nédulos formados tanto por razas de rapido como de lento crecimiento, y
aunque estas Gltimas eran mas frecuentes, las de rapido crecimiento
fueron las que mostraron mayor eficiencia relativa. En otros muestreos
realizados, también en zonas Aaridas, se encontraron gque de 70
aislamientos de ndédulos, todas las razas fueron de rapido crecimiento

(Jenkins et al., 1988).
2. Micorrizas
2.1. Aspectos generales

Desde la segunda mitad del pasado siglo se conocen descripciones
de relaciones entre hifas fangicas y raices, sin embargo, el concepto de
micorriza es acufiado por Frank, en 1885, denominando con éste al sistema
raiz-hongo presente en miembros de la familia Cupuliferae hoy Fagaceae
(Harley, 1989). Posteriormente, se pudo comprobar que la mayoria de las
plantas forman en sus raices esta asociacién simbidética, siendo 1la

excepcidén aquéllas que no la sustentan.

Esta relacidén ha sido objeto de intensos estudios en el presente
siglo, concentrandose especialmente en las Gltimas dos décadas, con lo
que se ha podido determinar que las micorrizas son una parte integral de
la planta con un importante papel en el crecimiento y desarrollo del
vegetal. En la actualidad se acepta que las micorrizas son uno de los
componentes fundamentales de la raiz y de la rizosfera y que tienen gran
importancia en el funcionamiento de la primera y en la dinadmica de las

poblaciones microbianas del suelo que las rodea (Linderman, 1988).
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Los hongos de 1la micorriza, habitantes frecuentes del suelo,
colonizan la corteza de las raices y establecen con la planta un complejo
sistema de interrelaciones determinadas por mecanismos fisicos,
bioquimicos y genéticos, que en la actualidad no son conocidos en su
totalidad. El1 vegetal, ademds de proporcionar un nicho ecolégico,
suministra con los fotosintatos, sustratos energéticos y esqueletos
carbonados al hongo, mientras que, en forma analoga, el microorganismo
por medio de su amplia red de hifas externas, que puede extenderse mas
alla de las zonas de agotamiento rizosférico, capta nutrientes minerales
que transfiere a la planta hospedadora, aspecto que tiene especial
importancia entre los minerales que difunden mé&s lentamente en 1la

solucidén edafica, tales como P, Cu y Zn.

Las plantas pueden presentar diferenté grado de dependencia a la
micorrizacién, caracteristica que se observa al analizar el crecimiento
y desarrollo de aquéllas, en presencia o no del hongo formador de
micorrizas. De esta forma han jugado un destacado papel en la evolucién
y supervivencia de la mayoria de los vegetales, al mismo tiempo que
tienen una significativa incidencia en la actual produccidn vegetal tanto
en sistemas agricolas como forestales, donde ocasionalmente es necesario
incorporar hongos formadores de micorrizas con objeto de suplir las

posibles carencias de no existir este factor.

Las micorrizas son asociaciones casi omnipresentes que tienen una
amplia distribucidén entre los vegetales. S6lo en un reducido grupo de
plantas no se forman, o todavia no se han observado, entre éstas destaca
el orden Centrospermales y las familias: Commelinaceae, Crucifereae,

Cyperaceae, Fumaraceae, Polygonaceae y Urticaceae (Harley, 1989).

Dentro de los anteriores grupos se han citado algunas excepciones,
de tal forma, Hirrel et al., (1978) y Ocampo (1986), encontraron gque
varias especies de Chenopodiaceae y Crucifereae se micorrizaban de forma
limitada en presencia de una planta ya micorrizada, no asi, si crecian
en solitario. Ademds, algunas especies del orden Centrospermales
(Williams et al., 1974) y varias de la familia Cyperaceae (Mejstrick,

1972) y Crucifereae (Ross y Harper, 1973), forman simbiosis con hongos
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micorricicos en condiciones normales.

Desde un punto de vista anatomorfoldédgico las micorrizas se han
clasificado en tres grandes grupos: ectotréficas, endotréficas vy
ectendotréficas (Harley y Smith, 1983). Las ectomicorrizas junto a las
endo-micorrizas son las dominantes y en todas ellas la invasién fangica
queda limitada a la regién cortical no suberificada de la raiz de la
planta hospedadora.

e

Las ectomicorrizas estén preaentesl\alrededor de un 3% de las
plantas superiores de gran interés, siendo comunes en distintas especies
forestales, entre las que se pueden citar las familias Betulaceae,
Fagaceae, Pinaceae, Salicaceae y Tiliaceae y en algunas especies de las
familias Ericaceae, Junglandaceae, Leguminoseae, Mirtaceae y Rosaceae

(Harley y Smith, 1983).

Los hongos que las forman, de micelio tabicado, estén relacionados
con las clases Basidiomicete y Ascomicete (Harley y Smith, 1983),
producen un manto fingico que rodea la raiz y su desarrollo en el
interior de 1la corteza radical es intercelular, lo que origina 1la
denominada red de Hartig (Harley, 1989). Los hongos ectomicorricicos
dependen de sus hospedadores, en condiciones normales, para obtener
compuestos de carbono reducido, sin embargo, muchas especies se pueden
cultivar en ausencia de hospedador utilizando diferentes medios
artificiales. Esta caracteristica ha facilitado enormemente el estudio

de la asociaciédn.

Las endomicorrizas se dividen en 3 grupos, de los cuales el méas
extendido (lo forman del 80-90% de las especies vegetales) y el que
incide directamente en el presente estudio, se caracteriza por el
desarrollo de unas estructuras especializadas, vesiculas y arbasculos en
el cortex radical de 1la planta hospedadora, por ello se denominan
micorrizas vesiculo arbusculares (MVA). Los hongos que las forman no se
han podido cultivar en medios nutritivos, son por tanto, simbiontes
obligados, incapaces de desarrollar su ciclo de vida plenamente si no es

en presencia de una planta hospedadora (Harley y Smith, 1983).
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Los hongos formadores de MVA (HMVA) son inespecificos en cuanto al
hospedador, de tal forma que un simple propagulo puede colonizar un
amplio rango de plantas hospedadoras (Stribley, 1989). No obstante, hay
evidencia de que ciertas asociaciones tienen mayor eficacia que otras de
acuerdo con el grado de "compatibilidad funcional” (Smith y Gianinazzi-

Pearson, 1988) que es diferente para cada asociacién.

Las esporas de los hongos formadores de MVA se pueden encontrar en
el suelo, agrupadas en esporocarpos, libres o asociadas a micelio
extrarradical. Tienen una pared externa gruesa, son globosas u ovaladas
y con la edad aparecen vacuoladas, su contenido citoplasmatico es denso

y rico en gotas lipidicas.

Como criterio de clasificacidén taxondémica de los distintos hongos
formadores de MVA se han usado, principalmente, las caracteristicas
morfolégicas de sus esporas y esporocarpos asi como el modelo de
germinacidén, ademds de 1los tipos de estructuras producidos en el
hospedador cuando se ha establecido la simbiosis. A pesar de ésto no
existe una certeza total respecto a la separacidén de cada nueva especie
ya que 1los criterios taxondmicos basados en estudios genéticos o

bioquimicos son muy rudimentarios (Morton, 1988).

2.2. Caracteristicas diferenciales de los géneros formadores de MVA

Resumiendo la informacidén existente (Azcdn-Aguilar et al., 1991) se
puede decir: Glomus y Sclerocystis forman clamidosporas, originadas
asexualmente en los extremos de hifas vegetativas. Las esporas estan
libres en el suelo o agrupadas al azar en esporocarpos en el caso de
Glomus y ordenadas en esporocarpos en una capa simple alrededor de un
plexo central de hifas estériles en Sclerocystis, por lo que se trata de
un género de hongo endocarpico. En ambos géneros la colonizacidén interna

estd formada por arbisculos y vesiculas.

Acaulospora, Entrophospora, Gigaspora y Scutellospora forman

"azigosporas", similares a las =zigosporas pero, salvo en un caso
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excepcional, sin proceso sexual ni partenogénesis.

En Gigaspora y Scutellospora las esporas se forman sobre una hifa
de sustentacién de base bulbosa engrosada. En Gigaspora, el tubo de
germinacién de la espora emerge directamente a través de la pared y en
la colonizacién producida al hospedador se observa la presencia de
arbisculos, pero no de vesiculas en el parénquima cortical. En
Scutellospora, género recientemente descrito, separado de Gigaspora
(Walker y Sanders, 1986), la germinacidén se produce por uno o mas tubos
producidos cerca de la base de la espora a partir de una "placa" de

germinacién que es caracteristica del género.

Acaulospora forma las azigosporas en solitario, lateralmente sobre
una hifa especializada con un hinchamiento terminal o vesicula que
después vacia su contenido en lo que serda una espora sésil.
Entrophospora forma 1las esporas a partir de una vesicula terminal
producida en una hifa especializada por acumulacién del contenido de la
célula madre. Son dos géneros de dificil separacidén cuando las esporas
estan aisladas, como caracter distintivo se puede usar la existencia de

uno o dos puntos de sutura.

2.3. Formacidén de MVA

2.3.1. Fases de la colonizacién

El desarrollo de una micorriza ocurre segin uno de los modelos
siguientes: formacidén rapida y extensiva, extensiva pero con una fase
retardada y lenta formacidén con una extensidén limitada (Abbot y Robson,
1982). En el suelo existen dos tipos de inéculos claramente
diferenciables que actian como propagulos de MVA: las azigosporas o
clamidosporas y las hifas externas que emergen de raices micorrizadas.
También existen otras estructuras como: trozos de hifas o esporas
secundarias de las que no se tiene evidencia de su caracter colonizador
como posibles propagulos (Warner y Mosse, 1980; Hayman, 1982; St John et
al., 1983).
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Las esporas de resistencia son capaces de soportar condiciones
adversas durante mucho tiempo y pueden germinar cuando éstas son
favorables. Estos 6rganos en los HMVA presentan un periodo de letargo
innato que depende de la especie, pero que en términos generales, en
condiciones de suelo hitmedo, puede durar varias semanas desde 1la
formacién de 1la espora, mientras que en suelo seco se reduce

significativamente tal periodo (Tommerup, 1985).

En la germinacidén de la espora, se produce absorcién de agua que
promueve una mayor turgencia y cambios biofisicos en las membranas
(Siqueira, 1987). Si después de germinar no se produce la colonizacién,
en la espora ocurre una retraccién del citoplasma de la hifa de
germinacidén, mecanismo que se lleva a cabo mediante su tabicacién. De
esta forma, se mantiene su viabilidad (Warner y Mosse, 1980), pudiendo
volver a germinar y repetir el proceso varias veces (Koske, 1988). Lo
anterior, es de gran valor ecolégico, ya que las esporas pueden actuar
como un indéculo funcional durante mayor tiempo. De cualquier forma la
fuente de indéculo més eficaz estd constituido por las hifas procedentes
de restos de raices colonizadas (Tommerup y Abbott, 1981), aunque estas
s6lo mantienen su capacidad colonizadora mientras la raiz conserva un

minimo de actividad metabdlica.

En el ciclo de vida de los hongos MVA, la formacidén de la simbiosis
constituye un proceso complejo en el que siempre se pueden distinguir,

al menos, las siguientes etapas:

I. Germinacidén de la espora y desarrollo del micelio "saprofitico"

La espora tiene almacenado ARNm para la sintesis de proteinas
necesarias en su germinacidén y posterior sintesis de nuevo ARNm para el
desarrollo de hifas (Hepper, 1979). De esta manera, la capacidad
biosintética de las grandes esporas de hongos MVA es suficiente para
lograr la formacién de un micelio mas o menos desarrollado, cuyo

crecimiento, depende de las reservas de la espora madre.
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Tanto la germinacidén de las esporas como la direccién del
crecimiento hifal son independientes de la presencia de las raices de la
planta hospedadora (Powell, 1976). S8lo cuando al menos una de las hifas
llega a la zona rizosférica, se produce una serie de interrelaciones en
las que el hospedador ejerce una considerable influencia en el

comportamiento del endofito.

II. Estimulacidén de una hifa cuando estad en la rizosfera

En la estimulacién fangica en la rizosfera los exudados radicales
parecen desempenar un importante papel. De tal forma, se observa una
correlacién positiva entre el grado de micorrizacién y el ritmo de
exudacidén radical, que estaria segin algunos autores (Azcén y Ocampo,
1981; Graham et al., 1981), posiblemente correlacionado con 1la

permeabilidad de las membranas de las células radiculares.

La presencia de microorganismos rizosféricos también puede facilitar
la formacidén de micorrizas por medio de diferentes mecanismos (Barea y
Azcoén-Aguilar, 1983), tales como, la produccién de compuestos
permeabilizadores de la membrana de las células radiculares (Bowen,
1980), el aumento de la exudacidén o de la produccidén de fitohormonas que

potencian la micorrizacidén (Azcdn et al., 1978).

III. Unién de la hifa infectiva a la superficie radical

Las estructuras fangicas de unidén al hospedador varian de acuerdo
al origen de la hifa de colonizacién, asi si la hifa procede de una
espora, forma una estructura de preinfeccidn consistente en un abanico
de hifas tabicadas no infectivas, del cual se desarrolla otra
colonizadora no tabicada. Sin embargo, cuando la hifa procede de otra
raiz micorrizada, no se forma la estructura de preinfeccién, lo que puede
sugerir que en este Gltimo caso hay un apoyo nutritivo o funcional

(Powell, 1976).
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IV. Formacidén de un punto de penetracidn

Cuando una hifa contacta con wuna raiz susceptible de ser
micorrizada, puede que ocurra O no la penetracién, sin embargo, si se
produce el primer punto de entrada, en la raiz se aumenta la
predisposicién a ser colonizada nuevamente (Azcdn Aguilar et al 1984;

Bonfante-Fasolo, 1984).

2.3.2. Morfologia de las MVA

Segin la edad de las células radicales, éstas pueden o no manifestar
la colonizacidén, asi en células jdvenes, tanto su estructura como la del
hongo aparecen 1integras, mientras que en otras de mayor edad, ambos
simbiontes muestran estructuras degradadas (Allen et al., 1989). De
todas formas, la magnitud de la colonizacién interna esta controlada por

el hospedador (Buwalda et al., 1984).

Tras la penetracién, el hongo coloniza el cértex mediante hifas
distributivas que se ramifican inter e intracelularmente (Bonfante-
Fasolo, 1984). En la parte externa del parénquima cortical el endofito
forma unos enrollamientos espirales de hifas intracelularmente, mientras
que en las células de la parte interna desarrolla hifas intercelulares
que, al penetrar, se ramifican. La membrana de las células del hospedador
se invagina rodeando las ramificaciones del hongo. A esas estructuras

ramificadas se les denomina "arbisculos".

Los arbusculos, que pueden aparecer entre los 6 y 8 dias de la
penetracién, se producen por divisidén dicotémica de una rama lateral de
una hifa de desarrollo intercelular paralela al cilindro vascular. Dentro
de una célula cortical hospedadora sélo se forma un arbisculo, con
funcién de intercambio biotréfico bidireccional de nutrientes (Smith y
Gianinazzi-Pearson, 1988). Tras una corta vida, de 4 a 10 dias, degeneran
y la célula cortical recupera su actividad normal, e incluso la capacidad

de que en su interior se desarrolle un nuevo arbisculo.

Las "vesiculas", el otro érgano caracteristico de las MVA, se forman
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a lo largo de toda la raiz y en algunos casos incluso,
extrarradicalmente, cuando el desarrollo de las hifas internas esta
establecido. Su contenido elevado en lipidos, hace suponer que actaan
como 6rganos de reserva, y la cantidad de ellas en una raiz, dependera

de su edad fisiolégica.

Al mismo tiempo, las hifas del hongo MVA crecen externamente hacia
el sustrato que rodea a la raiz, formando el micelio extrarradical, cuyo
desarrollo es un hecho clave en la respuesta de la planta a la micorriza
(Abbot y Robson, 1985). Segin Smith y Gianinazzi-Pearson (1988) 1 cm de
raiz micorrizada puede tener varios metros de hifas externas capaces de
explorar un volumen de suelo adicional, al que no acceden las raices no
micorrizadas. Asi, se aumenta notablemente la capacidad de captacién de
nutrientes al explorar mas alla de las zonas de agotamiento de nutrientes

inméviles de la rizosfera.

Sobre la red tridimensional de micelio externo se forman las esporas
de resistencia, ricas en material lipidico, que a veces se agrupan en
esporocarpos y que constituyen el inicio y fin del ciclo de vida de estos

hongos.

2.3.3. Factores que afectan la formacién de las MVA

2.3.3.1. Grado de dependencia de la planta

Las especies con un sistema radical tipo magnoloide, poco
ramificado, grueso y sin pelos radicales, tienen mayor dificultad para
captar nutrientes que difunden lentamente en la solucidén edafica, o con
mayor demanda por é€llos; son las que obtienen mas beneficios de las MVA,
al mismo tiempo, este hecho se traduce en que sean las mas dependientes
de la simbiosis para alcanzar un crecimiento 6ptimo. De esta manera, la
morfologia y geometria de la raiz por un lado, y el metabolismo vy
fisiologia de la planta por otro, determinan, en gran medida, el grado

de micotrofia de las plantas.

Una vez establecida 1la simbiosis, el genotipo de 1la planta
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hospedadora condiciona su eficiencia (Estatn y Save, 1990), mientras que
la relacidén encontrada entre la colonizacidén, el potencial del indculo
y la abundancia de esporas condiciona la interdependencia planta MVA y
sus respuestas a condiciones ambientales (Benjamin, et al., 1988). De
todas formas, esta interaccién entre planta-hongo indica un grado
extraordinario de compatiblilidad tanto a nivel estructural como

fisioldégico (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).

2.3.3.2. Especificidad en las MVA

Los HMVA presentan una baja especificidad, a pesar de ésto, aparecen
en determinadas condiciones de suelo o clima especies predominantes
(Bethlenfalvay et al., 1989). Lo anterior se puede deber a las diferentes
alternativas de supervivencia y adaptacién de los hongos, lo que tiene

especial importancia en suelos semiaridos (McGee, 1989).

Entre las propiedades del suelo que ejercen mayor influencia
selectiva en los HMVA, se encuentra el pH y el nivel de macro y
micronutrientes asimilables sobre distintas especies de hongos MVA (McGee

1989).

2.3.3.3. Efectividad de las MVA

A pesar de la no especificidad en la simbiosis hongo-planta, si hay
una fuerte correlacidén entre el tipo de endofito y la planta hospedadora

(Barea, 1991) en lo que a eficiencia de la relacidén se refiere.

La respuesta de una planta a la simbiosis dependerda de sus
requerimientos nutritivos y de los mecanismos que le permitan superar el
estrés nutritivo (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988). De todas formas, las
plantas con MVA presentan una relacién de distribucidén de fitomasa
raiz/parte aérea menor que aquellas asimbidticas, ademas dicho valor es
inversamente proporcional a la biomasa total (Bethlenfalvay et al.,

1985a).
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La efectividad simbibética de estos hongos se puede definir como la
capacidad de estimulacién del crecimiento del vegetal, a pesar de ésto,
no existe correlacién entre la magnitud de la infeccidén interna y su
repercusién en el crecimiento de la planta (Clarke y Mosse, 1981), ni
tampoco, entre la velocidad y extensién de 1la colonizacién con 1la
efectividad de la simbiosis (Vierheilig, 1990). Los mejores endofitos
deberian ser los que produzcan mds micelio externo para captar nutrientes

(Abbott y Robson, 1984).

2.3.3.4. Condiciones fisico quimicas del medio

Los factores ambientales, como humedad y temperatura, afectan
directamente la simbiosis. Concretamente, cuando las temperaturas
alcanzadas por las raices van de 40 a 45°C la colonizacién de MVA no
modera la conductividad hidrica (Newman, 1988). Por otro lado, si se
disminuye la intensidad luminosa o cuando el fotoperiodo se acorta, se
reduce la respuesta a la micorrizacidén (Hayman, 1984) por una menor
capacidad fotosintética de 1la planta, lo que rebaja el aporte de

carbohidratos al hongo.

También el ambiente puede afectar indirectamente a la simbiosis al
incidir en la germinacién de 1las esporas. Otros factores como la
contaminacidn disminuyen la micorrizacién, incluso en arboles
considerados sanos (Holes y Berki, 1988). La aplicacién excesiva de
fertilizantes quimicos fosforados y nitrogenados es otro ejemplo de
factor negativo en la formacién de MVA (Abbott y Robson, 1984; Barea y

Azcdén-Aguilar, 1983; Avio y Giovannetti, 1988).
2.3.3.5. Condiciones biolégicas del medio

La presencia de microorganismos es un aspecto de notable incidencia
en la germinacién de los HMVA, pudiendo tener efectos mas o menos

significativos segln el microorganismo involucrado (Azcdén-Aguilar et al.,

1986, Mayo et al.,1986).
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Se ha observado gque la reduccién en la efectividad de algunas
asociaciones micorricicas en campo, estd asociada a la presencia en estos
suelos de microartrdépodos, especialmente del orden Collembola (McGonigle
y Fitter, 1988). A pesar de que generalmente estos organismos se asocian
desde un punto de vista positivo en relacidén a los ciclos de nutrientes
del suelo, al parecer la continua ingestién de micelio micorricico puede
provocar una disminucién de las conexiones hifales, dando origen a una

pérdida de produccién de biomasa vegetal.

Las respuestas, sin embargo, a los anteriores factores por los HMVA
no es la misma en todos los casos y varia de acuerdo a la especie de

hongo asi como del lugar de aislamiento del mismo (Mosse et al., 1981).

3. Rhizobium

3.1. Aspectos generales

El ciclo del N tiene uno de sus eslabones mads importantes en la
incorporacidén del dinitrdégeno de la atmdsfera a la biosfera mediante la
llamada fijacién bioldégica de nitrdégeno (FBN), este proceso es llevado
a cabo por microorganismos de vida libre o asociados simbidticamente a
plantas. Pieza clave en la FBN es la enzima nitrogenasa, siendo el amonio
el primer producto estable que aparece en el proceso (Emerich et al.,
1983). Entre las distintas formas de FBN la de mayor importancia es la
que ocurre en Organos nodulares radicales en las plantas superiores. La
fijacidén simbidética del N, es un proceso tan importante en el
mantenimiento de la vida en los ambientes terrestres, que sbélo es
desplazada a un segundo plano por 1la fotosintesis. La FBN es
extremadamente importante, ya que la planta puede proveerse de este
elemento de la atmésfera que en términos practicos es una fuente sin

limite de N, (Beringer, 1984).

Se puede concluir que la FBN alcanza su maxima eficiencia y magnitud
en las simbiosis radiculares establecidas entre gran parte de las
especies de la familia Leguminosae y algunos géneros de la familia

Rhizobiaceae, pertenecientes a los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium,
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Azorhizobium, Sinorhizobium Yy Frankia. En esta relaciédn, el
microorganismo es capaz de inducir estructuras nodulares especificas en
la raiz, sitios en los que la bacteria, previa transformacién fisioldgica
y anatémica a bacteroide, es capaz de reducir el dinitrégeno atmosférico
a amonio, utilizando como fuente de energia los compuestos carbonados

fotosintetizados por la planta.

Como se dijo anteriormente, la capacidad de reduccién del N, se debe
a la actividad del complejo enzimatico "nitrogenasa", que presenta una
estructura y propiedades similares en todos los microorganismos fijadores
de nitrégeno. Su evolucidn se ha asociado, segin diversos autores, (Burns
y Hardy, 1975; Trinick, 1982) a un caracter primitivo. La enzima
nitrogenasa consta de dos subunidades, la I o molibdoferroproteina, y la
II o ferroproteina. Tanto la FBN, como todas las otras reacciones que
cataliza esta enzima, requieren ademds de la presencia de ambos
componentes, poder reductor, Mg, ATP, protones y ambiente anaerdbico
(Burgess, 1984). El1 proceso de fijacién en 1leguminosas implica un
complejo proceso de interacciones metabdlicas entre el citoplasma de la
célula hospedadora infectada y el bacteroide de Rhizobium, sistema que

es controlado por una serie de mecanismos biogquimicos y genéticos.

La actividad nitrogenasa produce liberacidn de H, que puede tener una
importante consecuencia fisiolégica, por su capacidad inhibidora de 1la
reduccién de N,, aunque no de protones. De esta forma, una acumulacidn de
H, implicard la disminucién en la fijacién de N,, sin embargo, 1la
nitrogenasa continuard produciendo H, lo que supone una gran pérdida de
poder reductor y ATP (Herrera, 1984). Actualmente se reconoce que es el
hospedador el que determina la expresidén de la hidrogenasa, ya que una
misma raza de Rhizobium se comportarid de forma diferente de acuerdo con
el hospedador que tenga. Lo anterior sucede, no s6lo en especies
diferentes de leguminosas, sino que también entre variedades de una misma

especie (Bedmar et al., 1983).

La energia requerida en la simbiosis Rhizobium- leguminosa se
obtiene a partir del fotosintato que llega a los nédulos a través del

floema. Se establece asi una estrecha relacidén entre la fotosintesis de
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la planta, la distribucidén de fotosintato y la fijacién del N,. De esta
forma, las necesidades de energla asociadas con la reduccidn de N, en el
endofito y la asimilacién del NH*, producido en el citosol del hospedador,
ademds de la sintesis de compuestos organicos nitrogenados para exportar
desde el ndédulo, se satisfacen con productos de la fotosintesis. Por
Gltimo, el fotosintato es utilizado como esqueleto carbonado, lo que
permite el desarrollo y mantenimiento del tejido nodular (Schubert,

1986).

3.1.1. Clasificacién

Desde que a fines del siglo pasado se conocid que son bacterias las
responsables de la formacidn de los nédulos radicales en las leguminosas,
y de la fijacién de nitrdégeno, se han realizado multitud de esfuerzos por

clasificar taxonémicamente dichos microorganismos.

Inicialmente se separaron en dos grupos, en base a su velocidad de
crecimiento, posteriormente, dada la especificidad mostrada por distintas
leguminosas hospedadoras, el género Rhizobium fue dividido en seis
especies diferentes, ademas de un grupo extra en el que se situaban
aquellas razas de clasificacién conflictiva, segin se indica en el cuadro

I.

Recientemente y por medio de analisis de homologia de ADN,
relaciones seroldgicas, electroforesis de proteinas solubles y por
analisis taxondmico numérico, se han reclasificado las bacterias de este
género, agrupando algunas especies, eliminando otras, ademads de

incorporar la presencia de un nuevo género (Cuadro II).
Aquellas bacterias que no pueden situarse en ninguna de las especies

se denominan, Rhizobium o Bradyrhizobium sp., acompafnado del nombre

latino de la especie de leguminosa a la que nodulan.
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Cuadro I.- Clasificacién inicial de

simbiosis con leguminosas.

las bacterias fijadoras de N,

Tipo de Rhizobium Hospedadores
crecimiento
rapido R. leguminosarum Pisum, Lens, Vicia
crecimiento R. phaseoli Phaseolus
R. trifolii Trifolium
R. meliloti Medicago, Melilotus,
Trigonella
lento R. japonicum Glycine
crecimiento R. lupini Lupinus, Ornithopus
R. COWPEA Otros
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Cuadro II. Ultima clasificacién de bacterias fijadoras de N2 en simbiosis con leguminosas

GENERO ESPECIE BIOVARIEDAD PLANTAS QUE NODULA CARACTERISTICAS
Rhizobium meliloti Medicago, Melitotus, Trigonella Rdpido crecimiento
leguminosarum viceae Pisum, Vicia, Lens "
phaseoli Phaseolus "
trifolii Trifolium "
loti Lotus "
Bradyrhizobium Japonicum Glycine y Lupinus Lento crecimiento
Azorhizobium caulinodans Sesbania rostrata Nédulos en tallo y raiz
Sinorhizobium fredii Glycine Rapido crecimiento
xinjiangesis Rapido crecimiento




3.2. Formacién de los nédulos

3.2.1. Fases de la infeccidén

Desde el momento en que la bacteria estd en la rizosfera de 1la
leguminosa, hasta que se produce la fijacién de N,, se pueden diferenciar
una serie de etapas, definidas y secuenciales, controladas por ambos
simbiontes, de tal forma que si falla alguna de ellas el proceso aborta.
Asi, la formacidén de ndédulos fijadores de N en plantas leguminosas es la
culminacién de un proceso integrador en el que estdn involucrados
numerosos genes de la bacteria y de la planta, sujetos a sefales vy
cambios que ocurren entre el macro y microsimbionte (Downie y Johnston,

1988).

Los sucesos que tienen lugar en la fase de preinfeccidén, infeccidn
y nodulacidén, en la colonizacién de leguminosas por Rhizobium, son
similares a los que tienen lugar en otras asociaciones con caracter

parasitico (Sharifi, 1984).

Para Faria et al., (1988) la secuencia en la infeccidén estad dada
por:
a) Colonizacién de la superficie radical
b) Penetracién de la pared primaria de células epidérmicas radicales
c) Penetracidén intracelular
d) Penetracidén ocasional de células epidérmicas y corticales entre

células vecinas.

Los mecanismos de infeccidn de los microorganismos fijadores de N,
de la familia Rhizobiaceae son diversos y se han descrito los siguientes
sitios de entrada en la planta: pelos radicales, heridas y epidermis

(Sprent y Faria, 1988).

La penetracidén de las bacterias a través de los pelos radicales de
la planta hospedadora ocurre normalmente entre 20 y 22 horas después de
la inoculacidén (Ridge y Rolfe, 1985). La bacteria induce una invaginacién

en el pelo radical, formando un canal de infeccién por el continuo
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crecimiento bacteriano dentro de él, posteriormente, las bacterias son

liberadas en algunas células del cdértex radical.

Existe un alto grado de especificidad cuando el sistema de infeccidn
en la planta hospedadora se realiza via pelos radicales, mientras que es
menor cuando la bacteria penetra directamente, rompiendo la epidermis

radical o a través de una herida (Solheim, 1983).

El establecimiento de la bacteria en las células de 1la planta
requiere un gran equilibrio entre el endofito y el hospedador, 1la
penetracién puede tener lugar sélo en una o en un reducido numero de
células que se dividen rapidamente produciendo la estructura nodular
propia de la simbiosis (Sprent y Faria, 1988). No obstante, hay algunas
evidencias acerca de que, antes incluso de la penetracidn, podria ocurrir
divisién celular en el tejido del futuro ndédulo, por lo que se podria
estar en presencia de un factor extracelular difusible que desencadena

el proceso de formacidén nodular (Long, 1989).

3.2.2. Factores que afectan a la simbiosis

En términos generales, cualquier factor que incida en alguna de las
fases del proceso puede influenciar el estado de la simbiosis, sin
embargo hay algunas condiciones que afectan especificamente la relacién
simbidética, a pesar de que son de poca relevancia para las partes si se

analizan independientemente.

3.2.2.1. Condiciones quimicas del medio

En &areas &aridas o semidridas puede que el agua no sea el mayor
factor limitante para el crecimiento de la planta, pero si lo puede ser
en el establecimiento y funcién de la simbiosis (Dommergues, 1982). De
tal forma, en algunos casos, el estrés hidrico puede reducir o impedir

la nodulacidén o hacer que decrezca la fijacidén de N, (Pena et al., 1988).
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Dentro de los factores quimicos, el pH también afecta a los procesos
de infeccién y nodulacién, si bien lo hace de forma diferente segin la
especie de leguminosa o la raza de Rhizobium. No obstante, en condiciones
naturales de suelo, es muy dificil aislar el pH de otros factores, tales
como la presencia de elementos téxicos (Ca, Mn, Al). También se debe de
considerar que, en areas de pH &cido, el P es un factor limitante de
particular importancia para el crecimiento de la planta, nodulacién y
fijacién de N,. Becking (1976), sin embargo, a partir de ensayos de
laboratorio, sugiere que el pH no es el limitante de la nodulacién en

plantas no leguminosas (actinorrizas).

La salinidad es otro factor a considerar en el suelo, en este
sentido, Singleton et al., (1982) encontraron en una serie de ensayos,
que muchas razas de Rhizobium pueden crecer y sobrevivir a
concentraciones salinas que son limitantes a un amplio namero de cultivos
agricolas, no obstante las primeras etapas del proceso simbibético pueden
ser extremadamente sensibles a la salinidad (Bohlool et al., 1986). Otro
aspecto que incide negativamente en la nodulacidn es la presencia de N

combinado, en el sustrato de cultivo del vegetal (Dixon y Wheeler, 1983).

3.2.2.2. Condiciones fisicas

Los fendmenos de adsorcidén entre microorganismos y las particulas
del suelo, en muchos ambientes, tienen una importancia de primera linea
en ecologia microbiana. De esta manera, se ha sugerido que la textura del
suelo puede ser una importante caracteristica que determina la capacidad
de algunas razas de Rhizobium a sobrevivir a la desecacidén y al calor

(Bushby, 1982).

La temperatura del suelo rizosférico, al influir directamente en la
temperatura que alcanza la raiz, incide también en la simbiosis. De esta
forma, se ha estimado que sobre los 30°C se afecta la nodulacién,
retardadndola o disminuyéndola, segin los inoculantes y de acuerdo a si
las plantas estdn o no adaptadas a estas condiciones. A pesar de lo
anterior, no se conoce cébmo afecta la temperatura a la distribucidén de

los nédulos en especies lefiosas. Aunque se debe tener en cuenta que en
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muchas leguminosas, la mayor cantidad de nédulos se localiza en los
estratos menos superficiales del suelo con lo que se disminuye este

problema (Munns et al., 1977).

3.2.2.3. Condiciones biolégicas

Los suelos en los que se cultivan leguminosas pueden sostener
abundantes poblaciones de Rhizobium sp., que pueden ser o no efectivos
en un cultivo determinado. En tales casos los indculos seleccionados
tienen que competir por sustrato y espacio, tanto con las razas nativas

de Rhizobium, como con la poblacidén microbiana del suelo (Trinick, 1982).

La materia organica también interacciona con los microorganismos del
suelo y aunque se asume que su presencia deberia ser beneficiosa para la
sobrevivencia de Rhizobium, no siempre ocurre asi. Los mecanismos por los
que la materia orgadnica aumenta la supervivencia de la bacteria es
posible que estén asociados a una alteracidn en la relacidn de predacién,

al otorgar una proteccidén extra frente a bacteridéfagos (Bushby, 1982).

Algunos factores intrinsecos de la bacteria también se deben de
tener en cuenta, de esta forma, los requerimientos nutricionales son
diferentes para razas de rapido o lento crecimiento (Stowers y Elglesman,

1984).

También se ha observado que algunos agentes patdgenos como nematodos
e insectos que producen defoliacidén producen ataques a las plantas cuyas
consecuencias inciden sobre los efectos de la simbiosis, reduciendo la

nodulacidn.

4. Doble simbiosis en leguminosas: micorrizas y nddulos

4.1. Fisiologia de la doble simbiosis

La simbiosis tripartita Rhizobium-MVA-leguminosa permite que se

alcance un nivel nutricional 6ptimo en las plantas que la sustentan. En

las subfamilias Mimosoideae y Papilionoideae, dentro de las cuales se
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incluye una gran variedad de especies lefiosas, tanto arbustos como
adrboles, se puede encontrar frecuentemente este tipo de doble simbiosis
(Hayman, 1986; Barea et al., 1990a). En estas subfamilias se encuentran
menor numero de especies lefosas que en las Caesalpinioideae, sin
embargo, son las que tienen mayor tasa de fijacién de N. (Brewbaker,

1990)

En las Gltimas décadas se ha comenzado el estudio de 1la doble
simbiosis en leguminosas, sin embargo se ha dirigido principalmente a
plantas herbaceas, de esta manera, la informacién existente en
leguminosas lefiosas es relativamente escasa y en algunos casos

contradictoria, o muy especifica para determinadas condiciones de ensayo.

Se ha descrito que, ocasionalmente, el desarrollo de cada
microsimbionte radicular es mayor en ausencia del otro (Brown vy
Bethlenfalvay, 1986). La inhibicién se ha atribuido a la competicién
entre ellos por carbohidratos radiculares, aspecto que también afecta a

la productividad de la planta (Bethlenfalvay et al., 1985b).

El orden y tiempo de inoculacién de los simbiontes radiculares es
muy importante en la interaccidén, asi Brown y Bethlenfalvay, (1986)
observaron que la nodulacidén en la simbiosis tripartita se inhibia cuando
se introducia el hongo formador de MVA en una fase inicial. Por otra
parte, si ambos endofitos se inoculan cuando la planta tiene 20 dias, el
drea foliar es mayor que cuando se inoculan en el momento de germinacién
de las semillas. Si se aplica un solo inoculante o ambos separadamente,
se da origen a plantas de area foliar intermedia (Brown y Bethlenfalvay,

1987).

Sin embargo, en suelos con deficiencia de P, Kaur y Singh (1988)
sefialan, que la doble inoculacién produce un gran incremento, tanto en
la colonizacién por hongos MVA, como en la nodulacién y en el contenido
de N y P de la planta hospedadora, con la consiguiente mayor produccién
de biomasa. La respuesta de la leguminosa herbdcea a la doble inoculacién
se debe entender como un fendémeno de interaccidén sinérgica, en estas

condiciones ambientales y nutricionales, la contribucién de las MVA en
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la simbiosis tripartita es particularmente significativa en las
leguminosas, debido al gran requerimiento de P en la formacién de los

nédulos y en la posterior fijacién de N,.

La deficiencia de P puede limitar la nodulacién, sin embargo, en
plantas de soja en doble simbiosis, con Rhizobium y hongos MVA se ha
observado que se elimina 1la incidencia de este factor cuando 1la
concentracién de este elemento en el suelo es, al menos, de 20 uM.
(Bethlenfalvay y Yoder, 1981). De esta manera, si una leguminosa crece
en ambientes con bajo contenido de P asimilable, la formacidén de MVA
promueve la nodulacién y fijacidén de N, (Barea y Azcdn Aguilar, 1983).
Andlogamente la asociacidén planta-Rhizobium influye positivamente en la
colonizacién y desarrollo de las vesiculas del hongo en las raices de la

planta hospedadora (Pacovsky et al., 1986).

Es evidente, por tanto que la doble simbiosis es particularmente
importante en leguminosas cultivadas en ambientes deficitarios en P y N
ya que la micorrizacidén estimula la actividad nodular, con lo que se
aumenta el crecimiento de la planta hospedadora (Vejsadova et al., 1987).
La colonizacién del sistema radical por uno o ambos de los endofitos
produce cambios en la absorcién y distribucién de algunos elementos
nutricionales de 1la planta hospedadora, particularmente fésforo o

nitrégeno (Bethlenfalvay y Yoder, 1981).

La interaccidén existente entre los microsimbiomtes asociados a una
misma leguminosa puede ser directa o mediante la accidn que ejercen sobre
la planta. Tales interacciones entre Rhizobium y HMVA puede existir tanto
a nivel de precolonizacidén en la rizosfera, como durante el proceso de
penetracién de la raiz, o en etapas posteriores de la simbiosis. La
informacién respecto a las interacciones entre los dos microsimbiontes
en la rizosfera indica que, aunque la nodulacién y la formacidén de MVA
ocurren practicamente en forma simultanea, los dos endofitos no parecen
competir por sitios de penetracidén (Smith y Bowen, 1979; Ames vy

Bethlenfalvay, 1987).
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El efecto de las MVA sobre la capacidad colonizadora de Rhizobium,
en el nuimero y tamafio de los ndédulos y en la actividad de éstos, parece
deberse, en gran parte, a un efecto generalizado derivado de la mayor

disponibilidad de P de las plantas micorrizadas (Gueye et al., 1987).

Sin embargo, Ames y Bethlenfalvay (1987) senalan la existencia de
un factor potenciador del peso seco de la raiz y de la actividad nodular,
de caracter localizado, no sistematico y no mediado directamente por el
P. En este sentido, ademds del aporte extra de P inducido por las
micorrizas a las plantas con que se asocian, Pacovsky et al. (1986) han

descrito, que en leguminosas también se producen mayores concentraciones

de Fe, Zn y Cu.

Los resultados de la doble simbiosis medidos como eficiencia en uso
del P y N, en comparacidén con los que se producen en plantas dadas de P
y N (fertilizante), sugieren efectos no nutricionales, de las MVA sobre
las funciones simbidticas que estarian mediados por el hospedador (Brown
y Bethlenfalvay, 1988). La respuesta de la planta a la doble colonizacidn
es compleja, y depende del equilibrio existente entre 1los tres
simbiontes, que en muchos casos, s8blo se puede explicar por la
intervencién de procesos de regulacién funcional que ocurren en forma
adicional a los relacionados con el aporte de nutrientes por los

microsimbiontes (Pacovsky y Fuller, 1988).

Tanto la calidad como la cantidad de carbohidratos, proteinas vy
aminoacidos encontrados en plantas asociadas a Rhizobium y HMVA dependen
de los cambios fisiolégicos ocasionados por la infeccidn bacteriana o del

hongo endomicorrizico (Pacovsky, 1989).

Bajo estrés hidrico, la doble simbiosis también altera la fisiologia
de las plantas, de tal manera gue, en estas condiciones, se ha observado
que gran parte de los valores correspondientes a parametros fisiolégicos
de las plantas con doble inoculacidn son mayores que los de aquéllas sin
micorrizar, o con aporte de P compensatorio (Bethenfalvay et al., 1987);
Barea et al., 1990b). Especificamente, se ha descrito una disminucidn

significativa en la transpiracién y conductancia medida en hojas, que fue
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significativamente mayor en plantas micorrizadas. Esta mejor adaptacidn
al ambiente seco, observada en plantas con doble simbiosis, se puede
explicar por el efecto estimulador de las HMVA en el desarrollo de los
nédulos y en la fijacidén de N,, con lo que se mejora el estado nutricional
de la planta. Lo anterior no es s6lo resultado de una mejor nutricién
fosforada, sino que también hay incremento en la fijacidén de CO, por una
mejor conductancia foliar, producto de 1la existencia de sistemas
bioreguladores propios de la simbiosis. Los efectos producidos en los
niveles de CO,, P y N en plantas con doble simbiosis frente a plantas no
simbidticas, son positivos y se pueden considerar como consecuencia
directa de la doble simbiosis; ademas, se ha encontrado que los efectos
de los endofitos sobre la fijacién de CO,son aditivos (Brown et al,

1988).

Las diferentes respuestas de las plantas ante los inoculantes han
sido expresadas en términos de biomasa, relaciones hidricas, tolerancia
a metales pesados o desarrollo del micelio externo del hongo. La
procedencia geografica de las especies de HMVA puede ser una fuente de
variabilidad que de origen a distintas caracteristicas o respuestas en
la simbiosis. De esta forma, los aislamientos de HMVA en zonas &ridas,
y la posterior inoculacidén de éstos en leguminosas, produce mayores
contenidos en K que en leguminosas noduladas inoculadas con la misma
especie de hongo procedente de zonas semiaridas o templadas

(Bethlenfalvay et al., 1989).

4.2. Transporte de nutrientes

Hay evidencias experimentales que apoyan la existencia de puentes
de unidén establecidos por 1las hifas de 1las micorrizas comunes a
diferentes plantas que crecen en vecindad en comunidades naturales. Este
hecho modifica los fendémenos de competicidén por nutrientes, el ciclado

de estos y su tasa de reposicidén (Newman, 1988).

Otro caso es el efecto de las MVA sobre la translocacidén vy

distribucidn de nutrientes en la propia planta. Boerner (1986), describe
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la existencia de retranslocacidén de nutrientes, en plantas lefiosas cuando
crecen en sitios de baja fertilidad, con valores superiores a los

encontrados en plantas herbaceas asociadas.

En plantas herbaceas que ocupan el sotobosque, se ha observado
reabsorcién, pero no asi en los vegetales que crecen en ambientes muy
luminosos, lo cual se explicaria por la disminucidén de las reservas
energéticas ocasionada por la limitacidén luminosa a que estdn sometidas

dichas plantas (Boerner, 1986).

Ademas, si se considera el transporte de nutrientes dentro de la
propia planta, hay que tener en cuenta sus asociaciones simbidéticas, no
en la medida en que alteren la distribucién en ella, sino también, en el
transporte de nutrientes desde el microsimbionte al hospedador vy
viceversa. En estas asociaciones con transporte bidireccional, la
estructura y funcién de 1las interfases y el flujo a través de las
membranas de ambos organismos es de gran importancia. En este sentido,
el funcionalismo de las ATPasas de membranas en hongos deben de estar
implicadas en los mecanismos de transporte de la simbiosis micorricica,
lo que posiblemente incidira en el establecimiento de un modelo biolégico
de mayor complejidad que el de un simple cambio de carbono por fésforo

(Smith y Smith, 1990).

Normalmente, el hongo MVA toma P del suelo por un mecanismo activo,
lo transloca pasivamente a la interfase apoplastica del arbasculo, sitio
en donde de forma activa es tomado por 1las células radicales. El
transporte de P entre plantas requiere que la interfase simbidtica de la
planta donadora tenga un transporte inverso al que existe normalmente,
con un flujo de P desde las células radicales hasta el apoplasto y

absorcién de éste por el hongo.

En la simbiosis Rhizobium—-leguminosa, el N, atmosférico es reducido
en los bacteroides con lo que la planta obtiene N en forma de amonio;
este producto debe ser asimilado rapidamente en una combinacidén orgénica
con objeto de impedir la inhibicidén del proceso enzimatico, y por el

caracter téxico del mismo (Dixon y Wheeler, 1983). No se ha encontrado
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evidencia de que ocurra el transporte de formas inorgdnicas de N. Por
otra parte, en la simbiosis MVA, el hongo puede transportar a la planta
N en forma de glutamina, y quizas otros aminodcidos, ademds de nutrientes
inorgdnicos como P, Zn y Cu. Tanto en la simbiosis Rhizobium-leguminosa
como en la MVA, no hay transporte hacia la planta de ninguna forma de
carbono organico. Asi, en ambas simbiosis, es la planta la fuente de
carbono organico, que en el caso del hongo, se realiza probablemente en
forma de hexosas, mientras que en el caso de Rhizobium, se hace como

adcidos organicos (Smith y Smith, 1990).

Respecto al transporte de nutrientes entre plantas, los estudios
relizados con trazadores isbtopicos ponen de manifiesto el posible
movimiento de C, N y P desde una planta donadora a una receptora a través

de las uniones entre hifas micorricicas (Newman, 1988).

Aunque se ha observado la transferencia de !'*C de una planta a otra,
via unidén micorricica, no estd claro que la transferencia de compuestos
organicos pueda ser suficiente para aumentar significativamente el

crecimiento, o la supervivencia, de la planta receptora (Newman, 1988).

Haystead et al. (1988) demuestran, utilizando N, la transferencia
de nitrdégeno entre sistemas radicales de 1leguminosas y gramineas
asociadas, mediado posiblemente, por hifas micorricicas. En este sentido
es ampliamente conocido el efecto beneficioso en la nutricidn nitrogenada
en cultivos mixtos de plantas fijadoras de nitrdégeno y no fijadoras, que
estd relacionado con la posible transferencia de nitrdégeno procedente de
la fijacidén, a los vegetales no fijadores (Burity et al., 1989). Se ha
descrito que los niveles de fijacién calculados son diferentes si las
plantas fijadoras crecen aisladas o junto a plantas no fijadoras. Esto
se atribuye a la existencia de transferencia de N que influye en el caso
de cultivos mixtos (Papastylianov y Danso, 1989). Sin embargo, Barea et
al (1989a), en ensayos analogos han encontrado que los niveles de
fijacién de N, calculados (NY) en leguminosas micorrizadas es similar

cuando crecen aisladas o junto a gramineas.
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4.3. Trazadores isotdpicos

El uso de N” en estudios de fisiologia vegetal ofrece amplias
ventajas con respecto a otros sistemas de andlisis. Particularmente el
empleo de este is6topo estable es base de métodos de eleccibén para
estudiar fijacién de N,, mineralizacién del N, nitrificacién vy
transferencia del N entre especies vegetales que crecen en proximidad
(Guiraud y Marol, 1982; Chotte et al., 1986; Danso, 1988; Guiraud et al.,

1989; Martinez y Guiraud, 1990; Mallarino et al., 1990a,b).

En el caso de condiciones Aridas o semidridas el uso de NY” ha
permitido estimaciones de gran interés , tales como seleccidén de
simbiontes (Kirda et al., 1989) determinacidén del coeficiente de
utilizacidén de un fertilizante (Guiraud y Boniface, 1987), evaluacidn del

efecto de las micorrizas (Azcbdn et al., 1988) etc.

Existen varios procedimientos que usan N para evaluar la FBN, entre

ellos se pueden seleccionar los basados en:

a) Uso de PN,.

Permite estimaciones directas de la fijacién de nitrdégeno. Se
requiere mantener las plantas un corto espacio de tiempo en una camara
cerrada y suministrarles una atmésfera enriquecida con "“N,. La principal
limitante del método radica en que las condiciones de aplicacidén difieren

de las naturales.

b) Diferencia en la "abundancia natural" de N“ entre el suelo y la

atmésfera.

Esta es una técnica de gran precisién que ofrece estimaciones muy
fiables en los casos en que es aplicable. Se basa en la existencia de un
cierto nivel de discriminacién isotdépica durante el desarrollo de los
suelos, por lo cual, en muchos casos, é&stos tienen una relacidén mayor de
N'/N'* que la que hay en la atmésfera (Hardanson et al., 1987). En

consecuencia, las plantas fijadoras suelen tener una abundancia natural
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en N" ligeramente mas baja que las no fijadoras (Rennie, 1986). Dado que
la abundancia natural media de N es de 0.3660%, y que las alteraciones
afectan wusualmente so0lo a la cuarta decimal, las medidas son
extremadamente complicadas y requieren ineludiblemente un espectrémetro

de masas.

c) Uso de sustratos enriquecidos con N por adicién de un fertilizante.
qu

Este es el Gnico método directo que permite una evaluacién integrada
de la FBN a lo largo del tiempo y distinguir la contribucidn del suelo
(% Npd Suelo), fertilizante (%Npd Fert.) y atmbésfera (%Npd Fij.) al
contenido total de la planta (Npd=N procedente de). En esta metodologia
existen dos variantes: la "técnica de dilucidn isotdpica"™ y la "técnica
del valor A". En ambos casos el uso correcto del método requiere 1la
elecciébn de una planta de referencia adecuada, que se usa para estimar
la relacién NY/N'* del suelo, o el N disponible en el mismo (Danso, 1988;

Hardanson y Danso, 1990).

Ambas técnicas asumen que: (a) El1 N procedente del suelo al que se
aplicé fertilizante marcado tiene una relacién N'/N" mas alta que el
procedente de la atmésfera; y (b) La asimilacidén del N del suelo y del
fertilizante por las plantas se realiza en proporcidén directa a las
cantidades disponibles en cada una de estas fuentes. En otras palabras
que la planta no distingue, al menos al nivel de tercera decimal N de

N4,

En el caso de la técnica de dilucidn isotdpica, la cantidad de
fertilizante enriquecido con un exceso isotdépico en N que se aplica
tiene que ser la misma para la leguminosa y la planta de referencia. La
dosis debe ser suficiente para el crecimiento de la planta no fijadora,
pero al mismo tiempo no inhibidora de la fijacién atmosférica de N,. Ambas
plantas utilizan una fuente de igual composicidén isotdpica del sistema
suelo-fertilizante, por lo cual la relacién N'/N' que deriva del medio
debe ser la misma en los dos vegetales. En la planta fijadora de N,, dicha

relacién es menor debido a la dilucién de la concentracién de N por el
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aporte de N atmosférico de composicidén isotdpica similar a la "abundancia
natural" (Danso, 1988; Hardarson y Danso, 1990),0 sea, practicamente N'.

Cuanto mejor sea el sistema fijador, menor serd la relacién N'/NY.

A pesar de las ventajas de estas técnicas y de la precisién que
ofrecen, existen algunas fuentes de error. Las principales se refieren
a que la planta control no fijadora o "planta de referencia" difiera en

su "ecofisiologia" de la planta fijadora de N,.

En la estimacién de la FBN en leguminosas es de suma importancia una
adecuada seleccién de la planta de referencia. Schoeneberger et al.
(1989) sefialan a Lolium perenne como planta de referencia apropiada para
la determinacién de la fijacidén de N, por el método de dilucidn isotédpica

para leguminosas forrageras tales como para Lotus sp. y Trifolium sp.

Las medidas de FBN en plantas lefiosas presentan dificultades
metodolégicas objeto actual de estudio; sin embargo, ya se dispone de
datos fiables de fijacidén en este tipo de leguminosa. Como ejemplo, en
Leucaena leucocephala, Sanginga et al. (1989) encontraron gque la
fijacién, en condiciones de campo, aporta entre el 34 y el 39% del N de
la planta, mientras que en plantas control no inoculadas, un 54-56% del

N proviene del suelo y un 56% de éste corresponde al fertilizante.

Por citar otros ejemplos representativos de estudios que utilizan

NS, Barea et al (1987; 1989a; 1989b) encontraron que las micorrizas
mejoran la asimilacién de N del suelo y acttan, de forma indirecta, sobre

la fijacidén de N, mediante el aporte de P que se requiere en FBN.

A titulo de ejemplo también se cita el trabajo de Yoneyama (1988),
que mide la abundancia natural de N“ y encuentra que el citosol del
nédulo tenia mas N que el bacteroide y que el tejido radical. El nédulo
como conjunto tenia una relacidén N'°/N'* superior que la parte aérea, éllo
indica discriminacién isotépica entre los distintos 6rganos o partes de

la planta.
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4.4. Analisis de ureidos

Las plantas fijadoras de N, de acuerdo al tipo de metabolito
exportado desde los ndédulos, pueden clasificarse, en términos generales,
como exportadores de ureidos, o de amidas. En soja, entre el 70 y el 90%
del N, fijado es transportado como ureidos, (alantoina y &cido alantoico)
mientras que en Lupinus el N es transportado como amidas (asparragina y

glutamina) (Reynolds et al., 1982, Schubert, 1986).

A pesar de la separacidén de las leguminosas en estos dos grupos, se
puede encontrar en la savia de leguminosas que exportan amidas bajos
niveles de alantoina y &acido alantoico, mientras que en forma andloga,
es posible detectar trazas de amidas en aquellas exportadoras de ureidos.
No se trata pues, de formas de transporte excluyentes, sino mayoritarias.
El caracter productor de amidas o ureidos se ha tratado de asociar a las
condiciones ambientales de origen de las leguminosas; de esta forma se
indica que las especies de clima templado son principalmente exportadoras
de amidas, mientras que las tropicales lo son de ureidos (Schubert,

1986).

La importancia del medio de crecimiento en la forma de transporte
es muy grande y la presencia en éste de NO; o NH', produce un cambio
notable en algunas plantas productoras de ureidos, observandose una
fuerte disminucién de su contenido relativo presente en savia (Herridge

1982a; McNeil y LaRue, 1984 y Berkun et al., 1985).

El contenido relativo de ureidos en el xilema de plantas noduladas
depende de 1la eficacia de 1la FBN, aunque es estable ante cambios
ambientales 6 de ritmos de exudacidén. Concretamente, el contenido de
ureidos relativo es insensible a las fluctuaciones metabdlicas diurnas
de la planta. (Herridge, 1982b). En un estudio de revisidn reciente
(Lluch, 1990) se analizan los aspectos mas actuales del metabolismo de
los ureidos en leguminosas. No se conocen referencias bibliograficas de
que las MVA afecten el metabolismo de 1los ureidos en leguminosas

noduladas.
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4.5. Doble simbiosis en leguminosas lenosas y su desarrollo en zonas

Aridas

La disponibilidad de agua y nitrégeno, principales limitantes en
estos suelos (Felker y Bandurski, 1979), asi como la de otros elementos
nitritivos puede variar tanto temporal como espacialmente en 1los
ecosistemas aridos y semiaridos, propiciando la introduccidén de arbustos
propios del desierto (Schesinger et al, 1990), que frecuentemente son
especies con bajo nivel de microtrofia. Una situacidén similar ha sido
descrita por Allen (1989), quien indica que diversas plantas anuales no
micorricicas de las familias, Chenopodiaceae, Brassicaceae, Amaranthaceae
y Zygophyllaceae estdn muy bien adaptadas a condiciones xerofiticas,
hecho que produce que,a pesar de la existencia de una dispersidn natural
de esporas de estos hongos, la presencia continua de plantas no
hospedadoras frene la formacién de la asociacidn simbidtica. De esta
manera, la poblacidén de hongos micorricicos en el suelo sera baja, en
donde las plantas no micorricicas dominen la comunidad vegetal (Bagyaraj,
1989). Una destacada cualidad de las leguminosas lenosas es su caracter
pionero en las sucesiones vegetales en condiciones de aridez (Virginia,
1990); dada la capacidad formadora de micorrizas de estas plantas, pueden
ser una importante herramienta en la recuperacidén integral de estos
ambientes deteriorados. De todas maneras, se debe tener en consideracidn
que las relaciones , en cuanto a forma y funcidén, en asociaciones
simbibéticas pueden alterarse durante la ontogenia de estas, por accidn
de diferentes condiciones externas. Esto puede ser interpretado en
términos de diferencias reales entre el hospedador y los endofitos

(Bethlenfalvay et al., 1989).

Diferentes autores (Roskoski et al., 1982; De 1la Cruz et al.,
1988),han indicado la importancia que tiene la simbiosis tripartita en
las leguminosas lefiosas en diferentes condiciones como suelos &aridos o

deficitarios de P. Lo anterior es de singular importancia, dado que la
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deficiencia de P, inhibe severamente la nodulacién en las leguminosas.
Las micorrizas VA y Rhizobium tienen wuna interaccién aditiva en
condiciones limitantes de P, que permite una mayor eficiencia en 1la
utilizacidén de este recurso, lo que se traduce en una mayor nodulacién
y fijacién de nitrégeno, con un consecuente incremento en el crecimiento
de la leguminosa(Diederichs, 1990). Ademds, no se debe olvidar que, la
presencia de MVA en leguminosas lefiosas, que crecen en ambientes &ridos
y semiaridos, representa una ventaja en la captacién de agua y ciclado

de nutrientes en estos suelos.

Los hongos formadores de MVA estan presentes en la mayoria de los
suelos en condiciones naturales, pero su presencia puede reducirse e
incluso perderse después de deterioros mecanicos y eliminacién de 1la
vegetacién (St John, 1990). E1 mal manejo del suelo y su posterior
deterioro puede afectar la poblacién de los microsimbiontes necesarios
para la formacién de las asociaciones simbiéticas planta-hongo o planta-
bacteria (Virginia, 1990), lo anterior es de gran importancia ya que la
condicién micorricica de las poblaciones vegetales tiene una estrecha
correlacién con el exito o fracaso de los agro-ecosistemas. De esta
forma, Reeves et al. (1979), describen cémo en un ambiente semidrido,
suelos similares, con 1la 1Gnica diferencia de gque uno estaba en
condiciones naturales, mientras que el otro presentaba un proceso de
deterioro, eran capaces de soportar poblaciones vegetales completamente
diferentes; asi, en el primer suelo, mds del 99% de la cubierta vegetal
formé MVA, mientras que en el suelo degradado, menos del 1% eran plantas
formadoras de endomicorrizas. La masiva presencia de plantas no
micotrbéficas puede incidir en la reduccién de indculo para las especies
que si necesitan la asociacidn micorricica para sobrevivir. Lo anterior,
concuerda perfectamente con lo indicado recientemente por Gange et al.
(1990), quienes han encontrado evidencias acerca de que la reduccidén de
la micorrizacién en condiciones de campo puede dar origen a una

disminucidén en la diversidad vegetal.
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En la actualidad la experiencia existente respecto a la importancia
de los microorganismos en la recuperacidén de suelos de baja fertilidad
en zonas deforestadas indican que las inoculaciones de hongos MVA pueden
ejercer una influencia positiva en el desarrollo del vegetal. De la Cruz
et al. (1988), han descrito que tanto 1la nodulacién, como la
micorrizacién en 1las diferentes leguminosas lefiosas inoculadas con
distintas especies de HMVA, varia de acuerdo al hongo utilizado, asi,
mientras Sclerocystys clavispora fue consistentemente efectivo en 1la
promocidén del crecimiento de distintos hospedadores, Glomus fasciculatum,
G. margarita o Scutellospora persica, estimularon la nodulacién y la FBN.
Resultados similares se han obtenido en algunos ensayos de introduccién
de poblaciones vegetales en las que se ha usado Acacia pyrifolia
inoculada con Glomus sp. En ellos, se han observado incrementos del 70%
en produccién de materia seca y altos niveles de P en la planta, sin
embargo, la respuesta al P, o a la inoculacidén con HMVA, puede verse
limitada por la deficiencia de N combinado existente en el suelo (Jasper
et al., 1989a). No obstante, ocasionalmente se ha observado, que las
inoculaciones con suelo que contenia propagulos de micorrizas pueden
causar depresidén inicial en el crecimiento de las plantas. En este
sentido Bethlenfalvay et al. (1989) introducen el concepto de edafotipo
Y sugieren que las especies de hongos MVA tienen diferentes respuestas
en la simbiosis de acuerdo al sitio desde donde han sido aisladas, de
esta manera edafotipos idénticos, en las mismas condiciones del
hospedador, suelo, potencial de inbéculo o microbiota del suelo, pueden
producir efectos distintos en una determinada planta hospedadora. El
estado de los hongos MVA en los sistemas radicales esta regulado por
diferentes factores, como la edad de la raiz (Perry, 1986) y la forma de
esta que es afectada por la disponibilidad local de los nutrientes en el
suelo (Koide y Mingguang, 1990). Recientemente Gange et al. (1990) ponen
en evidencia que la reduccidén en la micorrizacidn en campo resulta de una

disminucién en la diversidad de las especies vegetales.
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La interaccidén efectiva de la simbiosis entre Rhizobium, leguminosas
y hongos MVA, puede verse limitada por las pérdidas nutricionales que
acompafnan los procesos erosivos, relativamente frecuentes en las zonas
adridas (Aziz y Habte, 1989). E1 deterioro del suelo es un importante
aspecto en el establecimiento de las leguminosas, sin embargo, esto no
se debe s6lo a una pérdida de nutrientes minerales, sino gue también a
la disminucién de propagulos de HMVA; de esta manera en muchos sitios
degradados se debe considerar como una etapa fundamental la recuperacién
de la poblacidén microbiana del suelo. No obstante, la incorporacién de
propagulos de microorganismos no significa, necesariamente, su
establecimiento definitivo en dicho ambiente, ya que las posibles
interrelaciones pueden variar durante la ontogenia de la simbiosis, de
acuerdo a las condiciones externas del medio (Allen, 1989). A pesar de
lo anterior, Habte et al (1988), al analizar la incidencia de la erosidn
en la micorrizacién VA y su efectividad en plantas de Leucaena
leucocephala, inoculadas con hongos MVA y cultivadas en un oxisol,
encontrd, que la erosién simulada no s8lo no inhibia la colonizacidn
fingica, sino que incluso los valores encontrados eran mayores que en el
suelo no erosionado, este hecho se puede relacionar con la menor
poblacidén de microorganismos nativos del suelo que pudiesen competir con

los hongos MVA.

4.6. Ecologia de la doble simbiosis

La presencia de hongos micorricicos puede ayudar tanto en 1la
recuperacién de sitios degradados, con limitaciones hidricas o
nutricionales, como en los sitios en donde las estaciones de crecimiento
son cortas, situacién que implica que las plantas deben obtener los
recursos del suelo rapidamente, para asi poder sobrevivir (Perry vy
Amaranthus, 1990). En este sentido, se ha sugerido que la germinacién
tardia o mas lenta, de algunas especies de hongos formadores de MVA,

puede ser una adaptacidén a las condiciones de aridez, ya que las plantas
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propias de estos ambientes tienen frecuentemente un lento crecimiento y
las ocasionales lluvias pueden favorecer una germinacién precoz en las
esporas con riesgo de que no de lugar a la correspondiente colonizacién

radical (Jasper et al., 1989b).

La presencia continuada de N y la forma en que se encuentra en el
medio, puede afectar la respuesta de la planta a la micorrizacidén. En
plantas micorrizadas y en condiciones de pH controlado se ha encontrado
que el tipo de fuente de N incide en la eficiencia de colonizacién del
hongo en el hospedador; de esta forma el nivel de micorrizacidén es mucho
mayor en las plantas que han tenido nitrato y no amonio como sustrato
nitrogenado (Johnson, 1984). La concentracién de N en el suelo también
ejerce un considerable efecto en la actividad micorricica, de esta manera
la adicién de 25 ppm de N en un suelo erosionado y pobre en este
elemento, fue suficiente para incrementar significativamente la actividad
micorricica en plantas de Leucaena leucocephala (Aziz y Habte, 1989). Al
parecer, el P no interactia con el tipo de fuente de N utilizada
(Johnson, 1984), sin embargo, la concentracidn de este elemento (P) es
de importancia en la simbiosis micorricica. Los ciclos de N y del P
experimentan interacciones naturales en los vegetales, las cuales se
incrementan en plantas micorrizadas (Jarrell, 1990). De esta forma, la
colonizacién por HMVA y la maxima actividad micorricica en plantas de
Cowpea se halla a niveles de 0,026 pug/ml de P en la solucidn del suelo
(Aziz y Habte, 1987). El valor anterior, es similar al obtenido en
plantas de Leucaena leucocephala en las que se indica 0,021 pug/ml como
el nivel 6ptimo de contenido de P en la solucidén del suelo (Habte y
Manjunath, 1987). De cualquier manera, en experimentos en invernadero con
plantas de L. leucocephala y Acacia nilotica noduladas se ha determinado
que el efecto beneficioso de las micorrizas puede igualar al efecto del

fertilizante fosforado (Michelsen y Rosendahl, 1990).
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Tanto Rhizobium como los hongos MVA en condiciones xerofiticas,
tienen mayores posibilidades de ser efectivos en 1la promocién de
crecimiento de 8sus respectivos hospedadores cuando son capaces de
soportar el microambiente del suelo. Un factor especialmente importante
es el pH del suelo, ya que incide sobre la capacidad infectiva de los
HMVA; asi variaciones de 5,3 a 7,5 de pH, modificaron el poder infectivo
en dos especies del género Glomus (Abbott y Robson, 1985). En este
sentido, en zonas A&ridas se ha sugerido utilizar HMVA aislados de
sectores en condiciones de aridez y pH similar a la de los sitios a donde
se van a trasladar las plantas en el futuro, en lugar de utilizar los
hongos de coleccién, que normalmente provienen de ambientes templados

(Jasper et al., 1989%9a).

Las MVA se encuentran naturalmente en todo tipo de ambientes tanto
en zonas tropicales humedas (Janos, 1980), como aridas (McGee, 1986) en
donde son comunes en las especies forestales. En los bosques tropicales,
la diversidad de especies ha sido correlacionada con la presencia de
diferentes tipos de micorrizas (Bagyaraj, 1989). Esta asociacidén también
es frecuente en las especies lefiosas en zonas templadas (Brudett et al.,
1990) o frias, y en general han desempefiado un destacado papel ecoldgico
contribuyendo a la evolucién de las plantas, a su supervivencia y a la
diversidad de especies (Malloch et al., 1980). Incluso, recientemente
(Allen, 1989), se ha descrito un aparente efecto patogénico, de hongos

MVA sobre plantas no formadoras de micorrizas.

Simous y Pope (1987), sefalan la gran importancia que tienen las MVA
en la recuperacidén de la estructura de suelos compactados, originada por
la accidén del micelio extraradical al explorar el suelo circundante y
permiten la circulacidén del aire, las MVA son capaces de inducir cambios
cuantitativos y cualitativos en 1la microflora y fauna del suelo
(Linderman, 1988), de esta forma se ha descrito su capacidad de reduccidn

de poblaciones de nematodos y hongos patdégenos, por lo que tendrian un

45



gran valor desde un punto de vista fitosanitario (Caron, 1989), a pesar
de que otros autores han obtenido resultados contradictorios en estos
aspectos (Stribley, 1989). Inicialmente, se suponia que la presencia de
las MVA estaba restingida a los estratos mas superficiales del suelo, sin
embargo en andlisis radiculares de leguminosas lefiosas Virginia et al.
(1986), recuperaron raices de Prosopis glandulosa entre 4 y 5 metros de
profundidad micorrizadas. Andlisis posteriores han indicado que raices
de esta leguminosa a 12 metros de profundidad también presentan

colonizaciones por hongos MVA (Virginia y Jarrel, 1987).

Las distintas condiciones existentes en el medio hacen que en unos
lugares predominen determinados ecotipos de Rhizobium, de tal manera que
es frecuente encontrar asociadas a ecosistemas especificos, razas
bacterianas con caracteristicas particulares. En el estudio de la
ecologia de Rhizobium asociado a leguminosas lefiosas de zonas &aridas
Jenkins et al., (1988) encontraron que casi el 60% de los nddulos
existentes en las plantas muestreadas (en un trayecto de 270 m) se
encontraban entre 15 y 30 cm de produndidad. Lo anterior hace pensar que
resulta de interés el conocimiento de los requerimientos de las razas de

Rhizobium en el establecimiento de leguminosas.

Inicialmente, se asociaba la presencia de ecotipos de Rhizobium de
lento crecimiento (Bradyrhizobium) a las simbiosis establecidas con
plantas lenosas (Allen y Allen, 1981); sin embargo resultados posteriores
indicaron que muchas de estas especies podrian ser infectadas tanto por
uno u otro de los tipos de bacterias (Herrera 1984). AGn mds, en Prosopis
glandulosa creciendo en ambientes A&ridos se han encontrado nédulos
producidos tanto por razas de rapido como de lento crecimiento, de
acuerdo a la profundidad que alcanzaba el desarrollo radical. De esta
forma, en la parte superficial (0-0.6 m) se encontraron mayoritariamente
ecotipos de rapido crecimiento mientras que a mayor profundidad (3.9-4.5

m) los ecotipos encontrados fueron de lento crecimiento, al analizar en
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mayor detalle esta situacidén se pone de manifiesto que las que crecian
en profundidad estaban sometidas a una temperatura y humedad constante
y baja disponibilidad nutricional y las de superficie estaban sometidas
a gran disponibilidad de nutrientes y fluctuacidén en temperatura o

disponibilidad de agua. (Jenkins et al., 1987)

La existencia de MVA requiere una serie de condiciones
ambientales ecolbégicas minimas; al no encontrarlas o cuando el ambiente
se ha deteriorado profundamente es dificil recuperar dicha simbiosis. Un
ejemplo de esta situacién se produce claramente en explotaciones mineras
en las que el suelo ha sufrido fuertes modificaciones, especialmente en
lo que se refiere a la eliminacién de plantas y movimientos de tierra.
Waaland y Allen (1987) indican que en algunos sitios que han sufrido esta
actividad han desparecido las MVA y que al menos tres decadas no han sido

suficiente tiempo, para que el ambiente se recupere naturalmente.
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MATERIALES Y METODOS

A. PARTE GENERAL

1. Suelos

Los distintos ensayos que conforman el presente estudio se
desarrollaron o utilizaron suelos localizados en el término municipal de
Lanjarén, Comarca de las Alpujarras, Provincia de Granada. Corresponde
a una zona de orientacién Sur, con una altitud aproximada a 1000
m.s.n.m., de pendiente media a fuerte. El1 clima de dicho sector
corresponde a Medirerraneo de montana, con precipitaciones cercanas a los
400 1/m® /afio irregularmente distribuidas. La vegetacién actual es un ralo

estrato arbustivo compuesto principalmente por Ulex parviflorus.

Uno de los suelos utilizados es conocido localmente como "launa",
se encuentra ampliamente distribuido en el area de estudio. Procede de
pizarras, con un alto grado de intemperizacién. También se usd, un
segundo suelo mas evolucionado, destinado normalmente a sustrato de

semilleros o viveros forestales del sector.

Los parametros fisico-quimicos determinados en 1los suelos
utilizados fueron: pH, textura, conductividad eléctrica, capacidad de
campo, contenido en fésforo, materia organica, nitrdégeno y materia

orgéanica.

El pH se determindé en suspensién acuosa 1:2. La textura se
establecidé por procedimiento de campo; la estructura se definid segun
normas FAO; la conductividad eléctrica se midié a partir de extracto
saturado de acuerdo a Allison (1972), mientras que la capacidad de campo

se evalud por la técnica de Bouyoucos, modificado por Schofield et al.

(1935).

2. Material vegetal

Las plantas usadas fueron en su mayoria leguminosas lenosas.
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Corresponden a las especies: Anthyllis cytisoides, Medicago arborea,
Robinia pseudoacacia, Spartium junceum, Acacia caven Yy Prosopis
chilensis, estas dos ultimas utilizadas circunstancialmente. Tambien se

utilizé Ditrichia viscosa.

Las caracteristicas botadnicas de las cuatro leguminosas, meterial
basico del presente estudio, son las siguientes: Anthyllis L. es un
género que pertenece a la tribu Loteae (Papilionoideae), incluye de 30
a 50 especies, siendo A. vulneraria L. la especie tipo. Pueden ser
herbaceas o arbustivas, anuales o perennes, con hojas imparipimnadas con
cinco o mas, raramente uno o tres, foliolos por hoja. Estd presente en
toda Europa, norte de Africa y Oeste asiatico, con alrededor de 20
especies en el area mediterranea. Es frecuente en praderas, bien
adaptado a suelos secos, se cultiva en Europa desde mediados del siglo
pasado en la produccidén de forraje. También, tiene interés desde un punto
medicinal por su poder cicatrizante (Allen y Allen, 1981). Sin embargo
A. cytisoides, no esta recogida en la citada recopilacidén acerca de

Leguminosas de Allen y Allen (1981).

Medicago L., es un género que pertenece a la tribu Trifolieae
(Papilionoideae), incluye entre 50 y 100 especies, de las cuales se
considera tipo a M. sativa L, suelen ser hierbas (anuales o perennes),
raramente arbustos. Sus hojas son pinnadas con tres foliolos, y de flores
grandes amarillas o violetas. Se han descrito miembros de este género,
nativos del &area mediterradnea de Eurasia y Africa. Son especies que
prefieren un suelo medianamente fértil, con un rango de pH de 6,5 a 7,5
para obtener un &6ptimo crecimiento. M. arborea es propia de Francia

(Allen y Allen, 1981).

Robinia L. es un género de la tribu Galegeae (Papilionoideae),
incluye 20 especies, es propia de América del Norte. Son arbustos o
arboles, pequefos o grandes de tronco recto, con hojas imparipinnadas,
con flores blancas o rosadas. La especie tipo es R. pseudoacacia, que
asilvestrada en Europa desde el siglo XVI, requiere suelos bien drenados

y calcareos para alcanzar su maximo crecimiento (Allen y Allen, 1981).
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Spartium L. (Papilionoideae), género monotipico de 1la tribu
Genisteae, es endémico de regiones del borde mediterraneo, del Sudoeste
de Europa e Islas Canarias. Son arbustos erectos de 3 a 4 metros de
altura, de follaje verde glauco de hojas sésiles, enteras, grandes y con
un s6lo foliolo; sus flores son aparentes y amarillas (Allen y Allen,

1981).

3. Microorganismos

Los microorganismos que se han utilizado en este trabajo, junto a

sus respectivas procedencias, se muestran en las Tablas 1 y 2.
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Tabla l1.- Razas de Rhizobium y Bradyrhizobium utilizadas.

Raza

Aislada de

Fuente

R. leguminosarum
GRO24

R. meliloti

GR4B

R. lotti
N2P,XGLO,A4,G4,U226
R. trifolii

GRO17

R. phaseoli

GRO12

B. japonicum

PJ17

B. japonicum (Lupinus)
Bradyrhizobium sp. 3824
Rhizobium sp.

GRH11

GRH12

GRH13

GRH14

GRH15

GRH16

GRH17

Vicia faba

Medicago sativa

Lotus corniculatus

Trifolium repens

Phaseolus vulgaris

Glycine max

Lupinus reticulatus

Vigna sinensis

Olivares et al.
1980
Casadesus y Olivares
1979

Este laboratorio

Robinia pseudoacacia Este trabajo

Medicago arborea

" "

Spartium junceum

Anthyllis cytisoides e "
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Tabla 2.- Endofitos de MVA utilizados en este estudio.

Especie Procedencia
Glomus mosseae(O) Este laboratorio
G. fasciculatum(D) ” "

G. fasciculatum(M) " "

G. fasciculatum(A) " "
Glomus sp.(B) " "
Scutellospora sp.(SO) Este trabajo
Glomus sp. " "
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4. Aislamiento de endofitos

Las muestras de suelo rizosférico y raices de 1las especies
vegetales seleccionadas para la reforestacién, existentes en la la zona
de estudio se 1llevaron al laboratorio en bolsas de plastico y se
conservaron en oscuridad a 4° C. Dicho material fue utilizado como
material de aislamiento de diferentes endofitos, tanto a nivel de hongos

MVA como de bacterias del género Rhizobium o Bradyrhizobium.

El aislamiento de 1las bacterias de 1los géneros Rhizobium o
Bradyrhizobium, se realizd a partir de los nédulos de raices de las
plantas de leguminosas lefiosas seleccionadas y recolectadas en campo.
Para esto se efectud, en primer lugar, un lavado exhaustivo de la raiz
con agua de grifo para separar el suelo adherido. Posteriormente, se
separaron los ndédulos y se esterilizaron en superficie con Cl,Hg al 2,5
por mil durante cinco minutos, después se lavaron cinco veces con agua
estéril. Finalizado el lavado, los nédulos se machacaron con una varilla
de vidrio flameada y fria. El macerado se esparcid sobre la superficie
de una placa de Petri con medio 79 de Allen (1951), al que se le habila

agregado cristal violeta.

Las esporas de los HMVA se aislaron de los suelos rizosféricos de
las especies seleccionadas, por 1la técnica del tamizado huamedo vy
decantacidén de Gerdemann y Nicolson (1963). La separacidén de las esporas

se realizdé bajo lupa binocular con ayuda de la placa de Doncaster.

El nivel natural de micorrizacién de la raices se establecid por
medio de tincidén diferencial de éstas, segun la técnica clasica de
Phillips y Hayman (1970). Previamente, las raices se secaron y cortaron
en trozos de aproximadamente 1 cm de longitud. La evaluacién de 1la
infeccién se realizd de acuerdo a Giovanetti y Mosse (1980) utilizando
una placa cuadrada de poliacrilamida de 10 x 10 cm, con reticula de

15 x 15 mm.
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5. Esterilizacién de esporas en superficie. Estudio de la germinacién

de esporas de HMVA

Con objeto de eliminar contaminaciones de agentes patdégenos o de
otros microorganismos no deseados acompafantes de las esporas, en los
estudios que lo requerian, se procedid a la esterilizacidén en superficie
de dichas esporas. En este proceso se utilizd como solucidn esterilizante

agua estéril (100 ml) con:

Cloramina T...eeeeee 2 %
Estreptomicina......0.2%

Tween 80..........trazas

Dicho proceso, se realizd en un dispositivo de filtrado provisto
de una membrana, esterilizada previamente en autoclave, donde se
colocaron las esporas y se sometieron por 20 minutos a un baho de
solucidén esterilizante. Posteriormente las esporas, en el mismo sistema

de filtrado, se lavaron con agua estéril, al menos cinco veces.

Todo el proceso de esterilizacidén se llevd a cabo en una cabina de
flujo laminar, con objeto de disminuir los riesgos de contaminacién. Una
vez que las esporas se esterilizaron en superficie, se transfirieron con
pipetas capilares estériles a placas de Petri con el medio adecuado.
Estas, se sellaron con "Parafilm" y se incubaron en oscuridad a

temperatura controlada.

Dado que 1la germinacién de las esporas no es sincrdnica, el
porcentaje de germinacién se determindé por medio de una observacién
microscdpica periddica.

6. Medios de cultivo

El medio de cultivo base para el aislamiento y conservacidén de las

razas de Rhizobium fue el 79 de Allen (1951), cuya composicidén se
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detalla a continuacién:

POHK; ¢ceeeeeecccocnnnesaseeea0.6g

SOMg csecvcossssssssnoscscsnssle2 g
BOER wesmsswrsseswnes sesnssessleld §
CliCa ceeconessesonssnsenssesssslel G
CINA .c.ccccccccccccccccscceesssle2 g
MANitol ccvsvscsssnsssnssnsnsesled g
GluCOSBa .ccceeeeccccccns ceeeceee2.4 g
Extracto de levadura...........0.4 g
AQUA .ceeeccocsscccsccssecssssl000 ml

AQAr .ccccscccccsscsscssccssssesld g

Se ajusta el pH a 7 - 7.2 y se esteriliza a 115°C durante 30

minutos.

Para el crecimiento masivo, o para la obtencién de grandes
volimenes de cultivo de Rhizobium o Bradyrhizobium, se emplearon 1los
medios YMB (Vincent, 1970) y TY (Beringer, 1974), cuya composicidn se

detalla a continuaciédn:

YMB
Manitol.icecceossnocecssnsscsossssed
Extracto de levadura...... ceee...0.4
CLl Na.ssspesvassvssssessesweseeeswled

PO s o555 255 .5 %0 05 055 4 08 6 55 8w e =05

Q O u u a

BOMY. THO: casssssssnsrssssmisinnsabal
AQUA.cceceeessscssscasscssssessssl000 ml

Agar (para medio s6lido).........1l5 g

Triptona.....ceeeeeeeeeeens ssmsns weeswmad g
Extracto de levadura.......ecececeeee...3 g
CliCaAc2H O v snsnowssiwsssasamssnansssssedd G
AQUA, sssnsssssonsnsssnssssssesssssll00 ml

Agar (para medio s6lido)....eee.....15 g
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En el medio de cultivo para aislar Rhizobium se adicioné cristal
violeta a una concentracion de 1:80.000, para facilitar 1la
identificacién de las colonias e inhibir el desarrollo de contaminantes

Gram (+).

En la produccién de razas resistentes a estreptomicina, se
utilizaron medios de cultivo selectivos, a los que se les adiciond el
antibiético disuelto en agua y esterilizado por filtracién (0,45 u de
poro). La concentracién final con este antibiético fue de 375 mg por

litro.

Como soporte para la germinacidén de esporas de los hongos MVA se
usd agar (Bacto Difco)-agua al 0.8%, esterilizado en autoclave a 115°C

por 30 minutos.

7. Cultivo axénico de las plantas

7.1. Esterilizacién en superficie de semillas

Las semillas se esterilizaron de acuerdo con las técnicas de
Bonnier y Brackel (1969), sumergiéndolas en una solucién de Cl,Hg al 2,5%
durante 10 a 12 minutos; posteriormente fueron lavadas, al menos, cinco
veces con agua estéril para eliminar los restos de Cl,Hg. En sustitucién
de este compuesto, en algunas semillas de cubierta muy permeable, se usd
solamente un bafio con etanol durante 3 minutos seguido de lavados con

agua estéril.

7.2. Germinacién de las semillas

Una vez esterilizadas en superficie, las semillas se dejan en
imbibicién en agua durante 2 a 3 horas. Tras este periodo, se llevan en
condiciones asépticas, en un numero variable que oscila entre 20 y 200,
segin sea su tamafio, a placas de Petri que contienen un circulo de papel

filtro humedecido.
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Las placas con las semillas se mantienen en oscuridad en una
camara con un ciclo de temperatura de 15 y 23 °C durante 48 a 72 horas,

hasta que germinan.

7.3. Solucidén nutritiva

En los cultivos de las plantas, ya sea en tubos, macetas o jarros
Leonard en que se ha estudiado la simbiosis Rhizobium - leguminosa, se
utilizé la solucién nutritiva libre de nitrdégeno descrita por Rigaud y

Puppo (1975), que tiene la siguiente composicidn:

POHK: sos ssmasnons ussvassmanswons s 200 mg
SOM.cceoonssnscnsssssssnssnssnsses 200 Mg
ClRKsswssmosmennnsmesnvessnpswsssanses 200 Mg

SOCA.ceeeeececceccaacnscnscnsesssss 120 mg

Edta Fe Na....oeeeeeeeenns secsceces 25 mg
MOONAje e e ceccvececcccccscccsccscscccscs 4 mg
SOMNuccooosesssscssesssessssesesssie 2 mg
SOCU..veneenn Gecsscssseniss s cesces 2 mg
SO ZNssscsicssasssiosssossiosissssss 3 mg

BOH:sssssssnssnsssesssssnspsansmnanss 18 Mg

Agua destilada....cceceeeececcenn 1000 ml

Antes de esterilizar a 115°C durante 30 minutos se ajusta el pH

a 7 - 7.5 con KOH.
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NOKeeoosocsoosssesossnssnssssssnssess 300 mg
(NO3),Ca.eeeeeeeeeecesecenncenssees 1400 mg
SOMgececccccccccnccsscccscccnnse eee. 370 mg
POHNB:sswsns sussnsnasvssnssnsssasss 200 mg
Edta F@ (II).cccececcceccccccsecnssess 25 mg
SOMN. . .cceeeeeeeeeecccccosccsccsnscesss 2 mIng
SOCU:ccceccccccccccccccccccscscscscsss 0.2 mg
S0 ZN.ccecscscsssccsccscccsscssnscsss 0.3 Mg
BOH. ..ot eeeeereececcconsnsnceeaees 1.9 mg
MO;(NHy) cceeeeeeeceececceaceaccnnnecsoass 3.5 mg

Agua destilada...cceeececccas eeeessess 1000 ml

Si se desea utilizar la solucidédn libre de nitrdgeno,

elimina el NOK y (NO;),Ca, reemplazandose por:

BOKsscississosnssnsennesvensnenesnsnes 30 MY

ClyCaccescccccoccocssssssscsssncecssees 95 Mg

POH,Na y el Mo,(NH,) y se reemplaza por:

MOONa(NH ) e e eeeeeceeeccecccccceceoaeees 4 mg
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En los ensayos con hongos formadores de micorrizas se utilizd 1la

solucién nutritiva de Hewitt (1952), cuya composicién es la siguiente:

se

En el caso de que se requiera, libre de fésforo, se elimina el



Para el cultivo de plantas en medio libre de N se emplea la
solucién nutritiva de Fahraeus (1957), cuya composicidn es:
CaCljeeeececessssacseasseeesssl00 mg
K, HPO e ettt ceeeeeeseaeaeasss..100 mg
Na, HPO e e e e eeeeeeececesessssa150 mg
Mg SO cceceescccscccccncnnsssssld mg
C mat Fe (EDTA).cceceeececeesssd mg
MN SO cseceesossscssnnnsssssesssed Mg
ZN SO4cccceecccccssscccnseeeasa2.5 Mg

HiBOje et eeeeeeeceeceeceenasesal.b mg

KI:sss4 04 iE PR e b e ssneass0ad Mg
Cu SOgeecceee sewessnssesssnsssed MY
Na MO ecsocosccsccscnnes eeee..0.02mg

H,0 destilada.....cccceee....1000 ml

7.4. Cultivo de plantas

Las plantas fueron cultivadas, segin los requerimientos de cada

ensayo, en tres sistemas diferentes. Estos son:

Tubos de ensayo de 20x200 y 25x250 mm con 15 y 20 ml de solucidn

nutritiva de Rigaud y Puppo respectivamente.

Jarras Leonard (Leonard, 1943), que constan de un recipiente con
la solucién nutritiva y una parte superior (una botella invertida a la
que se le ha cortado la base), que sirve para portar el sustrato, en este
caso vermiculita. Por altimo se han wusado macetas plasticas de
diferentes volumenes, selladas en su base para los ensayos con N“. Los
sustratos empleados fueron: mezcla de suelo de "launa" con arena de
cuarzo lavada, vermiculita o suelo calcareo, de acuerdo a los ensayos

realizados.

Los sustratos como los soportes de produccidén de las plantas fueron

esterilizados de la forma mas adecuada en cada caso. De esta forma, se
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aplicaron, para los suelos, tres ciclos de una hora de duracidén de vapor
fluyente, mientras que en los otros sustratos la esterilizacidén se
realizd por autoclavado. La forma de esterilizacidén de las macetas varid
de acuerdo a la resistencia del material, y en el caso de gque este no

fuera resistente a autoclavarse se usd un bafo en solucidén antiséptica.

8. Medida de la efectividad de la simbiosis

A pesar de las limitaciones descritas a cerca de la evaluacidn de
la actividad nitrogenasa mediante la técnica de reduccidén de acetileno
a etileno, su rapidez y facilidad la hacen Gtil en analisis preliminares

de la efectividad de la simbiosis (Hardy et al., 1968).

Las medidas se realizaron colocando las plantas noduladas en tubos
de vidrio gque se cerraron herméticamente con un tapén de goma
perforable. A cada tubo se le reemplazdé un 10% de su atmdésfera por
acetileno y se mantuvieron en incubacién en condiciones ambientales
normales, posteriormente se tomaron alicuotas de dicha atmésfera a los
20 y 40 minutos que fueron analizadas en un cromatdgrafo de gases
provisto de un detector de ionizacidén de llama. El parametro estudiado
fué la actividad especifica que se indica como ymol de etileno producido

por planta, 6 umol de etileno por g de peso seco de ndédulo y por hora.

Para la evaluacidén de la efectividad de la simbiosis, en el sistema
HMVA-planta, los parametros determinados fueron la produccidén de biomasa
y contenido en N y P de la parte aérea y del sistema radicular, en

relacién al porcentaje de colonizacidén micorricica.

B. ENSAYOS ESPECIFICOS

9. Ensayo de inoculacién cruzada

Tradicionalmente se ha considerado 1la simbiosis Rhizobium-
leguminosa como una relacidén de fuerte especificidad, sin embargo, en la
actualidad se reconocen grupos de leguminosas y bacterias, que tienen

caracteristicas de amplia promiscuidad. De esta manera, cuando se
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estudian nuevos sistemas Rhizobium-leguminosa, surge la necesidad de

determinar el caracter selectivo o no de cada simbionte.

El propdésito de este ensayo, fue establecer el rango de
susceptibilidad de las diferentes plantas seleccionadas, frente a los
distintos ecotipos y especies de Rhizobium y Bradyrhizobium, en relacién
a la simbiosis fijadora de nitrdégeno. De forma andloga, con las razas
de Rhizobium aisladas de las plantas en estudio, se pretendid definir
su rango de infectividad y efectividad con las plantas de los grupos

tradicionales de inoculacién cruzada.

10. Determinacidén de razas de Rhizobium y afines presentes en suelo de

"launa"

Los suelos naturales pueden presentar una amplia variacién respecto
a los microorganismos que en ellos habitan. Esta situacidén también sucede
en el caso de las bacterias de los géneros Rhizobium o Bradyrhizobium,
por este motivo se disefi® un experimento cuyo objetivo fue 1la
determinacién de 1las posibles razas de Rhizobium o Bradyrhizobium
presentes en el suelo de "launa" de la zona de estudio. Se emplearon
diversas leguminosas de los dintintos grupos de inoculacién cruzada, que
se cultivaron en un sustrato compuesto por vermiculita estéril y suelo
natural de "launa", en una relacién 1/1 (v:v), bajo condiciones
controladas de invernadero y con riego con agua esterilizada. Después de
un periodo de dos meses, se analizd la presencia de ndédulos radicales,
a partir de los que se realizaron aislamientos de distintas razas
bacterianas, que fueron inoculadas posteriormente en los respectivos
hospedadores. A continuacién, se estudidé la eficiencia de las razas de

Rhizobium aisladas de dicho suelo.

11. Curva de crecimiento de los endofitos aislados en la zona de estudio

El objetivo de este ensayo es determinar la tasa de crecimiento de
las distintas razas de Rhizobium aisladas a partir de las plantas y suelo
en estudio. Dicho parametro es fundamental en la produccién de

inoculantes, ya que es necesario utilizar una cantidad de bacterias
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similar en los diferentes ensayos, si se desea realizar, entre éllos, un
andlisis comparativo valido. Para conseguir lo anterior, se cultivaron
las razas de Rhizobium sp GRH16 y Rhizobium sp GRH17 aislados de S.
junceum y A. cytisoides, respectivamente, en medio liquido, durante un
tiempo lo suficiente largo como para alcanzar la estabilidad del cultivo.
Cada 8 horas se midié la absorbancia en un espectrofotémetro, a una
longitud de onda de 600 nm durante un total de 72 horas. El anterior
valor de densidad 6ptica fue relacionado posteriormente con el namero de
células obtenido por medio del recuento en placa de alicuotas de series

decrecientes de diluciones del cultivo.

12. Estudio de la supervivencia de Bradyrhizobium sp (vigna) 3824 en
condiciones variables de suelo de "launa" o "calcareo", y en

simbiosis con Spartium junceum

Uno de los principales problemas que existen cuando se intenta
utilizar en revegetacidén leguminosas noduladas con una raza especifica
de Rhizobium, es la competicién gque la nueva raza debe experimentar
frente a la poblacién bacteriana nativa del suelo, tanto con las razas
de Rhizobium que competirdn por posibles loci de infeccidén en la raiz de
la leguminosa, como por los restantes grupos de bacterias que pueden
presentar relaciones de antagonismo diversas, tales como la produccidn

de antibidticos entre otras.

El objetivo de este ensayo es analizar el efecto competitivo que
puede existir entre las diferentes razas nativas de un suelo determinado,
respecto a Bradyrhizobium sp (vigna) 3824 inoculado en suelo y a

S.junceum.

Se utilizaron macetas de 300 ml con un sustrato, consistente en
diferentes mezclas de suelo natural o esterilizado, de "launa" vy
"calcareo" en las siguientes proporciones: 0:4; 1:3; 2:2; 3:1 y 4:0 a
razén de 10 macetas por cada una de las series empleadas. Cada maceta fué
inoculada con 5 ml de una suspensién de Bradyrhizobium sp (Vigna) 3824
de una concentracién de 10 células por ml. El 50% de las macetas, de

cada uno de los distintos tratamientos, fue utilizado como soporte para
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cultivar en simbiosis S. junceum, que se mantuvieron en invernadero
durante un afio, a lo largo del cual se realizaron muestreos periddicos

a las 10, 15, 30 y 42 semanas.

Con el objeto de reconocer la raza bacteriana usada, se marcd
haciéndola resistente a estreptomicina por medio de mutacién
espontanea. El1 seguimiento poblacional de la bacteria inoculada se
realizé por medio de la técnica del namero mds probable de Brockwell
(1982), y por conteo del crecimiento de la bacteria en placa, a partir

de 1 g de suelo tomado de los tratamientos en que se inocula S. junceum.

13. Estudio del efecto del nitrégeno combinado (NO,K) sobre la
nodulacién y actividad fijadora de nitrdgeno en plantas de S. junceum

inoculadas con Rhizobium

La presencia de nitrdégeno combinado en el medio de crecimiento de
las leguminosas inoculadas con Rhizobium puede ser un limitante de 1la
infecciédn, nodulacién y fijacién del N. El1 vegetal en la simbiosis
tiene un importante papel en el control del efecto del N combinado,

pudiendo de esta forma existir, o no, efectos negativos en la simbiosis.

Se tombé S. junceum como planta modelo en este ensayo, debido a que,
de entre las seleccionadas, es la que muestra caracteristicas de cultivo,
adaptacién al medio, desarrollo y susceptibilidad a las simbiosis méas

apropiadas para su manejo.

El microsimbionte elegido para el ensayo fue Bradyrhizobium sp
(vigna) 3824, al ser ésta, la raza que se mostrd en experimentos previos

mas efectiva en la simbiosis con S. junceum.

El experimento se establecid en jarras Leonard y se mantuvo en
condiciones controladas de invernadero durante 8 semanas. Las plantas
pregerminadas "in vitro" en condiciones axénicas, se cultivaron
posteriormente, en un nimero de dos por jarra. Se utilizd como solucidn
nutritiva la de Rigaud y Puppo (1975) diluida a la mitad, reponiéndola

semanalmente. Se establecieron 4 tratamientos con 6 repeticiones cada
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uno, con dosis crecientes de NO;K de O; 2,5; 5 y 10mM. Se usaron estas
concentraciones dado que entre éllas, se encuentra el rango de nitratos

limitante de algunas simbiosis Rhizobium-leguminosa (Munns et al, 1977).

Como consecuencia de los resultados obtenidos, el ensayo se repitid
ampliando las concentraciones, a 20 y 50mM de NOK. Las condiciones de

cultivo y evaluacidén de éste fueron idénticas a las del primer ensayo.

Cada una de las plantas de los distintos tratamientos fue evaluada
respecto a su numero de nédulos. Posteriormente, se mididé la actividad
nitrogenasa a partir de nédulos recolectados en forma aleatoria. Se
hicieron 3 medidas por tratamiento y se expresd la actividad nitrogenasa
como umol de acetileno reducido a etileno por gramo de peso seco de

nédulo y por hora.

14. Caracterizacidén in vitro de microsimbiontes MVA

A partir de las esporas que previamente se aislaron y seleccionaron
desde el suelo rizosférico natural, se realizaron diferentes pruebas de
caracterizacidén fisiolbégica y anatbémica, con objeto de establecer su
posicién taxonémica, asi como definir 1las condiciones O&ptimas de
germinacién y desarrollo fangico, respecto a los principales factores
ambientales. Las esporas se sometieron a tratamientos en los que se hizo
cambiar la temperatura de cultivo, ensayandose 20,25 y 37 °C; también se
probaron diferentes grados de acidez preparando medios con pH 5, 6, 7 y
8, ademds se determind el efecto ejercido por el sulfito y la cisteina
en el medio, asi como la influencia de la presencia de microorganimos
acompafiantes. Los parametros anatomorfoldgicos que se controlaron y que
resultaron mas Gtiles en la clasificacién taxonémica del hongo VAM
fueron: diametro de la espora, del suspensor y de las células auxiliares,
namero de capas de la espora y grosor de cada una y namero de células

auxiliares.

El desarrollo del micelio se evalud microscdpicamente contando el
namero de intersecciones que las hifas hacian con una cuadricula de 0.9

mm de lado. Este método estad basado en el sistema propuesto por Marsh
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(1971) para estimar la longitud de raices mediante la determinacién del
namero de intersecciones que hacen con cualquier sistema de lineas,
cuando se distribuyen al azar sobre é€l. Previamente a la cuantificacién,
las placas se secaron a una temperatura entre 65 y 70°C, durante el tiempo
necesario para que el agar quedase reducido a una capa muy fina, y todas

las hifas producidas se encontraran en el mismo plano.

15. Evolucién de los propagulos de Scutellospora persica

De los diferentes hongos formadores de micorrizas VA aislados, se
analizd especialmente Scutellospora, por no tener informacidén basica

acerca de él.

Se aisld de suelo rizosférico proveniente del sector de estudio en
el area de Lanjardén. Tras los estudios iniciales de caracterizacidén se
ha creido importante obtener informacidén respecto a su comportamiento
infectivo a lo largo de 1las estaciones climdticas. Para lo cual se
realizaron muestreos de esporas en condiciones naturales de campo. Cada
3 meses se tomaron muestras compuestas de suelo rizosférico de 3 plantas
de S. junceum seleccionadas aleatoriamente de entre los ejemplares de

crecimiento medio, encontrados en el area de estudio.

16. Multiplicacidén por cultivo de tejidos

16.1. Procedencia del material para propagar por cultivo de tejidos

Se partidé de semillas de Anthyllis cytisoides y Spartium junceum.
Los cultivos se iniciaron a partir de secciones nodales, procedentes de
plantas cultivadas en invernadero en condiciones controladas, tras

germinacidén axénica de las semillas.

16.2. Esterilizacién en superficie y germinacién de las semillas

Las semillas de S. junceum, fueron esterilizadas en superficie en
una solucién de hipoclorito de sodio (49%), durante un minuto,

posteriormente se lavaron en abundante agua estéril por 5 veces, donde
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se dejaron en imbibicién durante 2 horas. En el caso de A. cytisoides,
las semillas se deben someter, ademas, a un tratamiento intermedio de

calor hamedo, y el tiempo de imbibicién minimo es de 24 horas.

La germinacién de ambos tipos de semillas se realizdé en placas de
Petri esterilizadas, provistas de papel de filtro humedecido, en una

camara de cultivo en oscuridad con un ciclo de temperatura de 22 y 18°C.

Con objeto de mejorar el rendimiento de germinacidén de 1las
semillas, se probd un sistema alternativo en el que se usaron diferentes
concentraciones de giberelina sobre un medio minimo liquido (MS), en
tubos de ensayo con soporte de Heller. El medio de cultivo utilizado
(MS), consta de la mezcla de sales descrita por Murashige y Skoog (1962)
y como fuente de energia, sacarosa, ademas de inositol y una solucidén de
vitaminas, compuesta de tiamina-HCL, piridoxina-HCL, &cido nicotinico y
glicina. En el caso de usar el medio de cultivo en forma sdélida se

agregan 8 g por litro de bacto-agar (Difco).

Los reguladores de crecimiento, utilizados segln los
requerimientos, fueron: Aacido naftalen acético (ANA), 4&cido indol
butirico (IBA), 6 benzil aminopurina (BA) y acido giberélico (GA). E 1
medio se ajusta a pH de 5,7, repartiéndose 25 ml por tubo; posteriormente

se esteriliza en autoclave a 120°C por 15 minutos.

16.3. Esterilizacidén superficial de explantos

Tanto las yemas axilares como los tallos, que se utilizaron como
explantos en los experimentos de subcultivos sucesivos, se esterilizaron
en una solucién de hipoclorito sédico al 0,5% con unas gotas de TWEEN 20,
durante 20 minutos. Esta solucidén esterilizadora es lo suficientemente
efectiva como para eliminar los microorganismos contaminantes y al mismo

tiempo indcua para el tejido vegetal.

66



16.4. Técnicas de micropropagacién

El material vegetal utilizado, consistié en tallos apicales e
internodales de 1 y 1,5 cm de longitud respectivamente, é&éstos se hicieron
crecer individualmente, en tubos con medio MS suplementado con diferentes
hormonas segiin se tratase de ensayos de iniciacién, elongacién o
enraizamiento. Para mantener el "stock" de multiplicacién, este mismo
material se cultivd en frascos de vidrio de 500 ml con el medio adecuado,

en grupos de 10 a 12 tallos.

Las condiciones fisicas de la camara de cultivo fueron constantes
a lo largo de todos los ensayos, la temperatura fué de 25°C, y 1la
intensidad luminosa de 45 pE m?s’!, suministrada por lamparas GroLux de

Sylvania de espectro regular, con un fotoperiodo de 16 horas dia.

17. Incidencia de la micorrizacién en parametros fisioldgicos vegetales

con hongos MVA de coleccién

El sentido de este experimento, llevado a cabo en condiciones de
suelo natural de "launa", fue establecer en una primera aproximacién
cudl de los microsimbiontes inoculados se adapta mejor a las plantas en
estudio. A lo largo de éste se observaron los siguientes parametros:
Supervivencia de la planta, produccién de biomasa aérea y radical,

resistencia a factores de estrés fisioldgicos o patoldgicos.

18. Estudio preliminar de la doble simbiosis Rhizobium - MVA - leguminosa

por medio de N*

18.1. Plantas seleccionadas y condiciones de cultivo

En este ensayo se utilizaron plantas de Robinia pseudoacacia y
Spartium jumceun, cultivadas en suelo de "launa" y “"calcareo",
respectivamente. En ambos casos se usaron macetas de 1 1 selladas en su
base, en las que se hicieron crecer las plantas, y a las que se agregd
fertilizante nitrogenado con un 10% de exceso atémico de N'S, cantidad

que permite determinar la eficiencia del uso de fertilizantes y evaluar
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la capacidad fijadora de nitrégeno (Zapata, 1990). Con este experimento
se pretendidé incorporar esta técnica en el estudio de la simbiosis de

leguminosas lefiosas.

Las plantas en estos ensayos se mantuvieron a capacidad de campo

para evitar pérdidas por lavado.

18.2. Preparacién de la muestra y cédlculos

Las plantas cosechadas fueron tratadas segin Axmann et al. (1990)
para a partir del extracto Kjeldahl obtenido, realizar 1los tubos de
descarga (Pyrex de 7 mm de diametro) que se midieron en el espectrémetro

de emisidn.

El valor R o R’ que se obtiene a partir del registro de la medida
en nuestro espectrémetro de emisién sopra G.S.I., se logra por 1la

relacidén existente entre 2 picos consecutivos de la banda emitida por el

N.
H(29)
R
H(28)

H(30)

H(29)

Mediante estas dos ecuaciones se puede calcular el porcentaje T y

T’ de atomos de N:

T'= 200 R’/(2 R’+1)
T = 100 R/ (2+R)

En este equipo solamente, pueden ser registrados excesos atdmicos
inferiores al 10% de N con una precisién satisfactoria (Le Massom et
al., 1982). La cantidad de N que se utiliza es de 0.2 mg a 20 mg segin

el volumen y preparacién del tubo de descarga (Axmann, 1990).

A partir de estos datos se puede determinar la eficacia en el uso
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de un fertilizante, FBN y transferencia de N. La eficiencia de un
fertilizante (% NpdFert) o la eficacia en el uso de un fertilizante

(Zapata, 1990).

% e. a. N en planta
% NpdFert= x 100
% e.a. N en fertilizante

Para calcular FBN la técnica (cdlculos) a utilizar depende de que
la cantidad de fertilizante marcado anadido (trazador) sea igual para la
planta fijadora que para la no fijadora. En este caso se puede usar la

técnica de la dilucidén isotbépica mediante la cual:

% NpdFert Fijadora
$NpdFij = (1 - ) x 100
% NpdFert control

Como se observa mediante esta férmula se calcula la cantidad de N
procedente de la fijacién, independientemente de la biomasa cosechada

(Hardanson y Danso, 1990)

Para determinar la FBN cuando se anade mas fertilizante marcado
a la no fijadora se precisa usar la técnica del "valor A" del suelo,
este se calcula previamente mediante la siguiente férmula aplicada a los
datos obtenidos con la planta control (no fijadora).
100 - % NpdFert

A suelo= x dosis N aplicado
% NpdFert

A partir de este dato se calcula el N procedente de la fijacién

atmosférica (% NpdFij).

$NpdFert
% NpdFij = —m8m8™ X A
A
Donde An = (A:u:lo + l!mdlfen) - Aluclo' o lo que es lo mismo:
A planta fijadora - A planta control.

A; = fertilizante aplicado y A, = N atmosférico.
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19. Transporte de nutrientes

Uno de los objetivos de este trabajo es evaluar la incidencia de
la doble simbiosis micorriza Rhizobium, tanto en planta de leguminosas
noduladas como en aquéllas no fijadoras que crecen Jjunto a las
anteriores. Para lo cual se hicieron crecer 3juntas y separadas una
leguminosa (Spartium junceum) y una no leguminosa (Dittrichia viscosa)
inoculadas con Rhizobium y hongo MVA o sin indculo, en condiciones
controladas de invernadero y con sustrato inerte (arena:vermiculita, v/v,
1/1) esterilizado. Ello did origen a 5 tratamientos con 6 repeticiones
cada uno. Los diferentes tratamientos fueron analizados en los 3 meses,
considerando cada planta por separado. Los parametros que se midieron
fueron: peso seco de la planta tanto de la parte aérea como de la raiz,
% de micorrizacidén, nimero de nédulos por planta y contenido en N, P, K

en cada especie vegetal.

Las macetas se regaron con la solucidén nutritiva de Hewitt (1952)
adecuada a cada tratamiento. La evaluacién del ensayo tiene como objetivo
determinar el sinergismo o antagonismo entre los distintos simbiontes,
asi como el contenido de nutrientes en cada planta, poniendo de

manifiesto el sentido de la movilizacién de éstos.

20. Estudio de la colonizacién en la doble simbiosis en leguminosas

lenosas

Como se ha dicho anteriormente, las micorrizas son un elemento
importante en el desarrollo de muchas especies de leguminosas tanto
herbaceas como lefiosas. En lo que a leguminosas lefnosas se refiere, pocas
investigaciones se han realizado sobre la doble simbiosis con Rhizobium
y MVA, por lo que se conocen mal los mecanismos de interaccidn

entre los simbiontes.

En una primera etapa, de estudio basico de la doble simbiosis, se
disenaron una serie de experimentos destinados a conocer la

ultraestructura nodular y la posible coexistencia de los microsimbiontes.
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Un aspecto de interés, es la incidencia de la poblacién microbiana del
suelo y en especial de los hongos MVA en relacidén a la formacidén de

nddulos bacterianos fijadores de nitrégeno.

La infeccién de Rhizobium en leguminosas, es un proceso complejo
en el que intervienen numerosos factores que dependen tanto de la planta
como de la bacteria. En este estudio, se ha querido establecer 1la
incidencia que tiene la presencia de uno y otro endofito en la nodulacién
y en la formacién de MVA. Con este objeto, se disefid un ensayo con tres
tratamientos, en los que las variables eran el tiempo y orden de

inoculacién de uno y otro tipo de microorganismo.

Como planta modelo se usd S. junceum inoculada con Glomus
fasciculatum y Rhizobium sp GRH16 o Bradyrhizobium sp (vigna) 3824, lo
que did origen a 6 tratamientos diferentes con 15 repeticiones en cada
uno de é&llos. Los efectos de 1los distintos tratamientos fueron

analizados cada 3 meses a razdn de 5 repeticiones cada vez.

Los parametros obtenidos en cada analisis fueron: peso seco de
parte aérea y raiz, % de micorrizacidén y nimero de nédulos por planta.
Cuando existidé nodulacién se determindé su eficacia por medida de 1la

actividad nitrogenasa.

21. Medida de los ureidos totales

Recientemente se ha descrito la determinacidn de ureidos como base

de un sistema que podria ser utilizado en la medida de la FBN.

La determinacién de ureidos se ha realizado mediante analisis
colorimétrico segun el método de la glioxil-fenilhidrazona (Glenister y
LaRue, 1987). La evaluacién de estos compuestos se realizd en un
homogeneizado de 530 mg de tejido vegetal fresco, para cada tratamiento,
con tres repeticiones en cada caso. En la primera etapa, comin para todo
el material sometido a andlisis, se realizd una extraccidén en una mezcla

1:1 (v/v) de etanol y tampén fosfato 0.1 M y pH 7.
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Las soluciones extractadas se repartieron a razén de 1.5 ml por
tubo, para determinar alantoina, &acido alantoico y &cido glioxilico en
cada tratamiento. Mediante la adicidén de NaOH 0.5 N se consigue el paso
de alantoina a &cido alantoico y por accién de HCl 0.65N o 0.15N se

transforma en acido glioxilico.

En esta técnica, el &cido glioxilico se neutraliza mediante tampén
fosfato 0.4M (pH, 7) y con la adicién de 0.5 ml de solucién de
fenilhidracina se logra el paso de glioxilato a glioxil-fenilhidrazona
que finalmente pasa a dibencilformazan tras agregarle 2.5 ml de HCl

concentrado y 0.5 ml de ferricianuro potéasico.

La medicidén de absorbancia se realizdé a 535 nm después de mantener
la solucidén de reaccidén 15 minutos a temperatura ambiente para obtener
el revelado del color. Como curva patrdn en nuestro ensayo se utilizaron

siete concentraciones de alantoina desde 0 a 0.2 mM.

En la serie de tratamientos establecida se hicieron crecer en forma
conjunta Spartium junceum y Festuca rubra, inoculadas con G. fasciculatum
y Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824. Las plantas de Festuca rubra se
hicieron crecer separadas inoculadas con micorrizas ( G. fasciculatum).
Los tratamientos, con 12 repeticiones cada uno, se mantuvieron en
condiciones controladas de invernadero, durante 3 meses. El sustrato

usado en el ensayo fue arena:vermiculita (1:1, v/v).

22. Instalacién de parcelas permanentes

Se parte de semillas pregerminadas in vitro, que en bolsas de
plastico de 1 1 pasaron en condiciones controladas de invernadero 3
meses, tras los que y con objeto de aclimatar las plantas a condiciones
ambientales naturales se mantendran otros 3 meses en un invernadero
abierto antes de instalar en campo. Con el fin de mejorar el estado
fisioldégico de 1las plantas, éstas se inoculan con Rhizobium y MVA
seleccionados previamente, mientras que otras plantas se mantienen sin
simbiosis, constituyendo el control del ensayo compensando el efecto de

la inoculacién con la aplicacién quincenal de solucidén nutritiva de

72



Hewitt adecuada a tales efectos (10 ml por bolsa). El1 sustrato empleado
fue suelo procedente de la zona de instalacidén de las parcelas mezclado
con arena, para evitar compactacién (5:2, v/v). Las plantas que se han
utilizado en este ensayo fueron: Spartium junceum, Robinia pseudoacacia,
Anthyllis cytisoides y Medicago arborea Acacia caven Yy Prosopis

chilensis.

En las parcelas seleccionadas, a una altura de 1000 m, de pendiente
media a fuerte y orientacidén sur-este, se les realiza un seguimiento de
supervivencia y desarrollo. Una de las parcelas es de suelo de "launa"
y la otra del tipo "calcareo" ; ambas se dividieron en diez terrazas de
1.5 m de ancho y 30 m de largo, realizadas segun curvas de nivel. Para
distribuir las plantas se usd un sistema de bloques al azar. En una

primera etapa las evaluaciones del ensayo se realizaron mensualmente.

22. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los distintos ensayos se han comparado
y tratado estadisticamente mediante un andlisis de varianza de 3 vias,
y cuando han existido diferencias entre medias, estas se han comparado
mediante un test de Duncan. Asl mismo se han realizado analisis de

regresién y correlacidén simples.
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IV. RESULTADOS

1. Caracteristicas del suelo

Los andlisis correspondientes de los suelos utilizados en los
distintos ensayos permiten establecer como caracteristica fundamentales
los siguientes: El suelo de "launa", tien un pH que varia entre 7,2 a
7,3, mientras gque del suelo "calcareo" es de 7,8. De acuerdo con el
anilisis conductimétrico del contenido en sales solubles totales del
suelo, obtenido a partir de un extracto saturado del mismo, el suelo de
"launa" se incluye entre los no-salinos por tener una conductividad
media, a 25°C, inferior a 2 mmhos/cm, concretamente de 0,45 mmhos. En
cuanto al suelo de "calcareo" la conductividad es de 0,37 mmhos, por lo

que también se trata de un suelo no-salino.

La textura del suelo de "launa", segin la clasificacidn USDA,
corresponde a la de "franco-arenosa". Por otra parte, la estructura, es
tipicamente laminar, muy fina, con orientacién de la mayoria de las
superficies en un plano horizontal y tienen menos de un milimetro de

espesor.

La capacidad de campo es de tan sblo 10,6% en el caso de "launa",
y de 20,7% para suelo "calcareo". La concentracidén de P asimilable
(Olsen) expresada como P soluble en acetato aménico, es de 0,16 y 1,05
ppm, respectivamente. El contenido en nitrdégeno total, es de 0,07% en
"launa"” y 0,17% en "calcareo" y el de materia orgdnica es de 0,28% en

"launa" y 0,9% en "calcareo".

2. Ensayos de inoculacién cruzada

Las plantas seleccionadas fueron inoculadas con todas y cada una
de las razas de Rhizobium de los grupos de inoculacién cruzada y las

aisladas de los nddulos radiculares, obtenidas de plantas de las especies
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en estudio. Con respecto de S. junceum, las razas infectivas fueron:
B. japonicum (Glycine)
Bradyrhizobium japonicum (Lupinus)
Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824
Rhizobium sp. GRH16
Rhizobium phaseloli

Rhizobium meliloti GR4B

La efectividad se evalud con la técnica de 1la reduccién de
acetileno a etileno, comprobandose que solo eran efectivas las razas. B.
japonicum (Glycine), B. japonicum (Lupinus) Bradyrhizobium sp. (Vigna)
3824 y Rhizobium sp. GRH16. Segin se observa en la Grafica 1,

Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824, fué la especie mas efectiva.

Los resultados con Antyllis cytisoides mostraron que, de las
diferentes razas de Rhizobium probadas, esta planta solo fué nodulada por
R. trifolii, R. phaseoli, y por la raza homéloga aislada de ndédulos
radicales de A. cytisoides. Se debe destacar que estas asociaciones no
resultan efectivas en los dos primeros casos. Al inocular A. cytisoides
con 5 razas diferentes de R. lotti se observd que todas eran infectivas,
ademas de efectivas. En la Grafica 2 se muestran los niveles de fijacidn
de nitrégeno, medido por la técnica de la reduccién de acetileno a

etileno.

En el caso de Medicago arborea se puede comprobar que existe una
gran especificidad bacteria-hospedador y sélo R. meliloti fué capaz de
nodularla. Los nédulos formados fueron efectivos, trds la evaluacidén de
actividad fijadora. Por otra parte, Robinia pseudoacacia fué nodulada
por R. meliloti, R. trifolii, R. leguminosarum, B. japonicum (Glycine),
B. japonicum (Lupinus), R. phaseoli, sin que ninguna de las razas se

mostrara efectiva.

La Tabla 3 resume el comportamiento de las distintas especies
vegetales frente a distintas razas de Rhizobium sp.. Concretamente GRH16
y GRH17, aisladas de S. junceum y A. cytisoides respectivamente, no

nodularon en las diferentes leguminosas pertenecientes a los grupos de

75



inoculacién cruzada. Rhizobium sp. GRH11 y GRH13, aislados de R.
pseudoacacia y M. arborea, respectivamente, fueron infectivos solo para
Medicago sativa (Tabla 3); sin bién, su eficiencia en la fijacién de

nitrégeno fué menor que la encontrada en razas homSlogas de coleccidn.
En la Tabla 4 se indica el caracter infectivo de las distintas

razas de Rhizobium en el ensayo de inoculacién cruzada, en relacién a las

plantas seleccionadas en la zona de estudio.
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Tabla 3.- Infectividad (+) o no-infectividad (-) de los
Rhizobium sp aislados de las leguminosas crecidas en la
zona de estudio, en ensayo de inoculacién cruzada.

Hospedadores

Alfalfa Trébol Soja Guisante Altramuz Haba

GRH11 + - - - - -
GRH13 + - - - - -
GRH16 - - - - - -
GRH17 - - - - - -

Tabla 4.- Efectividad (1, J, no), e infectividad (+, -)
de las razas de Rhizobium, en ensayo de inoculacién
cruzada, en simbiosis con las plantas seleccionadas.

Hospedadores

Rhizobium sp. Spartium Anthyllis Medicago Robinia

R. meliloti - - + (1) +(no)
R. trifoli +(no) +(no) - +(no)
R. leguminosarum +(no) - = +(no)
B. japonicum (G) +(31) - = +(no)
B. japonicum (L) +(1) - - +(no)
R. phaseoli +(¥) +(no) - +(no)
B. sp (vVigna) 3824 +(1?)
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Grafica 2. Actividad especifica de diferentes especies de R. lotti
en simbiosis con A. cytisoides.
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3. Determinacién de las razas de Rhizobium, y afines, presentes en suelo

de "launa"

De este ensayo se infiere que el suelo de "launa", a pesar de su
baja fertilidad, puesta de manifiesto a través del cultivo de diferentes
especies vegetales, presenta una poblacién bacteriana (Rhizobium) 1lo
suficientemente amplia como para que en élla convivan razas infectivas

de distintas leguminosas.

Concretamente se encontrd que plantas pertenecientes a los géneros:
Phaseolus, Pisum, Medicago, Trifolium y Lupinus, eran noduladas cuando

crecian en suelo de "launa".

Una vez comprobado que existian naturalmente razas infectivas, las
plantas noduladas fueron evaluadas para comprobar si las simbiosis
establecidas eran efectivas. Se detectdé este caracter en todas éllas,
excepto en Lupinus, sin embargo el nivel de actividad fijadora de

nitrégeno evaluado fué muy variable.

La raza aislada de Trifolium fué poco infectiva y de baja o nula
capacidad fijadora de N,. En cuanto a la raza aislada de Medicago sativa,
tanto por su caracter infectivo como por su efectividad y forma de

crecimiento, puede consederarse R. meliloti.

El conocimiento de la existencia de una poblacién bacteriana
establecida en los suelos de "launa" en la zona de estudio, es de gran
interés, ya que si se piensa incorporar plantas inoculadas con
microsimbiontes al ecosistema, se debe tener en cuenta la capacidad de

colonizacidén previa de éste.

Las razas de Rhizobium existentes en este area, a pesar de no ser
de probada su eficiencia, seguramente provocaran un efecto competitivo,
en cuanto a sitios de infeccidén, y en el nivel de supervivencia de las

nuevas razas que se intentan establecer.

80



4. Curva de crecimiento de los endofitos aislados de la zona de estudio

A partir de estas curvas de crecimiento se determindé que tanto la
raza aislada de S. junceum como la de A. cytisoides, son razas de rapido
crecimiento. Ambas tienen una tasa de reproduccidén de 3 a 4 horas. La
raza aislada de A. cytisoides muestra una curva de absorbancia mayor que
la que genera la raza aislada de S junceum. A pesar de producir distintos
valores de absorbancia, ambos cultivos tienen valores similares en cuanto
a namero de células se refiere, como puede observarse en las Graficas 3
y 4. Esto puede indicar que Rhizobium sp. GRH17, aislado de A.
cytisoides, es una raza de mayor tasa reproductora que Rhizobium sSp.

GRH16, aislado de S.junceum.

Por otra parte S. junceum forma ndédulos tanto con razas de réapido

crecimiento ( Rhizobium sp. GRH16) como con Bradyrhizobium.

Las razas aisladas de los nédulos de S. junceum y A. cytisoides que
crecen en los suelos del area de estudio son de rapido crecimiento y no

se muestran muy efectivos en la fijacidén de N,, siendo infectivas.

Esta poblacidén bacteriana, nativa del suelo, al tener un réapido
crecimiento podria representar un elemento de competencia a razas
seleccionadas que quisieran introducirse. Lo anterior es de particular

importancia si la raza seleccionada fuese del género Bradyrhizobium.

81



Rhizobium sp.
GRH16

numero de células
(millones)

1000000

T T T1TTTm

100000

T TTTTI

10000

T T TTTTd

1000

T T TTTTT

100

T T TTTIn

10

[T TTTThT

@)
0y

16 24 32 40 48 &6 64

Grafica 4. Evaluacién del crecimiento de Rhizobium sp GRH16.
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Gréafica 3. Evaluacidén del crecimiento de Rhizobium sp GRH17.



5. Estudio de la supervivencia de Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 en
condiciones variables de suelo de "launa" o "calcareo", y en simbiosis

con S. junceum

La idea de este ensayo, fué determinar el comportamiento, en
condiciones de suelo natural, de una raza de Rhizobium seleccionada por
sus buenas caracteristicas de fijacién de N, en plantas de S.

junceum.

Una caracteristica deseable de los inoculantes de Rhizobium es que
tengan capacidad de adaptacién al medio ambiente natural, que les
permita competir con otros microorganismos autdctonos, de tal forma,
que su representacidén en el entorno sea perdurable, pudiendo asi servir
como un inoculante permanente a las plantas que en €l se desarrollen.
Ello es de especial importancia en situaciones en que las plantas
crecen en ambientes estresados, como es el caso que concierne al presente
estudio.

De la compleja serie de tratamientos establecida inicialmente
en este estudio de supervivencia, 1los resultados preliminares
obtenidos en las primeras semanas, indicaron 1la conveniencia de
concentrar la investigacidén en aquéllos, en los gque el inoculante se
encontraba en presencia de S. junceum en condiciones de suelo no

estéril.

La poblacién de Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 inicial por
maceta fue equivalente a 5ml de una suspensién de 2 x 10° células por
ml, lo que representa, en el conjunto de la maceta, un valor de 3 x 10°

células por gramo de suelo.

En la Grafica 5 se recogen los valores de la supervivencia de
Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 Sm®™ para "launa" y ‘"calcareo"

respectivamente.

En la primera evaluacidén, a las 10 semanas de la inoculacién, la

poblacién bacteriana tuvo un aumento en ambos tipos de suelo, siendo
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mayor en el caso de "launa". A las 15 semanas, la supervivencia de 1la
raza inoculada, de acuerdo con el crecimiento en placa, bajdé ligeramente
en ambos tratamientos. En este momento 1la presencia de bacterias es

similar a la encontrada al tiempo de inoculacién.

La evaluacién a las 30 semanas indicd una fuerte caida en el caso
de suelo de "calcareo", sin embargo, en el suelo de "launa" 1la
poblacién bacteriana de Rhizobium solo tuvo un pequefio descenso,

manteniéndose cercana a los valores en tiempo cero.

Por Gltimo, la evaluacién a las 45 semanas no indicd presencia de
la raza inoculada por lo que puede entenderse que no hay supervivencia

de Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824.

El ligero aumento en la poblacién Dbacteriana encontrado
inicialmente, puede indicar una rapida multiplicacién de ésta, al

estar en contacto con su hospedador, o sus exudados radiculares.

Posterior a la primera etapa, la bacteria inoculada tiende
a estabilizarse en valores cercanos a los encontrados en el momento de
inoculacién. Esto se mantiene por corto periodo, ya que a las 30
semanas se observa una fuerte disminucién de Bradyrhizobium sp.
(Vigna) 3824 en suelo "calcareo", mientras que el caso de "launa" esta
disminucidén de poblacidén es menos notoria. Esta Gltima situacidén podria
explicarse, en el caso del suelo "calcareo", por la presencia de una
mayor poblacién microbiana natural, la que competiria por un mismo nicho

ecolégico.

De otro lado, el suelo de "launa" de peores caracteristicas
fisicas y nutricionales, por 1lo tanto, mas pobre microbioldégicamente,
lo que quiere decir que 1los inoculantes exdgenos no estan sometidos a
una gran presién por los microorganismos preexistentes. De las 3
primeras evaluaciones se puede inferir que esta raza es capaz de
adaptarse al suelo de "launa" donde, al parecer, en condiciones

ambientales normales se muestra persistente.
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La 1Ultima evaluacién, realizada a las 45 semanas, no indicé
presencia de la raza inoculada en ninguno de ambos suelos. Este hecho
debe ser analizado teniendo en cuenta que en este Gltimo periodo
las plantas se sometieron a unas condiciones climdticas extremas, en
lo referente a temperatura y a humedad relativa, que han podido

provocar una situacién letal para las bacterias.
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Grafica 5. Nimero de células de Bradyrhizobium sp (Vigna) 3824 en
suelo de "launa" y "calcareo" a lo largo del tiempo.



6. Estudio del efecto del nitrégeno combinado (NO,K), sobre la nodulacién
y actividad fijadora de nitrégeno en plantas de S. junceum

inoculadas con Rhizobium

Lo primero que debe destacarse, es la elevada nodulacién en la
mayoria de los tratamientos, y que, dicho proceso fué inhibido 88lo a
partir de la concentracién de 20mM de NO)K (Tabla 5), hecho que puede
interpretarse aceptado que la presencia de N combinado no incide en
el mutuo reconocimiento entre la leguminosa y la bacteria y la posterior

infeccién, como ocurre en otras plantas.

Las medidas de fijacién de N,, mediante la técnica de la reduccién
de acetileno, ponen de manifiesto que los nédulos mas activos son los
existentes en plantas que crecieron en un medio sin N combinado. Las
tasas de fijacién fueron inversamente proporcionales a la cantidad de
N combinado presentes en el medio. La actividad fijadora de los ndédulos
de las plantas que crecieron en la concentracién de 20 mM es casi 1/5

de la encontrada en aquéllas que crecieron en medio sin N.

En este ensayo no se encontrd un nivel de N combinado que
inhibiera completamente la nodulacién, sin embargo, 50 mM de NO;K si que

eliminan la fijacién de nitrégeno.

Las dosis de N que se adicionaron fueron las equivalentes a 75, 150
y 300, 600 y 1500 Kg de N/ha. A pesar de que los valores encontrados,
tanto en la fijacién como en nuamero de nédulos, pueden parecer bajos,
se debe indicar que, en otras plantas, niveles inferiores de N combinado

ya producen inhibicién, en algunos casos, de forma total.

Por otra parte, el analisis de la produccién de biomasa (Tabla 5),
muestra que el tratamiento que provoca los valores superiores en este
parametro es aquel en gque coinciden valores mayores de actividad
nitrogenasa por planta, con el aporte de menor dosis de nitrdégeno, lo que
permite al vegetal, casi duplicar su peso seco con respecto al testigo

(sin adicidén de NO;K). Esto podria justificarse por la existencia de un
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efecto sinérgico en beneficio de 1la planta entre fijacién simbidtica

de nitrdégeno y pequefio aporte de N exdégeno.

E1l estudio de la respuesta en cuanto a desarrollo de biomasa de
parte aérea y raiz (Tabla 5), indica que 1la adicién de diferentes
concentraciones de NO;K incrementdé el desarrollo de ambas partes de 1la
planta hasta la dosis de 20 mM, en la que s6lo la raiz mostrd incremento
con respecto al testigo. Una concentracién superior (50 mM) provocé una
disminucién general de biomasa. En cuanto a reparto de la biomasa entre
la parte aérea raiz el efecto fue siempre a favor del desarrollo de la

primera.

Los valores de los andlisis de N, P, y K para los diferentes
tratamientos se muestran en la Tabla 6. Las concentraciones de P, N y K
se mantienen practicamente constantes, independientemente del NO;K

adicionado.
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Tabla 5. Efecto del N combinado en distintos parémetros
de plantas de S. Jjunceum noduladas.

(NO,K)  NONod Nasa PSA PSR
(mil) (g) (g)
0 60.3 24.0 1.06 0.19
2.5 80.5? 21.0," 1.94?° o.5df
5 78. 3, 14.0, 1.82,, 0.56,
10 40.6,, 8.2, 1.78 0.39)
20 18. 7 5.4, 0.93 0.30,,
50 8.5, 0, 0.70, 0.13;

No Nod, se refiere a nimero de nédulos por jarra Leonard;
Nasa, es actividad nitrogenasa (umol acetileno reducido/g
nod/hora); PSA y PSR, son peso seco de parte aérea y de
raiz respectivamente.

Nota: Para cada paréametro, los numeros seguidos de la
misma letra no muestran diferencias estadisticamente
significativas segiun el Test de Duncan. S.I1.=0.01.

Tabla 6.- Concentracién de N, P, K, en la parte aérea de
plantas de S. Jjunceum en presencia de concentraciones
crecientes de N combinado.

NO,K N P K
mM (%) (%) (%)
0 1.97, 0.32, 3.06,
2.5 1.89, 0.29, 3.27,
5 2.12, 0.29, 3.98,
10 1.84, 0.25, 4.01;
20 2.46,, 0.34, 3.92,
50 3,32, 0.25, 4.37,

Nota: Comentario al analisis estadistico, igual que en
Tabla 5.



7. Caracterizacidén in vitro de MVA

Los datos que permiten la identificacidén de un hongo formador de

MVA aislado de la zona de estudio se recogen en la Tabla 7.

Los resultados preliminares indicaron que se trataba de un hongo
perteneciente al género de Scutellospora al que posteriormente se

clasificé como S. persica (Foto.l).

Como los hongos MVA son simbiontes obligados, la Gnica forma de
reproducirlos es mediante 1la asociacién simbibética con wuna planta
hospedadora adecuada. Por é€llo se procedidé a preparar indculos utilizando
distintos sustratos y plantas, con el fin de determinar las condiciones

6ptimas de desarrollo del hongo.

Se procedid posteriormente a la caracterizacidén del hongo aislado
respecto a diferentes factores ecolbdgicos como pH, temperatura, iones

inorganicos y presencia de microorganismos.

Los ensayos sobre la influencia de la temperatura mostraron, que
el éptimo para la germinacién y desarrollo del micelio tenia lugar a 25°C
(Grafica 6), mientras que a 37°C se inhibia la germinacién. Las esporas
que al ser sometidas durante 21 dias a 37°C, sin que iniciaran
aparentemente su germinacién, se transfirieron después de este periodo
de incubacién, a temperaturas de cultivo de 20°C o 25°C. En ambos casos
germinaron vy, nuevamente, se obtuvieron mayores porcentajes de
germinacién a 25°C. En cuanto al desarrollo del micelio, estimado mediante
la produccién de células auxiliares, es también 6ptimo a 25°C de

temperatura (Grafica 7).

De los distintos pH ensayados, es a pH=7 al que se obtienen mejores
resultados en cuanto a germinacién, desarrollo del micelio y namero de

células auxiliares (Tabla 8)

Dado el efecto estimulador que producen algunos microorganismos

acompafiantes de las esporas sobre la germinacién y el crecimiento del
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micelio (Azcén-Aguilar et al., 1986) se estudid el efecto de estos sobre
Scutellospora. Como puede observarse en la Tabla 9, la presencia de

microorganismos estimula el desarrollo de las hifas del hongo.

El efecto del sulfito y la cisteina sobre el crecimiento del
micelio de S. pérsica fué asimismo estimulador (Tabla 10). Al igual que
ocurre con otros hongos formadores de micorrizas VA, el efecto del
sulfito es mas estimulador que el de la cisteina sobre el desarrollo del
micelio del hongo, lo cual, también se manifiesta en la formacidén de

mayor nuamero de células auxiliares.
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Foto.l.-Aspecto de Scutellospora persica, hongo MVA, aislado de la zona

de estudio.
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Tabla 7. Parametros morfolégicos de las esporas en identificacién.

B(p) 2(n) Grosor(p) Celulas auxiliares
(*) Espora Suspensor Pared Capas NO 4
18 28 3a
< 268 29 12.3 2.1 8.36 2:1 18 16.7
> 435 50 18.1 2.1 14.63 2.1 5 20.1
X 342 39 15.5 2.1 11.61 2.1 13 18.4
n 25 12 24 11 24 11 6 24

tamano menor medido

—~
*

S~
A
"

A
"

tamano mayor medido

X = Media
n = Nimero de medidas
Tabla 8.- Efecto del pH en el desarrollo (D)
germinacién (G) de S. persica.
pH %G %D %Con auxiliares
5 42 0 0
6 87% 50% 0
7 817% 100%*x* 50%x
8 42 100%x* 0

* y ** con un 90% y 95% de significacién estadistica
respectivamente
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Grafica 6. Germinacidén de S. pérsica a distintas temperaturas.
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Tabla 9.- Efecto de los microorganismos en el desarrollo
del micelio producido "in vitro" a partir de esporas de
S. persica.

Tratamiento Tamano del micelio
(g de colonia, mm)

En presencia de

microorganismos 10.0 *x
acompanantes
En ausencia de 1.1

microorganismos

**¥Con un 95% de significacién estadistica

Tabla 10.- Efecto de distintos compuestos azufrados sobre
el desarrollo del micelio de S. pérsica.

Tratamiento Tamano del micelio
(g de colonia mm)

Agar-agua 55.3
Cisteina 85.4 x
Sulfito 101.0 *x

¥ con un 90% de significacidén estadistica.
x* con un 95% de significacién estadistica.



8.- Evolucién de los propadgulos de Scutellospora persica

El recuento de esporas presentes en suelos de la zona de estudio,
en los diferentes ciclos anuales, pone de manifiesto la incidencia de los
cambios estacionales del clima en la poblacién muestreada, la cual es

variable en el tiempo.

Tras cuatro muestreos secuenciales, llevados a cabo cada tres meses
a lo largo de un afio, se observd que la cantidad de esporas es maxima en
primavera, periodo de temperaturas y lluvias suaves, va decreciendo
paulativamente hasta llegar al minimo al final del verano, tras pasar la

época de mas altas temperaturas y de mayor estrés hidrico (Tabla 11).

De aqui, se infiere que, para este tipo de esporas, resultan mas
limitantes las altas temperaturas que las bajas. Ademas se aprecia que
después del periodo mads frio es cuando se produce la esporulacidén masiva.
Con estas estructuras de resistencia, el hongo es capaz de resistir todo

el periodo mas desfavorable.
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Tabla 11.- Presencia de Scutellospora persica en suelo de
"calcareo" en los 25 cm de la capa superior del suelo
rizosférico de Spartium junceum.

Meses NQ de esporas
(100 g)

Marzo 79.5

Junio 36

Septiembre 10

Diciembre 30




9. Propagacién "in vitro" de las plantas objeto de estudio

Antes de abordar el estudio de la micropropagacidén de este material
lefioso, dado el interés de esta técnica y 1las dificultades de su
macropropagacién se iniciaron una serie de estudios preliminares
tendentes a evaluar la incidencia de diferentes concentraciones de

giberelina (&cido giberélico-AG;-) en este proceso.

9.1 Influencia hormonal en la germinacién de semillas

El ensayo se realizd, poniendo en contacto semillas previamente
esterilizadas en superficie, con concentraciones crecientes de giberelina
(0, 1, 3, 10 mg/l), en tubos de ensayo mantenidos en una camara de

cultivo. Se efectuaron evaluaciones periddicas cada cuatro semanas.

Después de tres meses de ensayo, se determind que la hormona usada,
en ninguna de las concentraciones, ejercidé efecto sobre las semillas de
Anthyllis cytisoides. Este hecho se podria explicar por la
impermeabilidad que presenta su cubierta seminal. Ademas, el pequeifo
tamafio y dureza de la semilla de A. cytisoides dificulta la extraccién
del embridn correspondiente, lo que imposibilita el andlisis de 1la

influencia ejercida por la hormona.

En el caso de Spartium junceum no ocurre lo mismo, (Grafica 8) ya
que la germinacidén es estimulada significativamente. Las concentraciones
de hormona que mejoraron la germinacién corresponden a 1 y 3 mg/l, que
aumentaron alrededor de un 70% dicho valor. Sin embargo, concentraciones
superiores de giberelina (10 mg/l), tienen un caracter téxico vy
disminuyeron la germinacion en mas de un 30% respecto al tratamiento

control.

9.2. Inicio del cultivo in vitro

Una primera etapa de la propagacidén vegetativa in vitro es la
obtencidén de una cantidad adecuada de material vegetal que sirva para la

propagacién de propagulos base. En este caso se partidé de plantas
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obtenidas por germinacién de semillas, cultivadas en condiciones axénicas
en invernadero, de las que se pudieron extraer secciones nodales
homogéneas. Estas, se sometieron a diferentes concentraciones de 6
benzilaminopurina (BA) y se evaluaron después de 4 semanas. En el caso
de Spartium junceum, las concentraciones ensayadas fueron 0O; 0,1; 0,3 y
1 mg/l. Los resultados indicaron que la concentracidén de 0,3 mg/l de BA
se comporta como un estimulante de la proliferacién y desarrollo celular,
dando origen a tallos de mejor aspecto y calidad. La concentracidn mayor
(1 mg/l), también ejerce un ligero efecto positivo en el crecimiento de
las yemas, sin embargo, la calidad del mismo es inferior al encontrado

con 0,3 mg/l (Grafica 9).

En un ensayo posterior, en el gque se prolongdé el tiempo de
evaluaciédn hasta 6 semanas, se probd la concentracion de BA que habia
dado mejores resultados (0,3 mg/l). Se obtuvieron valores de respuesta

muy similares a los del caso anterior.

Respecto a Anthyllis cytisoides, utilizando igual rango de
concentraciones de BA que el usado con S. junceum, las concentraciones
de 0,1, 0,3 y 1 mg/l de BA produjeron un mayor desarrollo gque el
tratamiento control; a pesar de ésto, la calidad del material vegetal fué
inversamente proporcional a la concentracidén hormonal, de tal forma que
a 0,3 y 1 mg/l, el efecto estimado tanto por la longitud y nimero de
tallos como de hojas era inferior en este material que en el que se habia
logrado desarrollar a O y 0,1 mg/l. De esta forma, la concentracidn de
0,3 mg/l, después de cuatro semanas, fué la gque produjo el mayor
incremento en el desarrollo de las yemas, mientras que la de 0.1 mg/l

produjo la mayor calidad en el desarrollo.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se creyé conveniente
tratar de establecer en un ensayo a 6 semanas los niveles hormonales que
combinasen los mejores efectos de calidad y cantidad. Para ésto se
definieron tratamientos con 0; 0,05; 0,1; 0,2; y 0,4 mg/l de BA. Al
evaluar los efectos de este rango con mayor precisidén de concentraciones

al cabo de seis semanas, se comprobd que 0,2 mg/l de BA era una cantidad

102



suficiente para producir un doble efecto positivo en el de desarrollo

como en calidad del material vegetal (Gr&fica 10).

9.3 Multiplicacién vegetativa

Un punto fundamental a considerar en la multiplicacién in vitro es
la determinacién del numero de veces gque los explantos pueden
subcultivarse antes de que degeneren. El1 proceso de multiplicacién de
estos se realizdé en una secuencia encadenada de ensayos, consistentes en

series dobles de subcultivos.

Los dos primeros subcultivos se evaluaron a las ocho (Gr&fica 11)
y cuatro semanas (Gr&fica 12), respectivamente. En éllos se encontrd que
la concentracién de 0,2 mg/l de BA, en A. cytisoides, era la que daba
mejores resultados (Gradfica 11). Por otra parte, en S. junceum, 0.3 mg/l

de BA produce mayor desarrollo que el tratamiento control (Gréafica 11).

En el tercer subcultivo se probé el efecto del origen de los
explantos, que ocasionalmente puede ser responsable de las distintas
respuestas a la accidén hormonal. Se usaron secciones apicales o nodales,
en las concentraciones de BA antes indicadas. En A. cytisoides, la
procedencia de los explantos no tuvo efectos. Sin embargo, en S. junceum,
se pudo apreciar un notorio aumento del numero de tallos capaces de dar
origen a nuevo tejido vegetal, cuando procedian de secciones apicales.
A pesar de lo anterior, el menor numero de explantos de secciones nodales
que crecen producen mayor cantidad de biomasa, compensando asi la

diferencia existente respecto al material apical (Gréafica 13).

A lo largo del cuarto (Grafica 14) y quinto (Gréafica 15)
subcultivo, se pudo comprobar gque en A. cytisoides los efectos de BA
disminuyen y son ain mas bajos que el tratamiento control (Gréafica 14).
La situacién es diferente en S. junceum, ya que los efectos hormonales
aumentaron a lo largo de las distintos subcultivos, alcanzandose un 100%

en el quinto (Grafica 15).
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Otra etapa en la multiplicaciédn por cultivo de tejidos es la fase
de elongacién de tallo, en la que se determinan las mejores condiciones
para lograr un adecuado desarrollo en longitud de las plantas. En las
especies ensayadas no fue necesario utilizar la fase de elongacién de
tallos, dado el buen desarrollo observado durante las diferentes etapas
de multiplicacién, hecho que se puede explicar por el origen juvenil del
tejido. Como consecuencia de la fase de multiplicacién, 1los tallos
obtienen el tamafio adecuado para pasar a la siguiente etapa, en la que

el objetivo principal es obtener un enraizamiento adecuado.

9.4. Enraizamiento

Los explantos de ambas especies, procedentes del "stock" general,
se sometieron a concentraciones crecientes (0; 0,1; 0,3 y 1 mg/l) de las
auxinas: acido indol butirico (IBA) y &cido naftalen acético (ANA). Se
pudo comprobar que la presencia de hormonas es fundamental en el
enraizamiento de ambas especies (Grifica 16); no obstante, A. cytisoides
muestra una mejor respuesta al tratamiento con bajo nivel hormonal, al
mismo tiempo que es capaz de soportar mayores concentraciones de hormona
(Grafica 17). En el caso de S. junceum, los explantos manifiestan
sensibilidad a 1 mg/l de auxina, cantidad que resulta téxica, inhibiendo

el enraizamiento (Grafica 18).

A pesar de que las dos hormonas probadas inducian el enraizamiento,
las respuestas de las plantas fueron diferentes, asi ANA estimulaba la
formacién de raices atipicas engrosadas y con bajo namero de raices
secundarias mientras que, las raices producidas en plantas tratadas con

IBA tenian caracteristicas normales (Fotos. 2 y 3).

9.5 Aclimatacién

El proceso de aclimatacién tiene, normalmente, tres etapas
definidas. Primero, las plantulas se cultivan en frascos de vidrio, luego
bajo un tanel de niebla, para posteriormente pasar a condiciones normales
de invernadero. Sin embargo, cuando se trata de especies lefiosas que se

desean utilizar en la reforestacién de zonas Aaridas y semidridas, es

104



conveniente introducir una cuarta etapa en la que se obtenga un buén
grado de lignificacién de la planta y una adaptacién a las condiciones
xerofiticas del ambiente. Este sistema se sigue con objeto de obtener
una adaptacién progresiva y completa del material propagado y cada etapa

dura aproximadamente un mes.

Algunas de las etapas iniciales se han podido acortar e incluso
eliminar y en su lugar se ha probado la inoculacidén con microorganismos
simbibéticos radiculares en condiciones axénicas (Rhizobium y HMVA). En
el caso de Rhizobium, se ha conseguido nodular plantas procedentes
directamente de la fase de enraizamiento, en la que se ha podido evaluar
la actividad nitrogenasa. Respecto a HMVA, se han utilizado en la etapa

de invernadero contribuyendo a una mejor y mas rapida aclimatacidn.

Las plantas que se aclimataron se sometieron a distintos
tratamientos, segin que estas estuvieron enraizadas, o simplemente fueran
tallos. Las plantas enraizadas pasaron a macetas con sustrato de suelo
: arena (5:2, v:v) inoculadas con G. fasciculatum o Glomus sp.. Se
encontré que las de A. cytisoides responden muy satisfactoriamente a la
aclimatacién, con una supervivencia del 100%. En las de S. junceum si
bién hay inicialmente, mas problemas de supervivencia muestran después

respuesta a la inoculacién (Tabla 12).

Las plantas que iniciaban la fase de aclimatacién sin raiz se
dividieron en dos lotes: Un control, y un tratamiento, durante 15
segundos, en solucién de IBA (100 mg/l), pH 6-6.5, Estos tallos apicales,
de 2 cm de longitud, se aclimataron en frascos en un sustrato con 50% de
turba negra y 50% de perlita. La supervivencia, se controld cada 4
semanas, hasta poblacidén estable, lo cual ocurrd a las 4 meses, después

de los cuales, el resultado final es el que se observa en la Tabla 13.

105



Estimulacién de la germinacion

e Spartium junceum
1001
8ol
6ot
= .
4ot
201 ] |—]
oL ; i .
o . 8 0 @A (mgn)
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Tabla 12. Aclimatacidén de A. cytisoides y S. Jjunceum en
macetas.

% S.T. %S.1. %S.N.I.
A. cytisoides 100% 100% 100%
S. Junceum 75% 100% 50%

S.T. es supervivencia total, S. I. es supervivencia en
plantas inoculadas con HMVA y S.N.I. supervivencia de
plantas no inoculadas.

Tabla 13 Aclimatacién de tallos de A. cytisoides ¥y
Spartium.

Tratamiento Supervivencia
(%)
A cytisoides IBA 26%
Control 11%
S. Junceum IBA 7T0%

Control 42%




Foto.2.- Aspecto del enraizamiento "in vitro" de plantas de S. junceum

con ANA.
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Foto.3.- Aspecto del enraizamiento "in vitro" de plantas de S.junceum con

IBA.
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10. Incidencia de la micorrizacién en parametros fisiolégicos de la

planta

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente, en los que se
encontrd que: (a) Los endofitos de MVA no eran muy abundantes en el suelo
de "launa"; (b) bajos niveles de micorrizacién en las plantas
seleccionadas; y (c) que las razas de Rhizobium, existentes en la zona
a pesar de ser infectivas, no eran muy efectivas, sugirieron disefiar un
ensayo de inoculacién, en condiciones controladas, con HMVA de coleccién

utilizando suelo de "launa" del sector de Lanjaron.

El diseno para cada especie fué:
Con Rhizobium sp.: Glomus sp. (B)
G. fasciculatum
G. mosseae
Inbéculo natural

Suelo estéril

sin Rhizobium : PO,
Micorriza

Suelo estéril

En cada tratamiento, con 5 repeticiones, se usd como indculo de
Rhizobium el aislado de los hospedantes homélogos, con excepcidén de M.
arborea en la que se usd ademas indculo de coleccidén (Rhizobium melilotti
GR4B). Los resultados de este experimento, que se evalud a los 6 meses,
sugieren, que en S. junceum la mejor combinacidén esta dada por una
inoculacidén mixta de G. fasciculatum mads Rhizobium sp. GRH16, produciendo
esta doble simbiosis mejores efectos sobre el crecimiento de la planta
que incluso los ejercidos por una fertilizacidén fosforada muy rica como

puede verse en la Grafica 19.

El efecto de la doble inoculacién sobre la biomasa de M. arborea,
pone de manifiesto que G. mosseae inoculado junto con R. melilotti GR4B,
es la combinacién que produce mayor desarrollo. En todos los casos, la

doble inoculacidén mejora el crecimiento de la planta respecto de un
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patrén bién fertilizado, pudiendo observarse (Gradfica 20) que la
presencia de micorriza (todas las especies ensayadas) mejora el efecto
sobre el crecimiento de las plantas producidas por las distintas razas
de Rhizobium inoculadas (Rhizobium GRH13 y R. melilotti GR4B). También
puede verse que la accién ejercida por la micorriza sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas es mejorada por la presencia de Rhizobium,
ya se trate de la raza de coleccién o la aislada de la zona de estudio

(Lanjarén).

En Robinia pseudoacacia, al considerar aisladamente el efecto
sobre el desarrollo de parte aérea y raiz que ejerce la inoculacidn, ya
sea por separado o conjunta de Rhizobium y HMVA puede verse que, en ambos
casos, la presencia de microorganismos aumenta la produccidén de biomasa.
El hongo formador de micorrizas que induce mas desarrollo en presencia
de Rhizobium GRH11 es Glomus mosseae; esta combinacidn resulta mas
efectiva que las otras, sobre todo en lo que a produccidén de parte aérea

se refiere (Grafica 21).

En lo que a crecimiento radical se refiere, el efecto de 1la
inoculacidén individual de HMVA sin Rhizobium es similar al ejercicio por
fosfato. La doble inoculacién dobla el efecto de la fertilizacidén quimica

como puede verse en la Grafica 22.

Cuando se compara el crecimiento producido por dintintos
inoculantes en Anthyllis cytisoides, es de destacar que todos los
tratamientos con microorganismos incrementan el desarrollo de la planta

respecto de cuando ésta crece sola.

El inbéculo recomendado para A. cytisoides es Glomus sp. (B), méas
Rhizobium sp. GRH17. Con esta combinacién, ademds del crecimiento que
induce, se logra un mejor reparto de fitomasa que se manifiesta en el
mayor peso de la parte aérea respecto al de la raiz en las plantas
inoculadas frente a aquéllas sin inocular o con fertilizacién quimica

(Grafica 23).
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11. Estudios sobre la doble simbiosis Rhizobium-MVA en leguminosas

lenosas, utilizando trazadores isotdpicos

Se ha trabajado con Spartium junceum y Robinia pseudoacacia en
condiciones controladas de invernadero. Las plantas fueron cultivadas en
macetas con suelo “calcareo" y tratados con sulfato aménico, que
contenian con un exceso atémico del 10% de NY. cCada ensayo se mantuvo
en invernadero 4 meses con adicién de agua, manteniendo la capacidad de
campo del suelo al 80%. Para Spartium junceum, los datos de produccién
de biomasa, porcentaje de colonizacién MVA y fijacidén de N,, medida como
reduccidén de acetileno, aparecen en la Tabla 14.\ <

Estos andlisis ponen de manifiesto el efecto que los inoculantes
ejercen sobre el crecimiento y nutricién de esta planta. Todas las
combinaciones de inoculacidén aplicadas aumentan la produccidén de biomasa
en Spartium tanto a nivel de raiz como parte aérea. Es de senalar que los
tratamientos que produjeron mas biomasa también incrementaron 1la
concentracién de P en los tejidos de la planta. Evidentemente es un

efecto de la inoculacidén de microsimbiontes (Tabla 14).

La medida de la fijacién de N mediante la técnica de la reduccién
de acetileno (Tabla 15), indica que Rhizobium sp. GRH16 es el mas
efectivo. Sin embargo, el contenido de nitrdégeno en plantas inoculadas
con Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 (Tabla 14), es mayor. Ello evidencia
que el dato instantaneo comparativo que proporciona dicha técnica no es

apropiado. La medida de FBN mediante N" es, en cambio de gran utilidad.

En el caso de Robinia pseudoacacia, los valores de produccidén de
biomasa y de concentracién de N, asi como la fuente de procedencia del

nutriente, en parte aérea se muestran en la Tabla 16.
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Tabla 14.- Efectos de la inoculacién sobre el crecimiento Yy
concentracién de nutrientes en la parte aérea de plantas de
S. Junceum

PSR PSA N P K
(mg) (mg) (%) (%) (%)
CONTROL 64, 104b 2.12. 0.05b 0.96
GRH16+GF 216, 492, 1.89, 0.11,, 0.99,
RH16+Sc 136, 500a 2'34a 0.15a 0.93,
3824 +GF 516, 410a 2.16 0.15, 1.13
3824+Sc 180, 498 2.38 0.15 0.83
2 2 a 2
GRH16 = Rhizobium sp., aislado de S.junceum; 3824 =
Bradyrhizobium sp (Vigna). Hongos formadores de MVA: GF =
Glomus fasciculatum y Sc = Scutellospora persica.

Nota:tratamiento estadistico y resto de abreviaturas igual
que en la Tabla 5.

Tabla 15.- Medida de parametros simbiéticos MVA y
fijacién de nitrégeno.

Fijacién de N

MVA (%) Nasa %¥NpdFij
Tratamientos
CONTROL - - -
GRH16+GF 34.88b 29.42 OC
GRH16+Sc 33’46b 103.8 . 51a(
3824+GF 3.36, 42.30b 2C
3824+Sc 49.5 " 58.76ab 40b

Tratamiento estadistico y abreviaturas igual que en Tabla
5 y 14 respectivamente.



Tabla 16. Produccién de biomasa, concentracién de N (%),
fijacién de N (X NpdFij) en plantas de Robinia
pseudoacacia sometidos a diferentes tratamientos de
inoculacién.

PSA(mg) %N % NpdFij
R+GF .74, 2.70, 22.93,
R+GB .64, 3.73, 4.70,
R+GM .54, 2.44 38.10,
Control '54a 3.05b ~=

R = Rhizobium GRH13, aislado de Robinia pseudoacacia; GF,
GB y GM = inoculacién con los hongos formadores de MVA,
Glomus fasciculatum, Glomus sp (B) y Glomus mosseae,
respectivamente.

Tratamiento estadistico igual que en Tabla 5.



12.- Transporte de nutrientes

En este tipo de ensayo resulta determinante la densidad de
siembra, que permita andlisis comparativos para poder establecer
conclusiones partiendo de biomasas comparables. Por ello se hizo crecer
una planta de S. junceum junto a dos de Dittrichia viscosa (cultivo
mixto) y una de S. junceum y cuatro de D. viscosa en cultivo

monoespecifico.

Las soluciones nutritivas que se aportan a las plantas a lo largo
de su desarrollo, trataban de compensar el efecto de los microsimbiontes,
a efectos comparativos. Se usd solucidén nutritiva de Hewitt, (con un
décimo de fésforo); sin N, cuando 1las plantas se inoculaban con
Rhizobium; sin P adicional, cuando se micorrizaba; y sin N ni P
adicional, si llevaban ambos inoculantes. Los controles no inoculados se

regaron con solucién de Hewitt completa.

El contenido de N en parte aérea de S. junceum inoculado con

Rhizobium no se afecta por la presencia de D. viscosa (Tabla 17).

En cuanto a D. viscosa, como se dijo anteriormente, los mayores
contenidos de N se consiguen cuando ésta crece en la misma maceta, con
S. junceum inoculado con Rhizobium, o en plantas micorrizadas

compensadas con N.

La inoculacién de Rhizobium incrementd la produccidén de biomasa
(especialmente en parte aérea) en Spartium junceum. La micorrizacién

favorecid el desarrollo de parte aérea y raiz de D. viscosa (Tabla 17).

Para comprobar el posible paso de N desde la leguminosa a la no
leguminosa, via hongo, basado en la posibilidad de que S. junceum exude
al medio compuestos nitrogenados, que el hongo capta y transfiere,
posteriormente, a la planta no leguminosa asociada, se disendé un ensayo
apropiado; asi se midié el N que procede de FBN en plantas noduladas de
Spartium junceum, en el medio de crecimiento, inicialmente, libre de N.

También se mididé en el medio de crecimiento la cantidad de ureidos, para
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determinar si el exudado se realiza bajo esta forma. Los datos de estas
medidas muestran que el medio se enriquecidé en 0,17% de nitrdégeno y que

habia 7,93 mol/ml de ureidos.
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Tabla 17.- Medidas de biomasa, micorrizacidén y contenido
de N.

Indéculo Plantas PSA PSR N
(mg) (mg) (mg/planta)

R+MVA S. Junceum 101b 34a 1.16b
D. viscosa 83 53 0.85
a b a

R S. Junceum 101b 48a 1.65a
D. viscosa 30b 30c 0'33b

NI S. Junceum 105b 44a 1.19b
D. viscosa 60ab 60a O.SOw

R S. Junceum 141a 54a 1'65a
MVA D. viscosa 42b 27c O.44b
R = Rhizobium, NI = no inoculado, PSA = peso seco de la

parte aérea. Los datos que se muestran estan ajustados a
densidad de siembra.

Tratamientos estadistico igual que en la Tabla 5.



13. Doble colonizacién por microsimbiontes en leguminosas leinosas

Se ha podido comprobar la coexistencia de los dos microsimbiontes:

Rhizobium y hongo formador de MVA, en los nbdulos (Foto. 4).

Para determinar como se manifiesta la presencia previa de un
inoculante sobre la colonizacidén posterior del otro; se llevaron a cabo
una serie de ensayos apropiados. En ellos se evaludé la incidencia del
orden y tiempo de inoculacién, 1los efectos de 1la aplicacién 1los
inoculantes simultaneamente o por separado, y la evolucidén de los
tratamientos a lo largo del tiempo, mediante un control trimestral de los

mismos.

En la Tabla 18 se puede observar que cuando se inocula primero G.
fasciculatum no se produce nodulacidén por GRH16, aungue se ve un aumento
significativo en el peso seco de la parte aérea de la planta. En el caso
de Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 hay un buen desarrollo de ndédulos y
de la parte aérea, tanto cuando se inocula primero G. fasciculatum como

si se inoculan ambos simultaneamente.

La respuesta de Spartium junceum, a la doble inoculacién, a los 6
meses de realizada ésta, se muestran en la Tabla 20. Cuando se inoculan
con Rhizobium sp. GRH16 y simultaneamente con G. fasciculatum se
obtuvieron los mayores valores de peso seco de la parte aérea, aungque la
mayor actividad nitrogenasa corresponde a las plantas no micorrizadas,
inoculadas inicialmente con Rhizobium sp. GRH16. Estos resultados son
semejantes a los que se encontraron a los nueve meses de crecimiento
(Tabla 22). La inoculacidén inicial con Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824
produjo mayores valores de fijacién de N, a los seis meses, aunque esto
no se refleja en un mejor estado de la planta, si bien, se encontrd que
en plantas inoculadas previamente con G. fasciculatum hay mayor
desarrollo de la parte radical. A los 9 meses (Tabla 22) se aprecian
diferencias significativas en el desarollo de 1las plantas que se

inocularon primero con G fasciculatum.
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Si s8se compara el desarrollo de las plantas inoculadas,
Bradyrhizobium sp. (Vigna) 3824 fue mas efectivo que Rhizobium sp. GRH16,
sobre todo en lo referente a la parte aérea de plantas inoculadas

previamente con G. fasciculatum.

La concentracién de N, P y K en la parte aérea de S. junceun,
determinada a los 3, 6 y 9 meses de crecimiento se muestra en las Tablas

19, 21 y 23.

La concentracién de N, P y K en la parte aérea de S. junceumf

determinada a los 3, 6 y 9 meses de crecimiento se muestra en las Tablas)

19, 21 y 23.
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Tabla 18. Primera evaluacion del efecto de la doble
simbiosis en Spartium Jjunceum a los tres meses.

Inéculo PSA PSR MVA Ne Nod
(g) (g) (%)

1¢ GF 0.116, 0.120, 24.30, 0,

20 GRH16

19 GRH16 0.072, 0.120, 14.82) 2,

20 GF

GF+GRH16 0.088, 0.086, 11.56 0,

10 GF 0.120, 0.104, 22.44, 9.2,

20 3824

10 3824 0.062 0.048, 15.12) 8,

29 GF

GF+3824 0.123, 0.075, 20.74, 9.8,

GF = Glomus fasciculatum y las bacterias noduladas GRH16

y 3824 son la aislada de S. Jjunceum y Bradyrhizobium sp
(Vigna)3824 respectivamente. 190 y 290 hace referencia al
orden de 1inoculacidén (30 dias de separacidén). PSA y PSR
hace referencia al peso seco de la parte aérea y de la
raiz. La colonizacion del hongo micorricico se expresa
como %¥MVA y el numero de nédulos formado por la bacteria
simbidética es NO Nod.

Nota: Tratamiento estadistico igual que la Tabla 5.



Tabla 19. Concentracién de N, P y K en la parte aérea de
S.Jjunceum, a los tres meses de crecimiento.

N% P% K%
12 GF 1.59, 0.07, 1.75,
20 GRH16
10 GRH16 1.42 0.05 1.59,
20 GF
GF+GRH16 1.93, 0.09, 2.17,
12 GF 2.23, 0.10, 2.52,
20 3824
10 3824 2.33, 0.04, 1.66,
29 GF
GF+3824 2.09; 0.07, 2.07,

Nota: Tratamiento estadistico y abreviaturas igual
Tabla 18.



Tabla 20. Segunda evalucién de los efectos de la doble
simbiosis en S. Jjunceum, a los seis meses.

Inéculo PSA PSR MVA NONod Nasa
(g) (g) (%)

1o GF 0.36b 0.28a 22.30! 2b 0c

20 GRH16

10 GRH16 0.19C 0.15c 11.21C 2b 0'356a

20 GF

GF+GR16 0'45a 0'20b 15.31b 7a 0.119b

10 GF 0'57a 0.30a 20.04b 16‘ 0.267c

20 3824

10 3824 0’45b O.24b 14.17 18 0.623
c 2 2

20 GF

GF+3824 0.46b 0.25b 28'12a 13b O.415b

Nota: abreviaturas y tratamiento estadistico igual que
Tabla 18.



Tabla 21. Concentracién de N, P y K, en la parte
aérea de Spartium junceum a los seis meses de
crecimiento.

N% P% K%
12 GF 0.83, 0.09, 1.32,
22 GRH16
10 GRH16 1.23, 0.06, 1.71,
20 GF
GF+GRH16 1.39, 0.05; 1.48,
10 GF 1.25, 0.05, 1.68,
20 3824
10 3824 1.56, 0.05, 1.41,
20 GF
Gf+3824 1.38 0.05, 1.44,

Nota: Abreviaturas y tratamiento estadistico igual
que en Tabla 18. ;



Tabla 22.- Tercera evaluacién de los efectos de la doble
simbiosis en S. Jjunceum a los 9 meses de crecimiento.

PSA PSR MVA NONod Nasa
(g) (g) (%)
10 GF 0.49 0.44 16.24 1.2 0
20 GRH16 : * y ¢ b
10 GRH16 0.38 0.36 12.80 7.8 0.82
c b b a A
20 GF
GF+GRH16 0.51, 0.43, 13.28, 4.2 0,
10 GF 0.60, 0.46, 18.48, 20, 0.51
20 3824
10 3824 0.46, 0.40, 11.60, 28, 1.86,
20 GF
GF+3824 0.55, 0.40, 16.14, 24.8, 1.30,

Nota: Abreviaturas y tratamiento estadistico igual que en
Tabla 18.



Tabla 23. Concentracién de N, P y K, en la parte
aérea de Spartium junceum, a los nueve meses de
crecimiento

N% P% K%

1o GF 1.53, 0.12, 1.89,
20 GRH16
10 GRH16 1.54 0.24 1.82

2 2 3
29 GF
GF+GRH16 1.56, 0.10, 1.77,
12 GF 1.29y 0.05, 1.53,
20 3824
10 3824 1.61, 0.09, 1.52,
20 GF
Gf+3824 1.56, 0.08, 1.38

Nota: Abreviaturas y tratamiento estadistico 1igual
que en Tabla 18.



Foto.4.- Aspecto de la epidermis de un ndédulo de Bradyrhizobium sp.

(Vigna) 3824 formado en S. junceum micorrizada con G.

fasciculatum (x125).






14.- Determinacién de ureidos (alantoato)

Los datos correspondientes se muestran en la Tabla 24. El primer
hecho a destacar es que en esta leguminosa lefiosa intervienen los ureidos
como compuestos para el transporte de N procedente de la fijacién. Como
se aprecia el cultivo mixto provoca la presencia de ureidos en la planta
no fijadora. Ello podria tomarse como un indicador de "transferencia de
N". El cultivo mixto también incrementa la presencia de ureidos en la

propia leguminosa.
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Tabla 24. Contenido en ureidos (mmol de alantoato/g
de peso fresco) en parte aerea de Festuca rubra
(+MVA) y Spartium junceum (Brady + MVA).

Cultivo Festuca Spartium
mono 0, 332,
mixto 38, 679,

Nota: Para cada columna nuameros seguidos de la
misma letra no tienen diferencias estadisticamente
significativas, segin test de Duncan. SE=0.01.
Brady = Bradyrhizobium (sp) Vigna 3824

MVA = Micorrizacidén



15. Establecimiento y supervivencia de la plantas en las "parcelas

permanentes"”

En las Graficas 24 y 25 se muestran los resultados de supervivencia
y adaptacién de las plantas llevadas a cabo, después de un periodo de
cuatro meses desde que se instald el ensayo, en los suelos de "launa" y

"calcareao", respectivamente.

Como puede observarse es manifiesto el efecto de la inoculacidn con
los microsimbiontes previamente seleccionados. Hay que destacar que
aunque no haya efectos sobre la supervivencia, en algunos casos pudo
apreciarse un efecto beneficioso de 1la inoculacién en cuanto a
envergadura y vigor de la planta se refiere. Ello se manifiesta maéas
claramente en la Grafica 26. En la Foto. 5, se ofrece un mdédelo de 1la

respuesta en campo de las plantas.
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Efectos significativos (5 %)

»* Supervivencia
O Desarrollo vegetal

("] Endofitos naturales

77 " " + Inoculados
- 7 /
/I
707 / % %
L] / / /
T 607 /| ~ 4
g . I/ ~
2 50 [ % / / g
o % /| ] —/
g 40 <77/ 7 e
% 30- ” /| / / / /|
° A N v
o AW WYY
S d
0 / r 4 /|

Robinia Acacia Medicago Prosopis Spartium Anthyllis

Grdfica 24 - Efecto de la inoculacion a los 4meses de
transplante a campo (Suelo de“Launa"™)
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Grafica 26. Comparacidn relativa de tamafio en plantasllevadas a campo.



Foto. 5.- Planta de S. junceum al afno de llevada a campo. En la que se
ve flor y fruto, demostrando la velocidad de crecimento

producida por la inoculaciédn.
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VI DISCUSION

Como se habia previsto inicialmente, las condiciones de los suelos
experimentales usados hacen de estos un soporte de baja fertilidad. Ello
viene determinado por el deterioro natural que han sufrido, por procesos
de erosidén eblica e hidrica asi como por la accidén del hombre. Por otra
parte el origen geoldgico de los suelos les otorga caracteristicas
fisicas poco favorables al cultivo. Otro aspecto perjudicial al uso
agricola es la situacién topografica. Todo ello responde a los procesos
de degradacidén propios de ecosistemas mediterraneos (Lopez-Bermudez y

Albaladejo, 1990).

El area de estudio se encuentra en un clima de montafia con grandes
diferencias térmicas entre el dia y la noche, asi como entre el invierno
y el verano. Con precipitaciones en un corto espacio de tiempo. Durante
bastantes anos la actividad a la que se destind fue a una ganaderia
extensiva en los sectores altos, mientras que en laderas medias a bajas
fue un cultivo extensivo de cereal. Esta actividad humana, si bien es
cierto que en un primer momento no incididé negativamente en el ambiente,
posteriores modificaciones de carga animal y de cultivo agricola, junto
con las condiciones climadticas antes sefialadas, contribuyeron al
deterioro ecoldégico de la zona tal como se describid para situaciones

similares ( Ortiz Silla, 1990).

De esta forma, en la actualidad y a pesar de que se ha dejado de
usar en gran medida estos suelos agricolamente, todavia pueden observarse

sefiales obvias de procesos erosivos progresivos.

Ademds de los aspectos antes sefialados, se debe indicar que estos
suelos, conocidos localmente como "launas" son un sustrato poco
evolucionado, con cierta impermeabilidad, de tal manera que son
frecuentes los problemas de encharcamiento. Otro problema asociado a este
tipo de estructura es la compactacién que dificulta un adecuado
desarrollo radicular. Un elemento mads que contribuye a intensificar 1los

problemas de erosidén es la pendiente, en general de media a fuerte.
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Los Rhizobium spp. aislados de S.junceum y Anthyllis cystisoides
son especies/ecotipos de réapido crecimiento, ello estd de acuerdo, con
lo que encuentra Herrera (1984), lo cual no era lo esperado previamente
en plantas lenosas. Probablemente al tratarse de especies de zonas &aridas
sea 16gico que las bacterias noduladoras sean de rapido crecimiento. El
inocular con bacterias de lento crecimiento las plantas en campo tiene
el problema de la competitividad (Sprent y Faria, 1988) como se ha
encontrado en ensayos de invernadero. Aunque estas bacterias son mas
efectivas al cabo de un tiempo la cantidad inicial va decreciendo, en
virtud de la competencia con los microorganismos existentes en el suelo,

o por estar peor adaptadas a las condiciones climaticas de la zona.

Es posible que entre las poblaciones de hongos formadores de
micorrizas existentes en la zona y los inoculados también haya problemas
de competitividad (Mosse et al.,1981), aun no siendo asi, se plantea la
necesidad de conocer mejor los hongos MVA que hay en la zona de estudio,
por sus caracteristicas de crecimiento, adaptadas a las condiciones
ambientales y ecoldgicas existentes. De acuerdo a los resultados se ha
observado una especificidad del HMVA respecto al sustrato y su
efectividad para las plantas que lo colonizan. Esto es de gran interés
tanto a nivel fisiolégico, por mejorar el estado de las especies
vegetales, como ecoldgico, en el efecto de recuperacién de suelos
degradados e introduccidén de especies aptas para la regeneracidn de zonas
degradadas (Skujins y Allen, 1986). Por ello, es de gran importancia un
estudio adecuado para la seleccidn de las especies de HMVA apropiadas ya
que de otra forma los efectos que se produzcan pueden no ser los mas
6ptimos. Al igual que hay factores que inciden sobre la formacién y
desarrollo de las micorrizas, también hay que tener en cuenta que las MVA
condicionan aspectos ecoldgicos concretos. Asl es importante gque se
puedan mejorar determinadas caracteristicas del suelo (Thomas et al.,
1986). Ello justifica la importancia de conocer la distribucidén de estos
hongos y el efecto que pueda ejercer su incorporacidn a sitios desérticos

y degradados (Allen,1989).

Al caracterizar uno de los hongos formador de MVA encontrado en el

drea de estudio (Scutellospora persica) y, posteriormente, determinar
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algunos de sus requerimientos en crecimiento, se ha encontrado cierta
afinidad con otros hongos de esta misma especie estudiados (Morton,1988),
si bien hay algunas caracteristicas especiales que estén principalmente
referidas a los ritmos de crecimiento. Se ha observado que los propagulos
de Scutellospora persica evolucionan en el suelo a lo largo del afio de
una forma peculiar,ya que estd perfectamente adaptado el maximo
poblacional con las mejores condiciones ambientales para el hongo. La
disminucién en el namero de esporas del suelo después de Marzo hasta
Agosto puede ser consecuencia del lavado producido, ya que este periodo
es en el que se registran las mayores precipitaciones, lo que unido a la
gran pendiente de las parcelas justifica esta disminucién. La pérdida de
capa arable es, en efecto, factor que acelera un descenso en el namero

de propagulos de MVA (Habte et al., 1988).

En cuanto a las plantas seleccionadas es importante senalar 1la
destacada afinidad existente en S.junceum por Rhizobium, ya que en dosis
crecientes de NO;K esta planta ha sido nodulada incluso en presencia de
una cantidad de nitrato suficiente para inhibir la nodulacién en otras
especies vegetales (Papastylianou y Danso,1989). Segin los ensayos gque
aqui se discuten, el NOK incide en la fijacién de nitrégeno, pero no en

la nodulacién.

Teniendo en cuenta que la inoculacidén de Rhizobium junto con un
pequeno aporte N exdgeno es la combinacién que origina una mayor
produccién de biomasa en S. junceum, se puede hablar de un efecto

sinérgico de ambos, que redunda en un mayor beneficio para la planta.

Al analizar la situacidn frente a la inoculacidn en cada una de las
especies vegetales estudiadas se pudieron observar diferentes tendencias
en cada una de éllas. Las plantas de Spartium junceum inoculadas con las
diferentes razas de Rhizobium mostraron que se estaba en presencia de una
especie muy suceptible a ser nodulada. De las razas ensayadas sdlo R.
melilotti no infectd a estas plantas, mientras que el resto de las razas,
tanto de lento como de rapido crecimiento, la nodularon. Los nédulos
encontrados en estas plantas son del tipo indeterminado,con un sistema

vascular abierto y con un meristemo bien definido, son piriformes de una
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longitud méxima de 5mm. Empiezan a ser funcionales desde un punto de
vista de actividad nitrogenasa a partir de las cuatro semanas de 1la
inoculacién, sin embargo alcanzan una actividad méxima a partir de los

dos meses.

Para evitar los problemas de germinacidén de las semillas de algunas
de las de las especies vegetales seleccionadas, se han usado las técnicas
de multiplicacién vegetativa por cultivo de tejidos, dadas las grandes
ventajas de estas técnicas en micropropagacién (Tisserat, 1985; Barceld
et al. 1989 y Vietez et al. 1987). Ello ha permitido obtener gran
cantidad de material vegetal Gtil y de interés para el presente trabajo.
Esta técnica se ha puesto a punto para S. junceum y A. cytisoides, dos
especies de leguminosas lefiosas de importancia en revegetacién. El
material asi obtenido es homogéneo y resulta genéticamente idéntico. Con
€l se ha logrado micorrizacidén y nodulacién semejantes a las que se
consiguen en plantas procedentes de semillas, lo gque permite mayor
fiabilidad de que las diferencias encontradas son producidas por los
microorganismos simbidéticos y no por la variabilidad genética del
material vegetal, previsiblemente alta en este caso ya que las semillas

son recolectadas directamente del campo.

Dado que el hospedador es determinante en el tipo de infeccidn
producida por las bacterias fijadoras de nitrdgeno, la asociacidén de 1la
leguminosa con hongos formadores de micorrizas vesiculo arbusculares, al
actuar estos sobre la fisiologia de la planta hospedadora, debe tenerse
en cuenta a la hora de producir una doble simbiosis. Los resultados, que
aqul se presentan han permitido establecer 1la combinacién de
microorganismos gque se muestra mas efectiva para cada leguminosa,
encontrando diferentes respuestas a la simbiosis cuando se cambia uno de
los microorganismos inoculantes; ello concuerda con observaciones previas
(Bethlenfalvay et al. 1989). La efectividad de la inoculacién también se
ve afectada por el orden en que se aplican los microorganismos, asi como
por la fase del desarrollo del vegetal en que se inoculan (Bethlefalvay

et al. 1985b).
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Como es conocido el ritmo de translocacién de P en plantas
micorrizadas estd determinado por los componentes de la simbiosis y su
interaccién con el medio (Hayman, 1983). También se sabe que otros
factores ambientales lo modulan. Asi, el transporte de P es dependiente
de la temperatura y se ve reducido en los casos en que la planta tiene

una baja transpiracién (Smith y Gianinazzi-Pearson, 1988).

Al trabajar con leguminosas lefiosas, se ha determinado que es
conveniente analizar los resultados de la doble inoculacién asi como el
establecimiento del estado simbibético a los seis meses de inoculada la
planta, ya que antes las observaciones pueden resultar poco indicativas,
teniendo en cuenta la fisiologia del desarrollo de estas especies
vegetales. Cuando las simbiosis estan bien establecidas, se ha encontrado
que existe contacto entre los dos microorganismos desarrollandose el
hongo dentro de los nédulos. Este hecho no es comin en leguminosas
herbaceas, pero si se ha descrito en plantas actinorrizicas noduladas y
micorrizadas (Gardner,1986). Por ello se puede pensar que sea propio de
la diferente ontogénia del nédulo en plantas fijadoras lefiosas. En esta
coexistencia se ha podido llegar mas lejos de lo gue supone un mero
contacto fisico que quizas pueda significar una relacién mas estrecha a

niveles fisioldgicos o metabdlicos.

Con objeto de optimizar 1la productividad vegetal, uno de los
objetivos de 1la investigacidén es estudiar 1la asociacién entre una
leguminosa lefiosa y una planta no fijadora de nitrdgeno (Haystead et al.,
1988; Barea et al., 1989b). Ello es importante si se considera el posible
paso de nutrientes de una planta a otra, y que tal paso, puede ser

estimulado por accién del hongo.

Como es sabido, es necesario que el N procedente de la fijacidn sea
incorporado al metabolismo de la planta (Smith y Gianinazzi-Pearson,
1988; Smith y Smith, 1990). Posteriormente, mediante los procesos de
exudacidén radical, o de degradacién de ndédulos (Barea, 1990), 1los
compuestos nitrogenados se liberan a la rizosfera de la leguminosa. Esta

puede ser la base de la "transferencia de N" a plantas no fijadoras
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(Heichel, 1987) y que podria justificar 1las indicaciones sobre

"transferencia de N" encontradas en el presente estudio.

Después de encontrar evidencia de gque existe transporte de
nutrientes entre plantas que crecen juntas, se puede pensar que una de
las formas nitrogenadas que se movilizaron era un ureido (Herridge, 1982

ayb).

Previamente se habla determinado que los ndédulos de las plantas
estudiadas exportaban ureidos, lo cual parece ser propio de ciertas
leguminosas (Sprent, 1980; Berkum et al., 1985), entre ellas las lenosas
aunque cabe destacar que en estas la cantidad producida no estéa
relacionada con la eficacia del proceso de fijacidén de N (Van Kessel et

al., 1988).

Es de destacar la presencia de dcido alantoico en plantas noduladas
(McNeil y Larue, 1984) y en la planta no fijadora asociada. Se puede
concluir que estos fendmenos de transferencia de nutrientes son claves
en el equilibrio de tales asociaciones y que en ello desempefan un papel

importante las micorrizas, tal como postulo Newman, 1988.

Mediante el uso de la técnica del N se pudo determinar 1la
efectividad que muestran las plantas estudiadas para fijar N, atmosférico
(Zapata, 1990). El1 que el aporte de N del medio a la planta sea muy
pequenio se explica por el caracter arcilloso de nuestros suelos, lo que
justifica que el N prioritariamente proceda de la fijacidén atmosférica
aunque se pudo estimar captacidén del N del suelo proceso estimulado por

las MVA. Esto confirma estudios previos (Barea et al., 1987).

Asi mediante el uso de las técnicas de marcaje isotdpico se ha
determinado que alrededor de un 50% del N existente en las leguminosas
procede la fijacidén bioldgica. Lo cual en suelos que pueden dar poco N
a la planta, ya sea porque tengan poco N o porque esté inmovilizado; como
son los hay en el &area del presente estudio; justifica plenamente la

inoculacién de estos vegetales (Barea y Azcdn-Aguilar, 1983).
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Aspecto importante a destacar es la falta de correlacidén existente
entre las medidas de fijacién de N (reduccién de acetileno) y 1la
respuesta de la planta (crecimiento, contenido en N, ect). Ello era de
esperar ya que, como es sabido (Witty y Minchin, 1988) la técnica de la
reduccién de acetileno, con grandes ventajas para comparaciones relativas
de efectos, no cuantifica de forma integrada la fijacién de N,. En este
sentido son las técnicas basadas en el uso de N” las mas apropiadas

(Danso, 1988), como se manifiesta en el presente estudio.

Por otra parte 1la asociacién Rhizobium-leguminosa se afecta
considerablemente por la micorrizacién, depende mucho del tipo de hongo
que se asocie a las plantas noduladas y que condiciona la cantidad de N
en planta procedente de la fijacién. Esta situacién se muestra de interés
con vista a la seleccién de microsimbiontes y ha sido descrita en

leguminosas herbaceas (Azcdén et al., 1991).

Mencién especial merece el hecho del papel clave que mostraron los
microsimbiontes en el establecimiento de las plantas en las parcelas
experimentales en la zona de estudio. El efecto sobre la supervivencia
y/o desarrollo de las leguminosas lefiosas es evidente, lo cual aboga por
un efecto positivo de la introduccién de este material vegetal mejorado
por la aplicacidén de dos biotecnologias: micropropagacidn e inoculacién
de microsimbiontes. Ello puede ser el inicio de un proceso de
revegetacién y, consecuentemente de recuperacién de suelos degradados,
tal como ha sido descrito en situaciones de ese tipo (Skujins y Allen,

1986; Aziz y Habte, 1989; White et al., 1989).
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VII CONCLUSIONES

1a

23

52

62

72

8a

De acuerdo con criterios de tipo ecolégico, y de interaccién
con microsimbiontes, se recomiendan las leguminosas lefiosas
siguientes: Anthyllis citisoides, Spartium junceum
(arbustivas, autodctonas); Robinia pseudoacacia y Acacia
caven (lenosas, adaptadas) para llevar a cabo ensayos de

revegetacidén en la regidn.

De acuerdo con criterios de "compatibilidad funcional" se han
determinado los microorganismos mas adecuados para establecer

doble simbiosis con cada una de las plantas seleccionadas.

Se han puesto a punto los métodos de macropropagacidén para
todas las especies seleccionadas y los de micropropagacidn

para Spartium juceum y Anthyllis citisoides.

El andlisis isotdépico (NY) ha permitido establecer que al
menos el 50% de N gque incorporan las leguminosas es

procedente de la fijacidén simbidtica.

Se ha evidenciado que, en contra de 1lo gque ocurre en
leguminosas herbaceas, el hongo de la MVA coloniza el tejido

nodular.

Se ha puesto de manifiesto la transferencia de compuestos
nitrogenados, entre ellos ureidos, desde plantas leguminosas

a las no leguminosas micorrizadas acompafiantes.

Se ha puesto de manifiesto el transporte de N en forma de

ureidos en S. junceum.

Se ha evidenciado el efecto beneficioso de los
microsimbiontes en el establecimiento, supervivencia vy
desarrollo de 1las plantas en parcelas experimentales en

campo.
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