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NODULACION DE ELAEAGNUS ANGUSTIFOLIA L. EN EL
BOSQUETE DE VALDEMORO (MADRID)

M. F. SCHMITZ', Y. ARANDA', M. L. ESTEBAN' y F. BERMUDEZ DE CASTRO'

RESUMEN

Se estudia la distribucién del endofito de Eleeagnus a
un bosquete de Valdemoro (Madrid). La presencia de

r;ﬂ;m)‘blia y la capacidad noduladora del suelo en
icho endcfito y su capacidad para inducir nédu-

los fijadores de nitrégeno es normal y comparable a la de otros lugares con plantas actinorrizas. Se com-
prueba la relacidn que existe entre el pH del suelo y su poder nodulador y la influencia de la cobertura
arbdrea sobre este proceso. Los nédulos obrenidos son efectivos y reducen acetileno a niveles conside-

raclos normales en plantas actinorrizas.

INTRODUCCION

Alnus glutinosa (L) Gaeren. v Elagagnus angustifolia
L. fueron las primeras angiospermas no legumino-
sas en las que se demostré la nodulacién radical y
la fijacién de nicrdgeno atmosférico (NOBBE &
HILNER, 1904). Sin embargo, los estudios poste-
tiores siguieron dos tendencias muy diferentes, ya
que, mientras existen numerosas publicaciones so-
bre alisos, la literatura cientifica producida sobre
Elazagnus sp. es mis bien escasa, sobre todo en lo
que se refiere a la investigacién del comportamien-
to de las planras en condiciones pararales.

En los tltimos afios se han intensificado los estu-
dios sobre especies de Elmeagnus con el fin de in-
vestigar los niveles de fijacién de nitrégeno, la in-
cidencia del entorno sobre las tasas de diazotrofia,
la posibilidad de inoculaciones cruzadas con otros
endofitos y su capacidad para crecer en suelos de-
gradados o pobres en nutrientes (RODRIGUEZ-
BARRUECO, 1970; DONOVAN ¢f #/., 19706; SILVEs-
TER, 1977, RUFFNER, 1978; FESSENDEN, 1979;
RODRIGUEZ-BARRUECO & MIGUEL, 1979; CAR-
PENTER, 1982), impulsados, quiza, por el interés
que diversas especies de Elgeagnus tienen como or-
namentales y para recuperar suelos degradados.
Por ello, hoy dia conocemos 26 especies o vatie-
dades de Elseagnus con nddulos radicales en las que
se han evaluado las tasas de fijacidn de nitrégeno
(UEMURA & SATO, 1975; BOND, 1976; BECKING,
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1977; ASPIRAS e al., 1980, BOND & WHEELER,
1980).

En la Peninsula Ibérica se viene empleando habi-
cualmente E. angustifolia en parques y jardines y
para recuperar mirgenes de carreteras; los viveros
de entidades oficiales y particulares comercializan
un buen ndmero de plantones cada afio y en Val-
demoro (Madrid) hay un bosquete con drboles no-
dulades que han pasado la etapa de ecesis para en-
trar en competencia (RON, 1971). Este bosquere
ha sido resefiado en el Programa BiolSgico Intet-
nacional (IBP) por indicacién de Rodriguez-
Barrueco, investigador espafiol que colaboré en di-
cho Programa (BOND, 1976). En este lugar hemos
realizado los estudios cuyos resultados discutimos
a continuacién.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y descripcion
de [a zona estudiada

El bosquete estd situado en €] término municipal de
Valdemoro (coordenadas UTM 30TUK 448492),
sobre los sedimentos de un fondo de valle plano, por
donde discurre el arroyo de la Cafiada. El suelo es
un sclonchak yesoso, gley alcalino, con gran con-
centracién de sales solubles que eflorescen en la su-
perficie durante el verano. Se encuentra en una pra-
dera juncal salina mediterrinea (RIVAS-GODAY &
RIVAS-MARTINEZ, 1963) estudiada por RON (1971)
que constituye un [ugar de refugic muy imporrante
para animales, singularmente aves (ESTEBAN e 4/,
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1987,. Se distinguen tres zonas netamente diferen-
ciadas: A, con 258 drboles ha', cobertuta arbérea
del 61,28%; B, con densidad de 3,3, cobertura del
4,74%, y C, con 8,43 arboles hat! y cobertura del
14,58%.

Recogida de muestras del suelo

En cada zona, después de retirar la hojarasca se re-
cogieron muestras de suele a 5-20 cm de profun-
didad con una azadilla esterilizada a la llama, unas
cerca de la base del tronco y otras fuera del dosel.
Cada réplica era Ja suma de varias muestras
elementales.

Cultivo en tierra

Se empled el método descrito por RODRIGUEZ-
BARRUECO (1968), con las condiciones de cultivo
que sefiala BERMUDEZ DE CASTRO (19753).

Las pldntulas se obtuvieron sembrando semillas de
los 4rboles de Valdemoro tratadas con H,S0, cdo.
y agua a 60° C (RODRIGUEZ-BARRUECO, 1970), en
perlabén esterilizado y saturado con solucién nu-
tritiva de Crone a 1/4 de su concentracién
(pH=5,0) y 1 ml I* de oligoelementos de Hoa-
gland. A diario se regaron con la solucién indica-
da, que fue sustituida por Crone con nitrdgeno
cuando en las plintulas aparecieton las primeras
hojas. El transplante a las macetas con las tierras
de Valdemoro se realizd a los treinta dias de la ger-
minacidn, después de lavar las raices con agua des-
tilada estésil.

Cultivo hidropénico

Cuarenta y cinco dias después del transplante las
plantas noduladas se pasaron a recipientes cilindri-
cos de 12 cm de didmerro v 11 cm de altura, don-
de se mantuvieron en solucién de Crone sin nitra-
to a la mitad de su concentracién habitual.

Anilisis

El pH del suelo se midié con un peachimetco en
suspensidén acuosa (20 g de tietra en 20 m! de agua
destilada) después de agitar durante veinte mi-
nutos.

Para el andlisis de nitrdgeno rotal se utilizd el mé-
todo de Kjeldahl, determinando el amonio libera-
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do con un electrodo especifico para amonio
ORION 95-10-00 conectado a un mV/pH-metro
CRISON DIGIT 501.

La actividad reductora de acetileno (ARA) se eva-
lué por el mérodo de HARDY e &/ (1973) y las
medidas se realizaron en un cromatégrafo de ga-
ses KONIK KNK-2000-SERIES C fabricado por
Konik Instruments, S. A., Barcelona, con detec-
tor de ionizacién de llama y columna de Porapak
R 80/100 de 150 ¢m de longitud y 3,2 mm de dié-
metro, empleando nitrdgeno como gas portador.

RESULTADOS
Distribucion del endofito nodular

Para determinar la existencia y distribucidén del
endofito se recogieron seis muestras de suelo en
cada una de las zonas del bosquete, tres a pie de
arbol y otras cres lejos del dosel. En la Tabla I se
indica la capacidad de los suelos ensayados para
producir nddulos en plantulas de E. angustifolia y
su pH.

Para asegurar que la nodulacién no se debfa a con-
taminaciones accidencales entre las muestras, se es-
tablecieron controles en perlabén estéril. De esta
manera se comprobd que ninguna de las plantas
control presentaba nédulos, asegurando asi la no
contaminacién por el microorganismo simbionte
que, por salpicadura o a través del agua de drena-
je. pudiera haber pasado de tiesto a tiesto.

Para detectar las posibles diferencias entre la ca-
pacidad noduladora de Jas muestras romadas cerca
y lejos del 4rbol, se compararon las medias de di-
chos grupos de muestras dentro de cada zona con
el estadistico «t» de Student. De esta manera se
observdé que no existian diferencias significativas
entre las muestras recogidas cerca y lejos de los 4r-
boles en ninguna de las tres zonas en las que se
dividié el 4rea de estudio.

Una vez comprobada la homogeneidad interna de
las muestras de las tres zonas consideradas, se rea-
liz6 la misma prueba entre las zonas para poner
de manifiesto una posible capacidad noduladora
diferencial (Tabla II). Asi, se observé que las plan-
tas cultivadas en suelos procedentes de la zona A
presentaban un porcentaje de nodulacién signifi-
cativamente mayor (p<0,001) que las plantas cul-
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TABLA I

CAPACIDAD NODULADORA Y pH DE LOS SUELOS DEL BOSQUETE DE ELAEAGNUS ANGUSTIFOLIA EN
VALDEMORO (MADRID)

Nodulacién
Origen del suelo Muestra (1) (%) pH
Zona A% ....rreeeeee 1(-) 80,0 7.7
2(=) 90,0 1.7
3 (=) 70,0 7.7
4(4) 100,0 1.9
5(+) 100,0 7.8
6(4+) 53,3 7.9
b4 82,85 7,78
Zona B¥* ettt s e e 1(—) 40,0 8,0
2(—) 44 4 7.8
3(—) 33,3 7.8
4(+) 50,0 7,9
5(+) 37,5 8,0
G (+) 50,0 7,9
4 42,53 7.9
Zona CFE® vt mnt e et eten et an et e eeie e ane 1{-=) 100,0 7.8
2{—) 100,0 7.8
3(—) 60,0 7.8
4¢{+) 70,0 7.8
5(+) 100,0 1.7
6 (+) 70,0 7.9
b4 83,33 7.8
TIESTOS CONETO] oot virisinsiravasaecee e e arssa e revaseeces st reessesasasmsnneser C3 0,0
G 0.0
C, 0,0
C, 0.0
C 0.0

* Nodulacifn escasa en los dtboles y abundantes en los arbustos.
** Nodulacidn muy escasa.
#++ Nodulacién abundante.
(1) {—) Muestra recogida lejos del 4rbol. (+) Muestra recogida a pie de drbol.
§ Los ciestos control contenian perlabén escerilizado,

TABLA 11

DIFERENCIAS DE SIGNIFICACION ENCONTRADAS ENTRE LA CAPACIDAD NODULADORA DE LOS SUELOS
RECOGIDOS EN LAS ZONAS A, B Y C DEL BOSQUETE DE VALDEMORO Y ENTRE LOS VALORES DE pH DE
LOS MISMQS SUELOS AL APLICAR EL TEST «» DE STUDENT

Capacidad noduladora pH
‘ap fag foc fan fac fpe
5,18 -0,07 —3,04 —2,15 —0,3% 2,24
*¥¥ NS EL1) * NS ET S

*** Diferencia significartiva parz 0,001,
** Diferenciz significariva para p <0,035.
* Diferencia significariva para p<0,1.

NS§ = Diferencia no significaiva.
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tivadas en los suelos de la zona B. Lo mismo
ocurria con las plantas cultivadas en los suelos de
la zona C, en las que el porcentaje de nodulacién
superaba de manera estadisticamente significativa
al de las plantas cultivadas en los suelos de la zo-
na B (p=0,001). La comparacién realizada entre
la capacidad noduladora de las zonas A y C no dio
diferencias significativas a un nivel de probabili-
dad aceptable.

De igual manera se procedi a comprobar las di-
ferencias entre los valores de pH de los suelos
muestreados (Tabla [[). Los resultados obtenidos
indican que el pH de los sueles de la zona B es
significativamente mayor que el de la zona A
{#=0,1) y que el pH de la zona C (¢=0,03). La
comparacitn realizada entre los pH de las zonas A
y C no dio diferencias significativas. Parece exis-
tir, pues, una coincidencia entre la capacidad de
nodulacién de los suelos y su pH, de ral forma que
al comparar dos zonas en las que el porcentaje de
nodulacién es significativamente distinto, el pH
también lo es, con valores menores en las zonas en
las que la nodulacién es mayor, como entre Ay B
y entre B y C. Sin embargo, cuando no existen di-
ferencias significativas de nodulacién, rampoco las
hay de pH (zonas A y C).

A la vista de estos resultados y para comprobar si
realmente existia variacién conjunta en la capaci-
dad noduladora y el pH, se realizé un anilisis de
regresion lineal simple (Fig. 1). Para comprobar la

2.5 r
23
c ¥ =16.89 -16.87x
0
o 21t
L
3
o
o
[ =4
r19}
o
o
]
17F
15 H N
@88 0.89 0.90
Log pH

Fig. 1. Porcentaje de nodulacién de los suelos del bosquete
de E. angusiifolia expresado en funcién del pH. Datos norma-
lizados mediante transformacién logaritmica.
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TABLA III

ANALISIS DE LA YARIANZA PARA COMPROBAR LA
SIGNIFICACION DE LA REGRESION

ss df MS F

Variacidn explicada ....... 0,13 1 0,13 6,72%
) 213 ) 16 0,02

Total oo 17

* p50019.

significacidon de la regresién se utilizé un anova y
el estadistico F (Tabla III). Se observa una relacién
negativa, apareciendo diferencias estadisticarente
significativas entre ambas variables.

En la Fig. 2 se comparan los porcentajes de cober-
tura de los drboles, los de nodulacién de las plan-
tas cultivadas en los suelos de las tres zonas del
bosquete y el pH de estos suelos.

Crecimiento y actividad reductora
de acetileno de las plantas noduladas

Las plantas de la experiencia anterior se pasaron a
cultivo hidropénico, donde se mantuvieron en so-

Zonas del bosquete

Fig. 2. Valores medios de pH y de los porcentajes de cober-
tura arbérea y de nodulacién inducida por los suelos de las tres
zonas en las que se ha dividido el bosquete de E. angustifelia
de Valdemoro. Los resultados se expresan en logaritmos deci-
i'nales. pH, [ cobertura arbéres, Hikia nodu-
aci6n.
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Control

Zonas del bosquete y control

Fig. 3. Valotes medios del porcentaje de nodulacién, bioma-
sa, contenido de nitrégeno toral y actividad reducrora de ace-
tileno de fas plantas de E. angustifoiia crecidas en los suelos de
las tres zonas en las que se ha dividido el bosquete de Valde-
moro y de las planras control. Los resultados se expresan en
logaritmos decimales. nodulacién, HEEE biomasa,
N,-total, accividad reductora de acetileno.
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lucién nutritiva de Crone sin nitrégeno durante
diecisiete semanas, al cabo de las cuales se midié
la biomasa expresada en peso seco, el contenido de
nitrdgeno y la actividad reductora de acetileno
{ARA). En la Tabla IV se indican los valores que
toman estas variables en las tres zonas considera-
das. Las plantas de la zona C tenjan mayor bio-
masa al cosecharlas, [es seguian las de lazona A y
luego las de la zona B (Tabla IV, Fig. 3). Este he-
cho se corresponde con lo que sucede con los por-
centajes de nodulacién y los contenidos de nitrd-
geno total. La concentracidn de nitrégeno tiene va-
lores minimos en las plantas crecidas en perlabdn.
Se realizd un andlisis de la varianza de clasificacién
simple entre la biomasa de las plantas cultivadas
en las tres zonas y se comprobd que los valores de
biomasa eran significativamente diferentes con
p=0,01 ({Tabla V). Se observé posteriormente con
la «t» de Student que existian diferencias altamen-
te significativas ¢ <0,001) encre la biomasa de las
plantas de las zonas A y Cy la biomasa de las plan-
tas control (¢=4,24 y 7,55 respectivamente). Los
valores de biomasa de las plantas crecidas en los
suelos de Ia zona B y la de las plantas control eran
diferentes con probabilidad mucho mencor
(r=2,07, p=0,1).

Los valares de ARA obtenidos en las zonas Ay C
son normales para E. angustifolia y muy semejan-

TABLA IV

VALORES DE BIOMASA, NITROGENO TOTAL Y ACTIVIDAD REDUCTORA DE ACETILENO (ARA) DE LAS
PLANTAS DE BLAEAGNUS ANGUSTIFOLIA CULTIVADAS EN SOLUCION DE CRONE SIN NITROGENO

Biomasa Nitrégeno toral ARA
Origen del suelo (mg) {mg g1 (nM CH, g'h'")
¥=378,61
=124 539,0
Zona A e e e s: 124,19 35,62 (153.8-064,2)%
n= 12
¥=248,60
Zona B o s= 11,63 22,03 0,0
n= 3
x=498,50
Ry 3519
T P s= 96,61 317,96 (376.2-865,2)*
n= 12
¥=130,84
Tiestos €ontrol ...cocovrerrrminsrssareciecinns s= 33,24 12,34
n= 35

* Intervalo de valores obtenidos.
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TABLA V

ANALISIS DE LA VARIANZA UNIDIRECCIONAL DE
LA COMPARACION ENTRE LA BIOMASA DE
PLANTAS DE ELAEAGNUS ANGUSTIFOLIA EN LAS
TRES ZONAS EN LAS QUE SE DIVIDIO EL
BOSQUETE DE YALDEMORO

58 df MS F

Zonas del bosquere ....... 0,17 2 0,08 6,6%
Eror .o (53 24 0,01

Total ..ccovocrreannnnn 0,47 26

* p<0,01.

tes en ambas zonas (Tabla IV). La falta de activi-
dad registtada en la zona B no debe interpretarse
en el sentido de que los nddulos no fijasen nicrd-
gena, ya que el crecimiento y el color verde de las
hojas no indicaban deficiencias nutricionales, sino
que tuvieran una acrividad bajz que, unida al mi-
mero muy pequenio de plantas noduladas, hizo que
la biomasa de nédulo en las muestras recogidas no
alcanzara el umbral de actividad detectable en el
cromatdgrafo de gases,

DISCUSION -~

Aunque a primera vista parece mds apropiado ais-
lar del suelo el micreorganismo simbionte, culti-
varlo, hacer recuentos microbianos e inoculaciones
en plantas, el mérodo aqui seguido, que ha sido
conerastado y usado antetiormente por otros au-
tores (RODRIGUEZ-BARRUECO, 1968; BERMUDEZ
DE CASTRO ¢ #l,, 1976), presenta las ventajas de
reproducir mejor las condiciones de campo y dis-
torsionar Jo menos posible los microambientes en
los que se desarrollan Jas poblaciones microbianas,
de tal forma que las raices de las planras exploran
el suelo del tiesto como lo hacen en el campo y al-
canzan los Jugares en los que se encuentran los en-
dofitos, manteniendo las interacciones de sinergia,
competencia y predacién que existen naturalmen-
te en el suelo.

En general, segin el criterio de MCKINTOSH &
BOND (1970), de los resultados obtenidos se de-
duce que el endofito de E. angustifelia es muy
abundante en todo el bosquete, aunque en la zona
B se produce una ichibicién evidente porque la
densidad microbiana disminuye o porque la capa-
cidad noduladora estd parcialmente inhibida. En
este lugar coinciden tres circunstancias: abundan-
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cia de_Juncus maritimus Lam. que practicamente cu-
bre todo el suelo, salvo debajo de los drboles de E,
angustifolia; densidad reducida de éstos, y terrenos
bajos encharcados en época de lluvias, Por ello ca-
be pensar que la inhibicién mds 0 menos intensa
del endofito causada por los juncos y la que posi-
blemente ocasionen por alelopatia las semillas de
E. angustifolia al germinar, influyan en la distribu-
¢ién del endofito y en la distribucién rara y anor-
mal del irbol en esta zona. Esta presencia espord-
dica de ejemplates de E. angustifolia trae consigo
un efecto rizosfera menos intenso que interfiere en
la regulacién dptima de la microflora edéfica. Asi,
la disminucién de exudados, secreciones y lisados
que excretan las raices (ROVIRA ef @/, 1979} re-
percute de forma directa a través de interrelacio-
nes sinérgicas o antagénicas sobre la poblacién de
Frankia elzeagni {Schroter) Becking, que manifies-
ta menor capacidad noduladora ranto en las expe-
riencias de laboratorio como en el campo. Ademds,
los vertidos de las factorias cercanas al bosquete
podrian repercutir negativamente en el crecimien-
to, nodulacién y diazotrofia de los ejemplares de
E. angustifolia en esta zona, de modo semejante 2
como el aluminio perjudica a Trifolium repens L.
(WooD & #., 1983) y el cadmio a Phaseslus vui-
garis L. (BARCELO et al., 1983), Alnus rubra Bong.
(WICKLIFF et af, 1980) y A. glutinosa (MENA &
BERMUDEZ DE CASTRO, 1984).

La relacién entre la capacidad noduladora y el pH
sugiere respuestas muy precisas de la planta y del
Microorganismo a variaciones pequefias de pH, ya
que los pH de las tres zonas no parecen estar #
priori fuera del intervalo adecuado para la nodula-
cién, que, aunque no bien conocido, se sitda por
encima de 5,4 (RODRIGUEZ-BARRUECO, 1970) y
se cree cercano a la neutralidad, pues cuando se en-
calan los suelos 4cidos aumenta la produccién de
nddules, como se ha observado en E. umbellata
Thunb. (HENSLEY & CARPENTER, 1982). Los cam-
bios de pH afectan al endofito, al huésped y, de
modo especial, a la interaccién de ambos, cuyo in-
tervalo Gptimo se vuelve mds restringido que el de
ambos simbiontes por separado, lo que se puede
traducir en un niimero anormal de nddulos peque-
fios y aislados que no llegan a formar racimos no-
dulares y provoca una reduccién dristica del ni-
trégeno fijado (RODRIGUEZ-BARRUECO, 1966
RODRIGUEZ-BARRUECC & BOND, 1968), como
sucede en las plantas crecidas en los suelos de la
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zona B y en drboles de esta zona que se caracte-
tizan por su nodulacién deficiente.

El pH se comporta como una variable sintesis (ma-
jor facter) que influye en el incremento de la no-
dulacién pero, al expresar un conjunto de interac-
ciones del suelo, puede estar muy condicionado por
la cobertura arbérea, quien sea, en definitiva, la
responsable de la capacidad noduladora, al modi-
ficar las condiciones edificas a través de metabo-
litos procedentes de la fijacién de nitrégeno que
por diversas vias llegan al suelo.

Otras de las variables que influyen en la capaci-
dad noduladora es la concentracidn N-NQOj;, tam-
bién afectada por el pH. Se sabe que la nodula-
cién de E. angustifoliz es muy sensible frente a [a
cantidad de nittégeno combinade en el medio,
pues el nimero de pelos radicales es muy bajo y,
por ello, cualquier interferencia en el proceso in-
fectivo ocasiona bajadas importantes en los por-
centajes de nodulacién.

La actividad reductora de acetileno media y los in-
tervalos de actividad de las zonas A y C son nor-
males en plantas actinorrizas. En alisedas oscila en-
tre 12 y 18.000 nM CH, g+h+; en matorrales de
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Myrica sp., entre 282 y 6.082; de Colletia sp., en-
tre 311 y 10.471; de Discaria sp., entre 460 y
7.166, y en formaciones de Casuarina sp., entre
600 y 21.000. Se estima que el ARA es de 12,300
oM CH, g*h en Hippophae sp., de 9.600 en Co-
riaria sp. y de 2.800 en Shepherdia sp., dependien-
do de la edad, estado fisiol6gico de las plantas y
condiciones edaficas y climdticas (PIzELLE, 1975;
CARPENTER ¢ 4l,, 1979; BERMUDEZ DE CASTRO,
1981; BERMUDEZ DE CASTRO & ALONSO, 1983).

Aunque las plantas cultivadas en este trabajo se
encuentran en los niveles bajos de ARA, debemos
sefialar que son del mismo orden que los datos ob-
tenidos en nuestro laboratorio con drboles de E.
angustifolia de parques madrilefios y que las me-
didas realizadas por mosotros en alisedas y ma-
torrales de M. gale ¢n la zona centro de la Penin-
sula Ibérica. Estos datos nos indican que el endo-
fito no sélo ha penetrado en el huésped y forma-
do nédulos radicales, sino que es efectivo con res-
pecto a la fijacién de nirrégeno atmosférico, ya
que cabe la posibilidad de que un microorganis-
mo, aunque sea homdlogo con el huésped y lle-
gue a nodular, no posea la capacidad para reducit
acetileno por incompatibilidad genética o por de-
formaciones morfolégicas.

SUMMARY

It is studied the distribution of Elseagnus angastifelia endophyte and the soil nodulating abilicy in a bluff
in Valdemoro (Madrid). The presence of the mentioned endaphyte and its power to induce nitrogen-
fixing nodules is normal and comparable to other places with actinorhizal plancs. It is proved the re-
lation that exists among the soil pH and its nodufating capacity and the tree cover on this process.
Tlhe obrained nodules are effective and reduce acetylene to levels considerated normal in actinorhizal
plants.
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