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INTRODUCCION



Los elementos gquimicos fluyen ciclicamente entre los
seres vivos y la parte abidtica de los ecosistemas. Las rutas
por las que discurren los distintos elementos se agrupan bajo
el nombre de ciclos biogeoquimicos (Hutchinson, 1944 y 1950)
y son esenciales para la circulacién de 1los nutrientes a
través de los ecosistemas por lo gque se pueden considerar
cComo un mecanismo global de soporte de la wvida (Tolba ¥y
White, 1979).

La mayoria de las etapas que en conjunto constituyen los
ciclos biogeoquimicos tienen lugar en el suelo, estrato
inferior del ecosistema terrestre (Ghilarov, 1968), y estan
mediadas por poblaciones de microorganismos gue obtienen la
energia y los nutrientes necesarios para su desarrollo de las
sustancias organicas presentes en el medio telidurico. A través
de sus procesos metabdlicos la microflora edafica desempefia
un papel importante en 1la circulacidon ciclica de los
nutrientes del suelo y cierra los ciclos biogeoguimicos. La
comunidad microbiana que habita en un suelo depende de las
caracteristicas del mismo y de las interacciones con otras
comunidades de seres vivos, manteniendo una inteidependencia
muy estrecha con la comunidad vegetal que se desarrolla alli.
Las interacciones, directas e indirectas, entre ambas
comunidades resaltan el papel regulador de los

microorganismos en la comunidad macrofitica.

Un objetive fundamental de 1la microecologia del suelo es
profundizar en la descripcidon de las comunidades microbianas,
en su composicidén, en su dinamica vy en las interacciones con

la vegetacidn y el medio.



1.1. La materia organica en el suelo

La materia organica condiciona machas de las
propiedades del medio edafico que influyen en el sistema
suelo~planta y por tanto afecta al crecimiento y desarrollo
de la microflora teldrica y de la comunidad vegetal (Fresquez
y Lindemann, 1982). La mera presencia de la materia organica
en el suelo tiene un efecto muy beneficioso debido a que
favorece el desarrollo de la estructura del suelo, ademas la
dinamica y las transformaciones de sus componentes
representan el factor mas importante de influencia del medio

edafico sobre la vegetacion.

Tate (1985) destaca entre los efectos de la materia
organica sobre las caracteristicas del suelo: el aumento de
la capacidad de cambio catidnico, la combinacidn con las
arcillas qgue incide en la estructura del suelo, 1la actividad
quelante de metales, la capacidad tampdédn que amortigua las
variaciones de pH y el aporte de nutrientes para ia

microflora.

El contenido de materia organica del suelo esta
determinado por dos procesos, aporte de materiales organicos
¥ descomposicidtn microbiana. La entrada 'de materiales
organicos depende de la incorporacion de restos y desechos
vegetales: hojas, ramas, raices, exudados radicales Y
productos del lavado de las hojas (Tiessen et al., 1984), asi
comc los de origen animal, cadaveres y excrementos. Hay
numerpsos organismos teldricos que catabolizan los complejos
de origen organico, pero los hongos y las bacterias
desempefian el papel principal. Por tanto la materia organica
edafica es wuna fuente vital de energia y de elementos

biogénicos esenciales como carbono, nitrdégeno, foésforo y
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azufre (Jenny, 1980 y Sparling et al., 1982) necesarios para

el crecimiento de los microorganismos.

La degradacidn completa de los sustratos organicos
discurre a través de un proceso mineralizader gque se
caracteriza por la transformacién de 1los restos animales vy
vegetales en formas inorgdnicas gue utilizan las comunidades
vegetal y microbiana (Dalal, 1979). La acumulacion de materia
organica y de nitrogeno se relaciona con una actividad
microbiana mas intensa que disminuye segin desciende el
aporte exogeno de dichos materiales (Stroo y Jencks, 1982).
Una consecuencia de gran valor ecoldgico es la aparicidon de
moléculas organicas muy estables, las sustancias hiamicas, que
resisten en gran medida 1la accion de la mayoria de 1los
organismos teldricos mineralizadores. Los compuestos himicos
muestran un rango variable de susceptibilidad a 1la accidn
degradativa de los microorganismos. Los Aacidos himicos vy
fulvicos presentan una vida media prolongada, cuantificable
en décadas, centurias o milenios (Lynch, 1984). La materia
hamica es imprescindible para el crecimiente y desarrollo de
los microorganismos y de las plantas (Khandelwal y Gaur,
1970), supcone una fuente de factores de crecimiento que
incide en la actividad microbiana, adsorbe metabolitos
inhibidores (Martin et al., 1976) vy aumenta la capacidad de
cambio del suelc (Stevenson, 1965). Tisdall vy Oades (1982)
seftalan que los acidos hamicos interaccionan con las arcillas
¥ forman agregados estables. Tales complejos contribuyen al
desarrollo de la estructura del suelo, pues definen el tamaiio
vy la disposicién de las particulas y de los poros, factores
esenciales para la actividad de las comunidades de

microorganismos y de plantas.

La microflora edafica y la comunidad macrofitica también
intervienen en 1la evolucidén de 1la matriz del suelo. Las
raices de las plantas y las hifas de los hongos se asocian

con arcillas y originan agregados de diametro supericr a 10pm
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(Tisdall y Oades, 1982). Las bacterias, las raices y las
hifas producen polisacaridos, principalmente mucilagos, gque
forman complejos estables con 1las particulas del suelo
(Chesire et al., 1983). Esta accién cementante compensa el
efecto de disgregacidon y de dispersabilidad de los compuestos
organicos Aacidos liberados por los hongos, por el sistema
radical de las plantas y por los microorganismos rizosféricos
(Reid v Goss, 1982; Reid et al., 1982).

1.1.1. Organizacién de las comunidades microbianas edaficas
que degradan la materia organica

La produccion de nutrientes a partir de 1la materia
organica depende en gran parte de la comunidad microbiana
capaz de colonizar vy desarrollarse sobre los restos

organicos.

En 1la organizacion de las comunidades microbianas
edaficas intervienen dos factores fundamentales: las
diferencias en las estrategias de crecimiento y reproduccidon
y la tendencia de las comunidades a cambiar en funcidn del
tiempo. Las diferencias en las estrategias de crecimiento
implican gue los microorganismos manifiestan comportamientos
distintos para utilizar algunas fuentes de recursos, bien una
afinidad elevada por el sustrato O bien una tasa de
crecimiento muy alta. La primera condicién favorece a los
organismos cuando en el suelo hay escasez de restos organicos
¥y la segunda " potencia el desarrollo de la microflora en caso
contrario, cuando se alcanzan niveles importantes de

sustratos organicos (Struwe y Kjoller, 1986).

La descomposicién progresiva de un conjunto de sustratos
se asocia con su colonizacion por una comunidad de
microorganismos que encuentran en la fuente de nutrientes su

nicho, por lo tanto éste se define en virtud de la naturaleza
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quimica de la materia organica y de las caracteristicas del
medio fisico. Ambos factores evolucionan con el tiempo
pudiendo variar de forma continua o intermitente (Swift ¥y
Heal, 1986).

Los compuestos organicos gque representan a 1la vez la
base sobre la gque se desarrollan los microorganismos y la
fuente de energia vy nutrientes se pueden compartimentar y
constituir unidades de sustratos con limites no siempre
nitidos. Por consiguiente, la materia organica edafica
constituye un mosaico de unidades de sustrato colonizadas por
comunidades de composiciotn diferente.

La biodegradacion de cualquier complejo organico, a
pesar de la heterogeneidad de compuestos gue supone, es casi
invariable, y aunque 1los materiales iniciales sean muy
diversos y por ello las primeras etapas desintegradoras
distintas, los pasos sucesivos implican un rango estrecho de
productos de estructura simple y de rutas metabdlicas
parecidas en muchos casos. Segin discurren 1las etapas
degradativas se observan variaciones en las comunidades como
reflejo de wuna seleccién de los organismos descomponedores
(Wood y McCrae, 1978) y dicha selecciédn conduce a un descenso
gradual de la diversidad de especies en la estructura de las
comunidades vy a 1la aparicion de un mosaico de niveles de

descomposicion (Newell, 1984).

El sustrato inicialmente estd constituido por compuestos
organicos de composicion compleja que se degradan por la
accion conjunta de toda una serie de actividades enzimaticas
que catalizan reacciones diferentes (Burns, 1983). En la
naturaleza son pocos los organismos que poseen la variedad
necesaria de capacidades metabolicas para mineralizar
sustratos potenciales de estructura tan compleja. Por
consiguiente en 1la mayoria de las ocasiones el proceso

degradativo es 1la suma de las actividades funcionales Qde
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muchos organismos que colonizan un sustrato organico. Ademas
las capacidades catabdlicas no son especificas ¥y para
cualquier reaccion hay numerosos organismos fisioldgicamente
equivalentes. Los miembros de una comunidad con frecuencia
establecen interacciones que modifican su eficacia para
descomponer un sustrato. Las relaciones entre organismos son
complejas y se pueden manifestar en un aumento de 1la
actividad degradativa (Levi et al., 1968) o por contra en una
inhibicién del proceso (Swift, 1978). Se han observado
relaciones de complementariedad enzimatica (Selby, 1968), de
sinergia entre enzimas (Wood y McCrae, 1978) y de regulacioéon
enzimatica (Blanchette y Shaw, 1978). Las variaciones en la
estructura y composicidn de las comunidades que mineralizan
la materia organica inducen alteraciones en 1la tasa de
descomposicidn, lo que representa una fuente de inestabilidad
en las caracteristicas del reciclado de los nutrientes de un
ecosistema (Swift y Heal, 1986).

1.1.2. Influencia del medio abiético en la degradacién de la
materia organica

Las caracteristicas del medio fisico y 1la naturaleza
quimica de los sustratos organicos condicionan la estructura
de 1la comunidad microbiana mineralizadora y por tanto
determinan el proceso degradativo de la materia organica. Los
dos factores mantienen una relacidén jerarquica respecto a la
tasa de descomposicion. El1 medio fisico incide en 1la
actividad catabolica de 1la mnicroflora mientras que la
naturaleza de 1la fuente de compuestos organicos y las
variaciones en Jla comunidad de microorganismos tienen un

rango de influencia mas restringido {Swift y Heal, 1986).

Los factores ambientales definen las caracteristicas del
medio en que se degrada la materia organica. Tales factores

ejercen numerosos efectos interdependientes sobre la
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actividad microbiana del suelo (Griffin, 1972) v modifican 1la
tasa de crecimiento de la microflora asi como su metabolismo
e influyen en la colonizacién y en las transformaciones de
los compuestos organicos. Las relaciones entre 1los factores
ambientales son muy complejas ¥y en ocasiones la valoracion de
sus efectos sobre 1las poblaciones de microorganismos es
dificil e induce a interpretaciones contradictorias que hacen
necesario un conocimiento mas profundo de las interacciones
entre los factores que alteran la actividad microbiana.

Alexander (1980) considera que los factores principales
que modifican 1la mineralizacidtn de las sustancias organicas
afiadidas al suelo son la humedad, la temperatura, el nivel de
oxigeno, el pH y los elementos minerales del suelo.

Los metales como el Cu (XKendrick, 1962) o el ZIn
(Strojan, 1978) o combinaciones de diversos metales (Bhuiya v
Cornfield, 1972) inducen la acumulaciéon de la materia
organica y un descenso de la actividad microbiana. El1 grado
de inhibicién de la microflora que mineraliza los restos
organicos wvaria segun la naturaleza de los elementos
ninerales presentes en el suelo (Tyler, 1981). Los sustratos
organicos se pueden asociar con los minerales del suelo y
formar compuestos organominerales que estabilizan la fraccion
organica (Tiessen et al., 1984). Duchaufour (1976) detecta
el efecto estabilizador del carbonato calcico y Tisdall vy
Oades (1982) observan un fendtmeno similar con los 6xidos de

hierro.

Las transformaciones de los sustratos carbonados son mas
rapidas en suelos neutros o proximos a la neutralidad.
Ivarson (1977) indica que, cuando se aflade 1limo a suelos
acidos y se eleva el pH a valores que oscilan entre 6 y 7, la
respiracion microbiana edafica aumenta del orden de dos a
tres veces. En general se puede afirmar que a pH acido

predominan los hongos, mientras que 1las bacterias son mas



competitivas en suelos neutros (Alexander, 1980).

La humedad del suelo influye sobre la actividad de 1la
microflora teldarica y es uno de 1los factores que mas
interviene en el control de la produccidén de la biomasa en el
medio edafico. La relacidn entre el estado funcional de las
comunidades de microorganismos y la humedad se debe a que
ésta determina 1la cantidad de oxigeno disponible para el
desarrollo de la microflora edafica, pues cuanto mayor es la
humedad del suelo menor es el oxigeno disponible (Allison,
1973). Las comunidades de microorganismos mineralizadores
presentan respuestas muy diversas ante los niveles de agua
del suelo, en funcidn de las condiciones gue definen el area
donde se desarrolla cada comunidad (Knight y Skujins, 1981).
Wilson y Griffin (1975) encuentran poblaciones microbianas
muy activas entre -8 y -30 bar y segqin desciende la humedad
detectan una actividad respiratoria menor. Los mismos autores
en cultivos bacterianos puros observan que a partir de -3 bar
disminuye rapidamente 1la capacidad metabélica y a -20 bar es
imperceptible. Las poblaciones microbianas responden a las
variaciones en el contenido de agua a niveles tan bajos como
~106 vy -88 bar (Wildung et al., 1975), pero 1la humedad,
siempre que se mantenga por encima de un valor minimo, no

serda un condicionante critico (Miller y Johnson, 1964).

Los compuestos organicos se mineralizan mejor bajo
condiciones de aerobiosis que en ausencia de oxigeno
(Gottschal, 1986), aungque se han detectado algunas
excepciones en la descomposicion de compuestos aromaticos y
alifaticos halogenados (Bouwer y McCarty, 1983; Shelton ¥y
Tiedje, 1984).

La alternancia de ciclos hamedos vy secos afecta también
a la degradacitn de la materia organica. Sorensen (1974) vy
Lund y Gokosoyr (1980) sefialan un incremento en la oxidaciodon

de la fuente de sustratos organicos en tales condiciones.
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Otro factor ambiental que incide en 1la velocidad
degradativa de los materiales organicos es la temperatura.
Sain y Broadbent (1977) observan gque la paja de arroz se
oxida mejor segiun asciende la temperatura desde 8°C hasta
25°C v Choudhury ¥y Cornfield (1978) encuentran que la tasa
de carbono mineralizado aumenta con la temperatura hasta
cerca de los 70°C. Jenkinson y Avanaba (1977) observan una
tasa superiocor del proceso degradativo en climas tropicales

respecto a suelos localizados en climas frios.

1.2, Ciclo del nitrégeno

El nitrogeno es uno de 1los macronutrientes en
circulacion mas significativo en ecosistemas terrestres,
tanto desde un punto de vista ecolégico como econdmico. Junto
con el agua y el fo6sforo, es el principal factor limitante de
las plantas (Vitousek et al., 1982) y, aunque elementos como
el potasio y el fésforo aumentan la productividad primaria en
algunas circunstancias (Wight y Black, 1979), el nitrdégeno es
el nutriente que mas eleva la produccidén primaria (Risser vy
Parton, 1982). En la esfera econdmica resalta la importancia
del nitrégeno porque de él depende en gran parte la obtencion
de alimentos, piensos para el ganado, fibras naturales vy

combustibles.

En cualquier caso el nitrogeno es fundamental en la
litosfera, atmbOsfera, hidrosfera vy Dbiosfera. La 1litosfera
supone la reserva mas importante ya que se concentra
principalmente en las rocas igneas (16200x107” Tg). En 1la
atmHésfera se encuentra en proporcién inferior, mientras que
en la hidrosfera vy en la biosfera aparece en cantidades muy
pequefas (Stevenson, 1982). Estos reserveorios son una fuente
de nitrogeno inerte y su biodisponibilidad es baja. La

mayoria de los seres vivos s6lo pueden utilizar el nitroégeno
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combinado, por eso la fraccidn organica edafica supone el
potencial de nitrogeno disponible mas elevado, gque Jenkinson
{1990) cifra en 1.5x10% Tg.

A pesar de que la mayoria de los ecosistemas terrestres
tienden a conservar un ciclo del nitrégeno cerrado, las
pérdidas de nitrégeno con frecuencia son importantes
(Vitousek et al.,1982). Resulta dificil cuantificar estas
pérdidas, pues a las dificultades propias de los analisis se
une la variabilidad a 1lo largo del tiempo, debida a los
cambios climaticos y a la sucesidn. Los datos que cuantifican
las pérdidas de nitrdgeno son dispares. Rosswall y Panstian
{1984) consideran gque por volatilizacidén se pierden
anualmente 13 - 23 Tg, por lixiviacion alrededor de 30 Tg
N/aflo, a través de los 6xidos de nitrdgeno originados en la
desnitrificacion 1 - 44 Tg N/afio vy por erosion 2 - 20 Tg
N/afio. Soderliund Y Svenson (1976) estiman gue par
volatilizacién se pierden 113 - 244 Tg N/afio, por lixiviado
18 - 33 Tg N/afio v por desnitrificacion 107 - 161 Tg N/afio.

Las transformaciones del nitrégeno en 1la biosfera
consisten en una serie de reducciones y oxidaciones sucesivas
entre los estados de oxidacién -3 y +5, que convierten el
nitrégeno molecular en formas metabolizables por las plantas,
animales y microorganismos. A nivel edafico en torno al 95%
del nitrdégeno que circula al afio se localiza en el sistema

suelo-microorganismos-plantas (Rosswall, 1976).

Las etapas principales qgque constituyen el ciclo del
nitrégeno son: Fijacién, mineralizacidén, nitrificacién vy

desnitrificacién (fig. 1.1).

La fijaciotn bioldgica es una propiedad exclusiva de
ciertos procariotas, unos de vida libre y otros gue viven en
asociaciones simbidticas. E1 proceso consiste en una

reduccidn del nitrégeno atmosférico hasta  amoniaco,
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asimilable por los microorganismos en forma organica como
glutamina (Wolk er al., 1976). Constituye 1la fuente mas
importante de nitrégeno combinado de origen natural en los
ecosistemas (S6derlund vy Svenson, 1976) que supone un aporte
gue varia entre 139 Tg N/afio (Sbderlund y Rosswall, 1982) y
175 Tg N/aifio (Sevillano y Rodriguez-Barrueco, 1987) y junto
con la fotosintesis constituye 1las etapas claves en la

produccién de los ecosistemas (Worthington, 1975).

N INOIN O Nzatmosférico Volatilizaclon <
.1 9 aportes de
Flisolén |
(fibre, (ngustrial, | 8eéres vivos
Deanitriticacion o almbiética)
pérdidas seres vivos vy
passosEs — e ]
l_‘ +»M.O edéfioa
N O 3 Red.asimilataria : .Y

Amoniticacién

inmavilizacidn

Red.clegdgimiigtoria
T i i
NO; i«  NHy |
Nitrificacién 2 Nltrlﬁoac!d::]“‘
‘} péraidaas I NH ! 4
Lixiviacidn gaascsss o AT arcillas

Fig. 1.1. Ciclo del nitrdégeno
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La precipitacién, que deposita NHa+ y NOa— (Sasser vy
Binkley, 1989), y 1la adsorci6on gaseosa de NHa son otras vias
de entrada del nitrogeno atmosférico en el medio telurico,
que introducen en los ecosistenas desde cantidades
insignificantes hasta 50 kg N/ha.afio, en virtud de 1la
situacioén geografica y de 1la proximidad a la fuente de

nitrégeno (Stevenson, 1986).

Los depoHsitos organicos, esencialmente desechos
vegetales y restos de animales, representan un aporte
considerable de nitrdogeno y mantienen el balance del ciclo en
el suelo. Los sustratos organicos sufren un largo proceso de
degradacion, mediado por la microflora edafica, gque culmina
con la transformacidén de los restos organicos en nitrégeno
inorganico asimilable por los vegetales y por los propios
microorganismos (Dalal, 1979). Este proceso mineralizador,
esencial para los vegetales y a menudo factor limitante de la
productividad primaria (Gillespie y Chaney, 1989), lo realiza
la comunidad microbiana telfrica, aungque no todas las
transformaciones de 1los compuestos nitrogenados estan
reguladas por microorganismos. Bernhard-Reversat (1977)
indica que 1la cantidad de nitrdgeno mineral gque se produce
cada afo oscila entre el 5 y el 10% del nitrogeno total del
suelo, mientras que Alexander (1980) calcula una tasa de
transformacion entre el 1 y el 4%, Smith et al. (1986)
sefialan que en suelos no fertilizados el nitrégeno necesario
para la produccion primaria se obtiene principalmente a
través de 1la mineralizacién. Por ello esta etapa del ciclo
del nitrégeno a nivel edafico es de vital importancia para la

produccidén vegetal.

En el suelo existe una ruta simultanea e inversa a la
mineralizacidn gque es la inmovilizacidén del nitrdégeno mineral
(Cochran et al., 1980). La importancia de esta via radica en
que los microorganismos hetert6trofos utilizan el nitrégeno

mineral y al competir con la comunidad vegetal disminuyen la
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fertilidad del suelo. Smith y Patrick (1983) observaron que,
debido a la inmovilizacidn, casi todo el N-NHa+ afiadido al
suelo se transforma en N-organico después de 56 dias y datos
similares encuentran Power y Legg (1984). Hadas et al. (1989)
observan un descenso del 13 - 26% en la mineralizacién a
causa de la inmovilizacién y Hsieh (1988) indica que en zonas
pantanosas el nitrégenc afiadido en forma de nitrato aménico
es inmovilizado durante mas de ocho meses.

Las transformaciones biolégicas del nitr6égeno a través
de la mineralizacidon e inmovilizaci6tn constituyen una parte
crucial del ciclo del nitrégenc en el suelo y suponen un
flujo continuo entre formas organicas e inorganicas de

nitrégeno.

Como consecuencia inmediata de 1la mineralizacién del
nitrégeno organico se produce amonio, proceso Jque algunos
autores denominan amonificacidén. La ruta mineralizadora,
segan las circunstancias del medio, puede continuar con una
sequnda etapa, nitrificacidon, también bioldgica (Azhar et
al., 1986a), en la que el amonio (estado de oxidacion -3),
forma relativamente inmovil de nitrégeno, se oxida a través
del pasc intermedio de nitritoe (estado de oxidacion +3),
hasta nitrato (estado de oxidacidn +5), forma anidnica mas
movil,. El paso de nitrogeno organico a nitrégeno amonio es la
etapa limitante de la velocidad de conversidn de nitrdgeno
organico en nitrdgeno nitrato (Stanford et al., 1975). La
nitrificacién es una via oxidativa que los microorganismos
realizan en dos etapas, pues no poseen el juego enzimatico
completo capaz de producir nitrdgeno nitrato a partir de
nitréogeno amonio. En una primera etapa el amonio se oxida
hasta nitrito vy, posteriormente, el nitrito es oxidado a
nitrato. Ambos procesos son exergdonicos y suministran energia
tanto a la microflora nitrificante nitrosa, que produce
nitrito, como a los microbios nitrificantes nitricos, que

originan nitrato. Mientras gque la dltima etapa ocurre en un
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solo paso, la oxidacidén de NHaz a NOz=— sucede a través de
varios compuestos intermedios no identificados perfectamente
que difieren en su estado de oxidacion (Bremner y Blackmer,
1981). En la nitrificacién también se origina Nz20 en un
proceso bioldgico que tiene lugar cuando se forman ambientes
microaerofilicos (Ritchie y Nicholas, 1974; Vitousek gt al.,
1982). Las pérdidas de nitrédgeno por este camino pueden ser
mas importantes que las causadas por la desnitrificacion
{(Bremner y Blackmer, 1981).

Aunque la fuente principal dJe nitrdogeno asimilable por
las plantas es el nitrato (Wollum y Davey, 1975), los
vegetales también utilizan el amonio como fuente de
nitrogenc. Por ejemplo, en bosques de clima templado se ha
observado que la forma de nitrdgeno mineral que predomina en
el suelo es el amonio (Keeney, 1980) y los arboles obtienen
el nitrogeno como N-NHa+ mediante la asociacidn con hongos
heterotr6ofos (Adams vy Attiwill, 1982) en clara competencia
con los microorganismos, incluida la microflora amonificante
que emplea el sustrato de la mineralizacidén como fuente de
nitrégeno vy de carbono. La competencia por el amonio se
amplia con la poblacién microbiana nitrificante,
mayoritariamente autdétrofa (Jones y Richards, 1977), que lo
utiliza como sustrato. Como consecuencia, el tamano y la tasa
de renovacién de 1la Dbiomasa microbiana influyen en la
disponibilidad del nitr6égeno para el crecimiento de 1las
plantas (Andersson y Domsch, 1980). Los niveles de nitrégeno
amonio utiles para la comaunidad vegetal y para la microflora
edafica dependen ademas de varios prceccesos de naturaleza no
biologica. Las arcillas fijan en las superficies
interlamelares cantidades significativas de N-NHa+* que
reemplaza a cationes como Caz+, Mg2+ y Na*. El1 amonio
retenido no es susceptible de escapar del ecosistema por
lixiviado e inclusc representa un depdsito de nitrdgeno
mineral gue supone un aporte continuo de este elemento para

el desarrollo de las plantas {(Nommik vy Vahtras, 1982).
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Simon-Sylvestre y Calvet (1987) 1indican que el amonio
adsorbido por las arcillas no es sustrato para la
nitrificacidon y por tante las arcillas modifican la cinética
de este proceso. La unidon electrostatica del nitrdégeno amonio
con las arcillas y con los coloides del suelo dificulta las
pérdidas por volatilizacidén (Stevenson, 1986) gue Sson
importantes en suelos secos Yy basicos, donde el equilibrio
amonio-amoniaco se desplaza hacia la forma neutra (Freney et
al., 1981). La wvolatilizacién del amoniaco puede alcanzar
hasta un 47% del nitrégeno afiadido al suelo en forma de
fertilizante (De Datta, 1987).

El i6n nitrato que se produce en 1la nitrificacidn, a
diferencia del amonio que se origina en la mineralizacién, no
se une a las arcillas del suelo, por lo que constituye una
forma de nitrogeno mineral mdvil que por lixiviado sale del
ecosistema y en ocasiones supone pérdidas cuantiosas
(Gillespie y Chaney, 1989). El1 nitrato es objeto de 1la
actividad bioldgica de ofros microorganismos que habitan en
el suelo. Blackburn (1983) registra la existencia de
procariotas gque poseen el equipo enzimatico necesario para
reducir NOz- dando lugar a NHsz que es inmovilizado por 1los
propios microorganismos en competencia con la comunidad
macréfita. Otros microorganismos edaficos llevan a cabo una
reduccidn desasimilatoria del nitrato gque origina amonio,
pero que en este caso no se incorpora a la estructura
celular, sino que se excreta al medio favoreciendo 1la
dinamica del nitrégeno amonio en el suelo. La reduccion
desasimilatoria, a diferencia del proceso asimilatorio, no
discurre en condicicnes aerobias ni esta regulada por los
niveles de amonio y ademas supone un aporte suplementario de
energia en una ruta acoplada con la produccitdon de ATP (Yordy
y Ruoff, 1981). La via desasimilatoria no solo suministra
nitrogeno mineral al ecosistema sino que también reduce el
nitrito hasta amonio y contribuye a disminuir los niveles de

este idn que en proporciones elevadas ejerce un efecto toxico



17

{(Yordy vy Ruoff, 1981). El1 nitrito es una forma facilmente
inmovilizable del nitrogeno mineral del suelo por su
capacidad de reaccionar con la materia organica (Azhar et
al., 1986b), en especial con los compuestos fenélicos. Tales
reacciones tienen lugar en todo tipo de suelos pero se ven
favorecidas por un contenido elevado de materia organica y
por la acidez del suelo (Smith vy Chalk, 1980). Estos datos
sugieren gque la nitrificacion puede desenmpefiar un papel
importante en 1la inmovilizacidon del nitrdgeno mineral del
suelo en formas organicas que no integran las estructuras
celulares, como corrocboran Azhar et al. (1986a), qgquienes
observan, tras abonar un suelo de pradera, que el 55% del
nitrogenc amonio afiadido es inmovilizado en un plazo de dos

meses.

En condiciones anaerobias el nitrato puede servir como
altimo . aceptor de electrones en la cadena respiratoria, en
una reduccidén desasimilatoria que genera ATP ¥y que rinde
formas gaseosas reducidas de nitrégeno como NO, Nz=O y Nz, que
escapan del ecosistema. Esta ruta de reducciones y
oxidaciones de las formas minerales de nitroégeno que
constituye la desnitrificacion es un proceso bioldgico que
Payne (1973) esquematiza con la siguiente secuencia como la

via mas probable:
NO>—(+5) ——-> NO=2—(+3) --> NO{(+2) --> N20O(-1) --» N=(0)

Ingraham (1981) considera COmo microorganismos
desnitrificantes en sentido estricto a agquellos que producen
Nz a partir de NOs—-. Sin embargo hay numerosas bacterias sin
la actividad enzimatica necesaria para realizar el dltimo
paso y por tanto rinden como producto final Nz0Q, que puede
escapar del suelo. En cada etapa de este proceso interviene
una enzima distinta ¥y son pocos los microorganismos que
poseen la capacidad enzimatica para realizar todas las

transformaciones, pero en cualguier caso en el suelo se
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complementan las actividades desnitrificadoras parciales de

la micreoflora y se produce N> que se libera a la atmésfera.

La desnitrificacion y la reduccidn desasimilatoria o
fermentacion del nitrato (Broda, 1975) son dos procesos
biolégicos importantes y el predominio de una wu otra ruta
reductora de nitrdgeno nitrato en anaerobiosis depende de
factores diversos, pero Tiedje et al. (1982) destacan los
niveles de carbonc disponible y de aceptores de electrones
que hay en el suelo. A concentraciones elevadas de sustratos
carbonados y bajas de aceptores de electrones se favorece la
reduccidn desasimilatoria en perjuicio de la desnitrificacién
(Catanzaro et al., 1987). Katyval et al., (1988) consideran
que entre el 16.8 y el 18.9% del nitrato producido en un
suelo se pierde como dinitrégeno. Sin embargo Jagnow y
S6chtig (1983) aprecian que entre el 30 y el 50% del
nitréogeno que se aplica como fertilizante se pierde a traveées
de 1la desnitrificacién y Mikkelsen (1987) eleva esta tasa
hasta el 70%. Si se consideran todas las formas nitrogenadas
gaseosas, las fugas se elevan hasta 10 kg N ha* afio—1
(Mosier et al., 1986). Este aporte de nitrdgeno a la
atmdésfera equilibra la pérdida que se preduce en la fijacidm
bioldgica del dinitrégeno y de ahi la importancia geoquimica
de la desnitrificacién. La mayoria del nitrogeno molecular
atmosférico ha circulado al menos una vez a través de 1la

microflora desnitrificante (Stevenson, 1986).

El desarrollo normal de 1los ciclos biogeoquimicos es
imprescindible para la conservaciéon de los recursos.
Cualquier factor que perturbe su integridad destruyendo las

mecanismos bioldgicos de rTenovacidén ciclica induce a 1la

alteraciéon de 1los ecosistemas, pues dependen de tales
transformaciones, Y puede conducir a situaciones
imprevisibles Y. en cualquier caso, no deseables.

Actualmente, el hombre altera, directa o indirectamente, la

velocidad de 1los ciclos e introduce otros paralelos con la
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adicién de sustancias dificilmente biodegradables, rompiendo

el equilibrio de los ecosistemas.

1.3. Microorganismos del ciclo del nitrdgeno

Una caracteristica comin de los ciclos biogeoquimicos a
nivel edafico es que los microorganismos desempeflan un papel
fundamental en las numerosas transformaciones que tienen

lugar en el suelo.

En cada una de las etapas del ciclgo del nitrdogeno
interviene wun conjunto de microorganismos de distintas
especies, que desarrollan una actividad metabdlica similar.
Esta propiedad permite englobar a los microorganismos
implicados en grupos funcionales o f@siolégicos que
despliegan su actividad en una etapa determinada. Tales
grupos corresponden a las categorias de microorganismos
siquientes: fijadores de dinitroégeno o diazotroficos,
proteoliticos, amonificantes, nitrificantes Y

desnitrificantes.

Citamos los grupos funcionales segan la clasificacion
propuesta en la 82 edicidn de "Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology" (1974), va que su nomenclatura es
la gque se utiliza en las publicaciones actuales sobre temas
afines al presente estudio y éste, por otra parte, no
pretende profundizar en los datos relativos a las
clasificaciones sistematicas de la microflora que puebla el

medio edafico.

Los microorganismos diazotroficos o fijadores de
dinitrogeno atmosférico constituyen un grupo gque ha sido
estudiado con gran detalle debido a su significacion
ecologica como responsable de 1la entrada biocldgica de

nitrégeno mas importante en los ecosistemas terrestres. Es un
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grupo muy heterogéneo, compuesto por microorganismos de
caracteristicas muy diferentes y que desarrollan su actividad

funcional en condiciones distintas.

La microflora diazotr6fica comprende organismos de vida
libre y otros 9que actian asociados con plantas. En 1los
primeros encontramos bacterias tanto autotrofas Ccomo
heterétrofas. Gallon (1980) sefiala gue Chlorpobium limicola,
Chromatium venosum y  Rhodospirillum rubrum son
microorganismos fotoautdétrofos que fijan dinitrégenc. También
se encuentran microorganismos diazotrdéficos en la microflora
metanotrofa como Methylosinus trichosporinm (Chen v Yoch,
1988), Methylacoccus capsulatus y Methylosinus sporium (Colin

Murrell, 1988). Entre 1la microflora heterdétrofa aparecen

fijadoras de dinitroéogeno aerobias obligadas caso de
Azotobacter sp. (Drozd y Postg&fe, 1970) gue, en contraste
con otros fijadores de 1la familia Azolobacteriaceae como
Beijerinckia, Derxia y Azotomonas, es capaz de producir
cistos dotados de una pared suplementaria (Lin y Sadoff,
1969) resistentes a 1la desecacion. El1 género Clostridiunm
reune a microorganismos diazotrdéficos muy frecuentes en los
suelos bajo condiciones de anaercbiosis estrictas (Rosenblum
y Wilson, 1949) pero también hay bacterias anaerobias
facultativas fijadoras como las del género Bacillus (Line vy
Loutit, 1971).

Entre las cianobacterias, grupo primitivo de organismos,
podemos destacar Nostoc, Aunlosira y Anabaena (Rinaudo et al.,
1971). Nostoc sp. establece simbiosis con Cycadaceae (Tredici
et al., 1989) vy Anabaena que habita en los frondes de Azalla
y forma una simbiosis de gran impacto agrondmico en los
arrozales de China, ya gque supone una de 1las fuentes
principales de nitréogeno para los cultivos (Chu, 1979). Entre
los liquenes también existen sistemas diazotroficos,
estudiados por numerosos autores (Bermudez de Castro et al.,
1991), como Lobaria pulmonaria que tapiza las partes inferior
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y media de los troncos de hayedos y robledales y representa
un aporte significativo de nitrégeno en los Dbosques
caducifolios de zonas templadas (Miller et al., 1989). La
relacién mas estudiada vy gque mejor sSe cCconoce es la
establecida entre leguminosas y Rhizohium, de cuya actividad
simbiética, segun Hardy y Holsten (1972), surgen 90 millones
de toneladas de nitrdédgeno cada afio, aunque el grado de
efectividad de esta asociaci6n varia con numerosos factores
(Campbell, 1985). Existen ademas gran niamero de simbiosis
entre plantas criptégamas y fanerdgamas con bacterias, como
la formada entre no-leqguminosas vy actinomicetos del género
Frankia (Becking, 1974) que frecuentemente se desarrolla en
suelos pobres donde actian como sistemas colonizadores
{Bermidez de Castro y Schmitz, 1990), aunque otros autores

les confieren un papel pionero (Campbell, 1985).

Los microorganismos proteoliticos fragmentan las
proteinas en unidades menores hasta aminoacidos libres
{Anderson, 1978). Esta etapa se puede considerar como un
primer paso dentro del complejo proceso de la degradacion de
la materia organica, en el que interviene una amplia variedad
de microorganismos con actividades enzimaticas dispares ¥y
especificas para cada sustrato organico {(Ladd y Jackson,
1982). La microflora proteolitica actaa en las etapas
iniciales de la mineralizacidén de los compuestos organicos
nitrogenados y a continuacién participan 1los microrganismos
amonificantes que rinden amonio como producto final del
proceso degradativo (Anderson, 1978). Hay gque tener en
cuenta, ademas, que proteclisis y amonificacién son dos
procesos sucesivos que in sitn estan asociados, pues existen
estirpes de microorganismos que son, a la vez, proteoliticos
Y amonificantes. Alexander {1980) sefala actividad
proteolitica en hongos, bacterias aerobias, anaerobias
estrictas y facultativas, lo gque refleja un grupo funcional
muy diverso y heterogéneo. En especies de Pseudomonas,
Bacillus, Clostridium, Serratia y Micrococcns hay bacterias
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que degradan facilmente proteinas puras (Alexander, 1980). En
los géneros Alternaria, Aspergillus, Mucor, Penicillium vy
Rhizapus hay hongos gque presentan enzimas protecliticos
(Garret, 1963).

Los amonificantes, gque liberan amonic como producto
final de la mineralizacidén, constituyen un grupo fisiolégico
que, como los anteriores, es muay dispar. Son numerosos los
hongos y bacterias que atacan alguna forma de nitrégeno
organico liberando amonio y la velocidad de descomposicién de
los sustratos nitrogenados varia con los géneros y especies
{Clarck, 1967). La mayoria de las bacterias heterdtrofas del
suelo liberan amonio cuando utilizan compuestos organicos
nitrogenados como fuente de carbono (Alef y Kleiner, 1986).
Los microorganismos amonificantes son tanto aercobios como
anaerobios y hay algunos capaces de formar esporas de
resistencia viables tras periodos adversos, bien por falta de
humedad, carencia de nutrientes o condiciones desfavorables

de aerobiosis o de anaerobiosis (Alexander, 1980).

Focht v Verstraete (1977) seflalan que numerosas
bacterias heterdétrofas y hongos pueden oxidar formas
reducidas de nitrégeno y producir nitrite ¥y nitrato. Sin
embargo las bacterias nitrificantes 9que predominan en 1la
naturaleza son autdotrofas (Kelly, 1978) vy quimiolitotrofas.
Las bacterias nitrificantes, tanto nitrosas como nitricas,
pertenecen a la familia Nitrobacteriaceae, con
microorganismos de cinco géneros que oxidan el nitrdégeno
amonio hasta nitrdgeno nitrito y con microorganismos de
cuatro géneros que oxidan eéste dltimo hasta nitrato (tabla
1.1). Entre 1los primeros, Nitrosomonas sp. tiene actividad
superior, mientras que en el segqundo caso Nitrobacter sp. son

las bacterias mas activas. Numerosos autores indican que las
bacterias nitrificantes autoétrofas son las anicas

responsables de este proceso oxjidativo en la mayoria de los
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ecosistemas (Kelly, 1978; Alexander, 1980). Solo en aquellos
habitats donde el crecimiento autotrdéfico esta inhibido, 1la
microflora heterotrofa puede aumentar la concentracién de
nitratos en el suelo. Las bacterias de la familia
Nitrobacteriaceae, a diferencia de los microorganismos del
grupo amonificante, son aerobias y en ningin caso se conocen

formas de resistencia.

TABLA 1.1. Géneros principales de bacterias

nitrificantes
Oxidantes de amonio Oxidantes de nitrito
Nitrosamonasg Nitrohacter
Nit hal Nii .
Nid . Nit
Ni Nit .
Nit i hri

La reduccién de los compuestos oxidados de nitrégeno
hasta formas gaseosas que pueden salir del ecosistema es un
proceso gque solo realizan las bacterias (Ingraham, 1981).
Segun Jeter & Ingraham (1979) las bacterias de mas de 70
géneros son capaces de reducir alguna forma de nitrogeno
combinado. La mayoria de las bacterias reductoras nitrégeno
son aerobias facultativaé, pero también las hay anaerobias

estrictas (Van Gent-Ruyters et al., 1975). Los
microorganismos desnitrificantes son fundamentalmente
heterotrofos, pero algunas especies son autoOtrofas

(Firestone, 1982). La microflora desnitrificante, al igual
que los grupos fisiolodogicos antes citados, es muy
heterogénea, con microorganismos gque pueden desarrollarse en

circunstancias muy diferentes.

Es importante recordar gue existen microorganismos de

los géneros mencionados anteriormente gque retnen el juego
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enzimatico indispensable para realizar mas de una actividad
funcional vy por tanto forman parte de varios grupos
fisioldgicos, por 1o gue son bacterias que pueden desempefiar
un papel clave en la dinadmica del ciclo del nitrégeno. Es el
caso de Azaspirillum, que agrupa bacterias fijadoras de
nitrégeno atmosférico como A. lipofernm gque ademds puede

actuar como bacteria desnitrificante (Neyra et al., 1977).
Bradvrhizobium japonicum es diazotrd6fica y puede crecer
utilizandoc el hidrogeno como fuente de energia (Kimou vy
Drevon, 1989) y también manifiesta una actividad reductora de
compuesitos oxidados de nitrogeno (Zablotowicz et al., 1978).
Bacillus sp. suma la actividad amonificante a la accidén
proteolitica y Garcia (1977) considera gue son las bacterias
que mas contribuyen al proceso desnitrificante en ambientes
naturales. Otrc ejemplo similar es Pseudomonas sp., que
comprende bacterias muy abundantes en el suelo, sobre todo en
la rizosfera, con especies que se distribuyen en los grupos
de microorganismos proteoliticos, amonificantes y

desnitrificantes. Por altimo se debe mencionar Clostridiuom

sSp. gue agrupa bacterias anaerobias también muy abundantes en
el suelo en condiciones normales (Tiedje et al., 1984). A
este género pertenecen microorganismos fijadores de
nitrogeno, hay otros con actividad mineralizadora muy intensa
capaces de fermentar carbohidratos, proteinas y de 1liberar
amonio, e incluso también se encuentran bacterias

desnitrificantes.

1.4, Infiwvencia del medic abiédtico en el ciclo del nitrogeno

Muchos factores abidticos que definen las
caracteristicas de 1los ecosistemas terrestres inciden en la
circulacion y en las pérdidas de nutrientes determinando 1la

autorregulacion de los ciclos biogeoquimicos.
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La fijacidn del nitrégeno atmosférico es un proceso gque
realizan los microorganismos poseedores de la enzima
nitrogenasa que sufre wuna inhibicidtn irreversible cuando se
expone a la accién del oxigeno (Wong y Burris, 1972). Los
microorganismos diazotréficos que obtienen energia mediante
un metabolismo aerobio superan este problema desarrollando
sistemas protectores que les permiten mantener la enzima en
un ambiente anaerobio (Weisz y Sinclair, 1987; Silvester et
al., 1988). Este problema no se plantea con la microflora
reductora del nitrégeno atmosférico anaerobia obligada, como
Clostridinm, gque solo fija nitrégeno en condiciones
anaerobias {Knowles, 1978). Magdoff vy Bouldin (1970)
estudiaron este proceso en suelos encharcados y sefialaron que
la fijacidn aerobia ¥y la anaerobia son perfectamente
compatibles en el mismo suelg, pues se forma un mosaico de
microambientes aerobios Yy anaerobios que permite el
desarrollo de ambas microfloras. Los mismos autores reflejan
la necesidad de una fuente de energia abundante para que se
realice la actividad diazotrdofica. En esta linea Child (1981)
indica que los microorganismos fijadores metabolizan grandes
cantidades de carbono organico, mientras que Blackburn (1983)
observa que los fijadores libres fotdétrofos son reductores
muy eficaces y Davey (1983) detecta gque la tasa de fijacién
de las cianobacterias en oscuridad se reduce del orden de 100

veces.

El intervalo idéneo de pH para 1los microorganismos
diazotrdoficos es amplic, aunque en general se admite que 1la
fijacién l1libre estda inhibida a pH acido (Evans et al., 1980;
Francis, 1982). Velasco y Lozano (1979) en estudios sobre
cambios sinecoldgicos de la microflora teldrica observan que
ante un descenso del pH predomina Clostridium frente a
Azotobacter, pues 1la tolerancia del primero a 1la acidez
permite su proliferacion, mientras que Azotobacter requiere

suelos préximos a la neutralidad (Granhall, 1981).
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Como vimos en el apartadeo 3, la microflora edafica que
degrada 1los compuestos organicos para rendir nitrégeno
mineral ceonstituye un grupo complejo, el mas heterogéneo de
todos 1los que intervienen en el flujo de nitrégeno en el
suelo. Por esto la actividad mineralizadora se manifiesta en
condiciones ambientales muy diversas, aunque por supuesto la
efectividad del proceso oscilara segin los microorganismos
predominantes y 1las circunstancias del habitat en que se
localizan. La degradacién de los sustratos proteicos varia
segun la temperatura del medio. O'Brien (1972) registra
cambios significativos en la actividad proteolitica que se
incrementa del orden de tres veces cuando la temperatura se
eleva de 20=C a 37<C. El sustrato también determina la accién
proteolitica de los microorganismos, como sugieren Gutiérrez
Mafiero y Bermiudez de Castro (1983) cuando estudian 1las
fluctuaciones de los grupaos funcionales del ciclo del
nitrégeno y observan que 1la éctividad proteolitica aumenta

con la concentracién de materia organica.

Risser y Parton (1982) consideran gue la humedad v 1la
temperatura son los factores abiéticos primarios que influyen
en la mineralizacion del nitrogeno en el sistema
suelo-planta. El intervalo de humedad durante el cual los
microorganismos amonificantes se muestran activos es muy
amplio (Miller y Johnson, 1964). Los niveles Optimos se
sitian entre -0.5 y 0.15 bar, aungue en suelos saturados la
actividad es considerable. El1 papel de la humedad en la
amonificacién resalta en el trabajo de Stanford y Epstein
(1974), guienes en suelos secados al aire aprecian que el
80-90% de la transformacidon de nitrogeno organico en
nitrogeno mineral ocurre gracias a la humedad retenida en el
complejo Pporoso del suelo. Moorhead et al. (1988) en
experimentos de laboratorio observan tasas superiores de
mineralizaciétn segan se eleva 1la humedad de 1la materia
organica que se aflade al medico de incubacidn. En suelos con

bajo contenido en agua 1la microflora no se desarrolla
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plenamente y 1la produccidon de nitrdogenc mineral decrece
(Jones y Woodmansee, 1979). Sin embargo hay microorganismos
que permanecen activos durante estos periodeos y continuan
degradando el sustrato, como reflejan Gonzélez Vazquez y
Gutiérrez Rueda (1983), quienes detectan una poblacidén
amonificante mas alta en verano que en otofio, en suelos de
bosque repoblados con Pinus pinaster Ait. Pérez Hernandez et
al {(1989) encuentran que la microflora amonificante es mas
elevada en veran0 que en primavera, en suelos de ribera
poblados con Alnus glutiposa (L.) Gaertn.

La actividad amconificante es Gptima dentro de un rango
de temperaturas similar al que se registré para la
proteolisis. Entre los 50 y 60<=C no se observa
mineralizacidon, hasta los 40<C aumenta progresivamente
{Choudhury v Cornfield, 1978) y por debajo de 35=C disminuye
la actividad microbiana (Stanford et al., 1975). E1 PpH es
otro factor a considerar. En suelos tropicales 1la tasa de
amonificacion aumenta segin disminuye el pH. En el intervalo
de pH entre 5.5 vy 6.0 Sahrawat (1982) sefiala la actividad
maxima, incluso a pH 4.4 se mantiene en unos niveles
considerables. Lozano y Velasco (1972) registran resultados
similares en suelos de clima templado poblados con Pinus
radiata D. Don.

Hadas et al. (1986) detectan que el nitrégeno total
disponible en el suelo ¥y la mineralizacién estan asociados.
Vlassak (1970) observa gque el nitrégeno total disponible
afecta a la actividad mineralizadora. Delphin (1986) y Adams
y Attiwil (1982) registran el mismo efecto, e incluso por
experiencias de laboratorio sefialan que en presencia de un
sustrato adecuado la tasa de mineralizacidn maxima se alcanza
en un plazo corto de tiempo, que oscila entre los 4 y los 16
dias. La estructura fisica del suelo, como citaron Stanford y
Epstein (1974), influye en el proceso de mineralizacidon del

nitrogeno, pero no solo a través del grado de humedad, sino
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también mediante las asociacidnes organominerales (Delphin,
1986}.

Las condiciones que determinan los habitats Optimos para
la actividad nitrificante son mas estrictas que en 1los
restantes grupos fisiologicos, vya que la nitrificacidén es una
etapa que realiza un grupo restringido de bacterias. Focht y
Verstraete {1977) consideran que los parametros mas
importantes que controlan la nitrificacién son: pH, humedad,
presion parcial de oxigeno y temperatura. A ellos podriamos
afladir textura, contenido de materia organica, concentracion
de didxido de carbono y capacidad de cambio del suelo
{Mahendrappa et al., 1976). Los niveles de carbono organico y
de nitrégeno total afectan a los potenciales de nitrificacion
que muestran una correlacidén negativa con el cociente C/N
{(Coats et al., 1976). Otro factor que actia sobre 1la
actividad nitrificante es la concentracion de amonio
(Montagnini vy Buschbacher, 1989). La concentracién de
sustrato minima en que tiene lugar la nitrificacidén segun
Verstraete (1981) es de 10 ppm, ¥ por el contrario, niveles
de amonio que sean superiores a 800 ppm inhiben el desarrollo
de 1la microflora nitrificante autdodtrofa (Jones y Hedlin,
1970), aunque Wetselaar et al. (1972) indican valores
limites proximos a 3000 ppm. Probablemente 1la disparidad
entre ambos datos refleje la influencia de otros factores
abio6ticos, como el PH gque modifica el efecto de 1la
concentraciétn de amonio (Montagnini y Buschbacher, 1989).

El pH es el factor que manifiesta un cdntrol mas
estricto sobre 1los microorganismos gque oxidan el N-NHa+*
(Dommergues et al., 1978). E1 intervalo idénec de pH para
Nitrobacter es de 6.2 a 7.0, mientras gque para Nitrasomonas
la actividad maxima se encuentra a pH superior a 7.6
(Alexander, 1980). A pH inferior a 5.0 1la nitrificacén
autoétrofa desciende drasticamente (Katyal et al., 1988),

mientras que se mantiene la accidén heter6trofa que es
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considerable en suelos &acidos con pH entre 3.0 vy 5.4
{Sahrawat, 1982). Este altimo autor destaca que la

nitrificacién autétrofa o6ptima ocurre entre 6.0 y 7.5.

Seifert (1972) aprecia el efecto de 1la humedad del suelo
y considera que un contenido entre 1/2 vy 2/3 de capacidad de
Tetencién de agua es el mas favorable para gque se forme
nitrogeno nitrato. Reichman et al. (1966) encuentran una
relacién directamente proporcional entre la nitrificacion y
l1a humedad, dentro del intervalo comprendido entre -15.0 ¥y
0.2 bar. El oxigeno es un requerimiento cobligatorio para
todas 1las Dbacterias nitrificantes autotrofas, pues son
aeroblias estrictas y necesitan una aireacidtn adecuada del
suelo (Alexander, 1980). Tate (1985) sugiere que los
microorganismos nitrificantes se dispondrian sobre 1la
superficie de las particulas del suelo de tal manera que su
actividad evitaria la difusidn del oxigeqo_ hécia el interior
de las particulas, lugar donde ocurririan otras etapas del
ciclo del nitrdgeno, como la desnitrificacitn, proceso que
realizan microorganismos gue se desarrollan en los espacios

deficitarios en oxigeno (Focht, 1979).

Niemiera y Wright (1987} detectan en laboratorico 1la
nitrificacidon maxima entre 20 y 30°C, datos gue corroboran
también Malhi y McGill (1982). Sin embargc Bremner y Blackner
(1981) registran 1la actividad iddénea entre 30 y 37°C vy
Verstraete (1981) amplia el intervalo a 25-40°C. A
temperaturas superiores a 40°C e inferiores a 10°C desciende
la oxidacidon de amonio de forma muy acusada (Niemiera vy
Wright, 1987). Como la nitrificacidn es tan escasa a
temperaturas bajas. conviene usar en proporcién menor los
fertilizantes amoniacales en los meses frios, ya que se puede
acumular el amonio y ejercer un efecto toéxico sobre 1los
cultivos de plantas de interés aqricola (Niemiera y Wright,
1987). Pero Malhi vy McGill (1982) postulan que existe un

control climatico sobre las relaciones temperatura-actividad
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en la nitrificacién, produciéndose en climas frios
adaptaciones de los microorganismos para mantener 1la
actividad a temperaturas bajas. En este sentido Gonzalez
Vazquez y Gutiérrez Rueda {1983) encuentran mayor densidad de
microorganismos nitricos en otofic que en verano y la
microflora nitrosa no aparece en los suelos que estudian en
verano. Pérez Hernandez gt al (1989) observan en suelos de
ribera que la densidad y actividad de 1las poblaciones
nitrificantes, tanto nitrosa como nitrica, disminuye durante
el verano, aunque las diferencias con las demas estaciones no

son significativas.

La desnitrificacidon depende de numerosos factores
abidticos y, a pesar de que la produccidén de compuestos de
nitrégeno en forma gaseosa es consecuencia de la actividad
cometabblica de una poeblacidn de microorganismos muy
heterogénea, algunos de estos factores ejercen un control
estricto sobre 1la microflora desnitrificante. Tal es el caso
del oxigeno que se considera como el principal regulador de
los procesos desnitrificantes en el suelo (Focht, 1979). E1
rango de concentracion de oxigeno en que ocurre la
desnitrificacién varia entre 0.7 pg/ml (Goering y Cline,
1970) v 2 npg/ml {(Wheatland et al., 1959). En intima relacidn
esta la humedad del suelo, pues el contenide de agua
condiciona la presidon parcial de oxigeno. Por tanto la lluvia
influye en esta actividad que, segun Craswell (1978),
manifiesta un aumento importante con 20-30 mm de
precipitaciom. Los datos acerca de la temperatura ideal para
la actividad desnitrificante son muy variables. Colbourn vy
Dowdell (1984) registran actividad desnitrificante nula a 0°C
y maxima en torno a los 40°C. Nommik (1956) y McKenney et al.
(1980) senalan los 65°C como temperatura idénea. El margen de
pH es amplio. Entre 3.5 y 11.2 se detecta actividad {(Prakasam
y Loehr, 1972) aungque la desnitrificacidén maxima corresponde
a suelos alcalinos y se observa como aumenta con el pH entre

valores de 3.8 y 9.0 (George y Antoine, 1982).
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La concentracién de nitratos (Breitenbeck vy Bremner,
1987), como sustrato de la actividad desnitrificante, vy los
niveles de carbono organico en el suelo (Starr y Parlange,
1975), como sustrato orgadnico oxidable, también limitan este
proceso y €l segundo factor mas que el primero regula el
grado de actividad desnitrificante (Limmer y Steele, 1982).

1.5. Influencia de la vegetacidn en el ciclo del nitrdgeno

La vegetacidon es uno de 1los factores mas importante que
incide en 1la dinamica de las comunidades microbianas del
suelo ¥y que actda como regulador de la microfleora edafica
(Remacle y De Leval, 1975). El1 papel fundamental de la
comunidad macrofitica se debe al aporte de materia organica
mediante la deposicién de las hojas y de otros restos
vegetales, también por el lavado de las hojas a través del
agua de 1lluvia, asi como por la liberacién radical de

sustratos carbonados {Franklin y Waring, 1980).

Por efecto dosel las plantas promueven el desarrollo de
microclimas, regulan la intensidad y 1la frecuencia de los
ciclos de humedad vy secado en el suelo (Campbell et al.,
1971) v modifican la composicidn floristica, 1la diversidad.
el pH, los niveles de nitrdgeno y los cationes de cambio del
suelo (Gonzalez-Bernaldez et al., 1969). Las raices inducen
cambios en la estructura del suelo, en los niveles de
humedad, de aireacion y de nutrientes del medio teldrico, e
incluse determinan la composicién idénica de 1la zona de
contacto raiz-suelo (Turner vy Franz, 1985). La vegetacidn
también dificulta la erosion del terreno y disminuye 1las
pérdidas de nutrientes en el ecosistema (Vitousek et al,
1982).
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1.5.1. Interfase raiz-suelo

La raiz se puede considerar como‘ia interfase entre la
vida terrestre y el sustrato mineral gue aporta un namero
elevado de elementos esenciales (Epstein, 1972). El estudio
de la interaccidn entre el sistema radical de una planta y su
inmediato entorno edafico es técnicamente dificil e implica
un enfoque multidisciplinario para evaluar los factores que
influyen sobre las caracteristicas de 1la zona de contacto
directo entre suelo vy raisz.

La estructura del suelo es un factor fundamental que
influye sobre las condiciones en que se desarrollan las
raices v por tanto define en parte la interfase raiz-suelo.
La porosidad, las caracteristicas fisico-quimicas de 1los
agregados gque constituyen 1la estructura del suelo y la
estabilidad de éste determinan el grado de resistencia
mecanica al crecimiento de las raices. El efecto es reciproco
va que el aparato radical de la planta determina parcialmente
la composicidén mecanica y mineral del suelo de varias formas:
acelera la disgregacién de los minerales, sobre todo en las
fracciones de arcillas menos voluminosas ({Sarkar et al.,
1979), modifica el estado de agregacidon del suelo a través de
interacciones fisicas, quimicas y biolégicas (Harris et al.,
1966) y altera las uniones fisicas de las particulas del
suelo mediante la liberacidn de sustancias organicas
radicales sobre todo polisacaridos (Monroe y Kladuko, 1987)
aumentando la estabilidad de los agregados teluricos (Reid ¥y
Goss, 1980).

La dinadmica compleja de la interfase raiz-suelo se
desarrolla en una zona tridimensional donde interrelacionan

poblaciones dispares de organismos, que se extienden en
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profundidad en el cortex de las raices y en sentido opuesto
en el suelo mineral. Los microorganismos son una parte
importante de este sistema y desempefian un papel esencial en
la rizosfera, que se define como la zona del suelo donde el
sistema radical de cualquier planta incide sobre la poblacidn
y actividad microbiana. Es una zona sin limites definidos,
que difiere fisica, quimica y biol6gicamente del suelo no
rizosférico. En la rizosfera se pueden distinguir dos zonas a
pesar de que el limite entre ambas es difuso. La primera, la
mas proxima a la raiz, se caracteriza por un enriquecimiento
de compuestos organicos. La zona siguiente recoge la
influencia de las raices sobre las presiones parciales de
oxigeno, didoxido de carbonc y otros gases (Klemedtson et al.,
1987b). La interaccidn entre microorganismos vy raices es
intensa en 1la =zona superficial de las raices, region
denominada rizoplano, y en algunos casos se extiende a las
capas corticales y epidérmicas de 1la raiz formando 1la

endorrizosfera.

1.5.1.1. Caracteristicas de la rizosfera

El medico gque forman las raices para la comunidad
microbiana es muy inestable. Las raices cuandc crecen cambian
vy evolucionan creando muchos tipos de habitats; por ello
determinan 1la densidad vy diversidad de la comunidad
bacteriana rizosférica junto con las condiciones

fisico-quimicas del medio edafico.

El suelo de la rizosfera difiere del suelo no
rizosférico debido no solo al efecto de la wmicrofleora sino
también a que el crecimiento de 1las raices provoca
alteraciones profundas que modifican las caracteristicas
mineraldgicas y mecanicas (Sarkar et al., 1979) y ademas las

raices liberan cantidades apreciables de materia organica.
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El intercambio gaseoso en la rizosfera es muy complejo y
los niveles de oxigeno y de didéxido de carbono dependen de la
actividad de las raices, de l1los organismos del suelo y del
potencial de agua en la interfase raiz-suelo (Campbell,
1985). La captacidtn de agua por las raices condiciona la
presion parcial de oxigeno del sueloc que las rodea vy
cualquier cambio en el contenido de agua influye
profundamente en 1la tasa de difusion de oxigeno (Currie,
1984). Concentraciones bajas de oxigeno en el entorno edafico
de las raices pueden estimular la liberacidén de materias
organicas del aparato radical de las plantas (Crawford,
1978). La transpiracidén condiciona un flujo elevado de agua
desde el suelo hacia la superficie radical, perco el potencial
de agua del suelo que rodea las raices varia muy poco del
potencial del suelo 1libre de ellas (Campbell, 1985). Este
flujo de agua transporta algunos elementos gquimicos hacia la
superficie radical, gque bien se absorben en su totalidad
{Mn=2+~, Ca2+, K+, N, P) o Dbien se acumulan en el entorno
edafico de las raices (Al3~, Cl- y Na*)} (Prenzel, 1979).

Los compuestos organicos que producen las plantas
regulan el pH del medio rizosférico a través de los Aacidos
organicos liberados (Oades, 1984). La accién de las raices
sobre el pH del suelc también es consecuencia del balance de
cationes y aniones que absorben las plantas, en un proceso en
que se liberan H*, OH- o HCO>— (Kirkby, 1981). Gutiérre=z
Mafiero ¥y Bermidez de Castro (1983) encuentra que Myrica gale
L. induce una acidificaciéon del suelo bajo su dosel, ¥y
Schmitz et al. (1990) observan que el pH del suelo bajo
Elasagnus angustifolia L. es ligeramente superior al de fuera
del dosel. Las variaciones del pH influyen en los niveles de
fésforo soluble en 1la rizosfera (Tate, 1985). El1 sistema
radical modifica también la disponibiiidad del fésforo en su
entorno por medi¢o de los exudados que pueden formar complejos

fosforados solubles (Barber, 1968) o gquelatos que compiten
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por los fosfatos adsorbidos en la caolinita yv en los 6xidos
de aluminio (Nagarajah et al., 1970).

La materia organica es el factor principal que incide en
las caracteristicas del sistema raiz-suelo y representa una
de las diferencias mas importantes entre el suelo rizosférico
v no rizosférico. El espectro de materiales orgaénicos en esta
zZzona es muy amplio y constituye los sustratos potenciales
para el desarrollo de los microorganismos teluricos (Krotzky
et a4l1.,1986). Las raices muertas aportan cantidades
significativas de compuestos organicos y de nutrientes al
suelo (Joslin vy Henderson, 1987) que influyen decisivamente
sobre la biomasa, en 1la dinamica del c¢iclo del nitrogeno
{McClaugherty et al., 1984) v en la produccidédn primaria neta
de los ecosistemas forestales (McClaugherty e£& al., 1982).
Las raices vivas también contribuyen al desarrollo de los
microorganismos mediante la liberacidm de sustratos organicos
(Janzen y Bruinsma, 1989). Algunas de estas sustancias
ejercen un efecto opuesto sobre 1los organismos de la
interfase raiz-suelo (Tang et al., 1987), como los +tiofenos
que son inhibidores alelopaticos (Campbell et al., 1982),
insecticidas {(Arnason et al., 1981), nematicidas (Gommers et
al., 1980}, germicidas (Wat et al., 1980) vy citotoxicos
{(Yamamoto et al., 1979). En general estos productos, que
desempefian un papel similar a las ecomonas (Whittaker, 1970),
son de nomenclatura confusa y durante mucho tiempo se
denominaron "exudados®"™ (Rovira y McDougall, 1967), aungue hoy
se pueden reconocer segun la clasificacién de Rovira et al.
(1979) gque 1los agrupa en exudados, secreciones, mucilagos,

mucigeles y lisados.

La estructura quimica de estos aportes organicos de
origen radical es muy diversa. Se identifican hidratos de
carbono, tanto monosacaridos como polisacaridos, aminoacidos,
enzimas, AaAcidos organicos, nucledtidos, vitaminas, hormonas

(Rovira, 1965) y polifenoles (Swift, 1978). La composicién de
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los exudados depende de 1la planta gue se estudie (Van
Egeraat, 1979) y de su edad (Campbell et al., 1982).

Es dificil estimar la proporcién en gque se encuentran
tales productos. Los datos experimentales reflejan
variaciones entre los niveles de materiales liberados bien en
cultivos axénicos o0 bien a partir de plantas crecidas en
presencia de microorganismos. Bajo condiciones axénicas las
raices liberan un 7-8% menos del carbono fijado
fotosintéticamente gue en cultivos con microorganismos
(Barber y Martin, 1976), donde se libera el 17% del carbono
fijado por 1la planta (Martin, 1977). Estos productos suponen
un 20% del peso seco de toda 1la planta y provienen del
carbono translocado a las raices, que en un 39% se 1libera al
suelo por lisis de las células radicales y no por exudacidon a
través de las paredes celulares intactas (Martin, 1977).
Barber y Lynch (1977) sugieren gque 1los microorganismos
rizosféricos favorecen el aporte de sustratos utilizables por
ellos mismos, bien porque los microorganismos formen
sustancias gque estimulan la exudacién o bien de forma
indirecta porque al usar los exudados evitan que se

concentren y promueven su difusidn,

Respecto al aporte de compuestos nitrogenados, Janzen vy
Bruinsma (1989) observan en trabajos de 1laboratorio con
Triticum aestivum L. que el sistema radical libera al medio
edafico entre el 25 y el 32% del nitrogeno absorbido en forma

de NHs por la parte aérea de la planta.

Los microorganismos metabolizan cort facilidad 1las
sustancias solubles, azdcares Yy aminoacidos, y provocan un
cambio cualitativo importante en la rizosfera por el aumento
de CO= vy de los productos que resultan de su metabolismo.
Ademas los niveles de compuestos no difusibles en torno a la
raiz aumentan y 1la microflora que coloniza las raices puede

utilizarlos (Leppard, 1974). Las bacterias son mas eficaces
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gque los hongos utilizando como sustratos los compuestos
organicos de peso molecular bajo. Estas sustancias
constituyen una parte importante de los exudados radicales y
son poco abundantes en las primeras etapas descomponedoras de
los restos vegetales muertos. Por el contrario 1los hongos
metabolizan facilmente 1los polimeros de peso molecular
elevado que son muy abundantes en los restos vegetales
muertos y por tanto son mas eficientes en 1los estadios
iniciales de la mineralizacidon de las raices muertas (Nakas y
Klein, 1980). Tales caracteristicas metabdlicas justifican
que las bacterias dependan de las exudados radicales vy los
hongos de las células de las raices muertas.

La humedad del suelo influye en la composicién y en los
niveles de los materiales organicos que excretan las raices
{Martin, 1977). En situaciones de estrés hidrico aumenta 1la
cantidad de carbono organico en el suelo que rTodea la raiz.
El incremento del aporte organico se refiere sobre todo a los
materiales solubles en agua gque proceden en primer lugar de
la autolisis de las células de los tejidos radicales y en
menor grado de la produccidon de mucilagos de peso molecular
bajo (Martin, 1977), ademas la desecaciéon del suelo afecta a
la viabilidad de las raices j6venes dgque constituyen una
fuente adicional de sustratos carbonados (Nakas y Klein,
1980).

Otros factores como 1la temperatura (Martin, 1977), la
intensidad de 1la luz gue incide saobre las plantas (Peterson,
1961), 1los tratamientos con productos quimicos de uso
agricola (Hale y Moore, 1979), la accidén abrasiva del medio
teldrico (Kepert et al., 1979) ¥y 1la disponibilidad de
nutrientes, también alteran la naturaleza y la cantidad de
los exudados radicales {Bowen, 1969). Graham et al. (1981) ¥y
Turner y Newman {(1984) observan un aumento de la exudacidn de
aminoacidos y azucares a causa de 1los niveles muy bajos de

fosforo, sin embargo Rovira y Ridge (1978) registran que ia
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deficiencia de fosforo reduce 1la liberacidon de compuestos
carbonados en raices de plantas jovenes de trigo. Los niveles
de nitrdgeno, tanto en forma amoniacal como en forma de
nitrato, y el pH influyen también en los exudados radicales
{Huber y Watson, 1974).

1,5.1.2. Colonizacién de la rizosfera

La comunidad microbiana en esta region hipogea suele ser
abundante, muy superior a la del suelo alejado de las raices
{(Curl, 1982). Los datos experimentales son numerosos y en su
mayoria registran valores para 1la relacion R/S (densidad de
bacterias en 1la rizosfera/densidad de bacterias en suelo sin
raices) que oscilan entre 2 y 25 (Azad et al., 1985), aunque
en ocasiones son mayores de 100 (Bazin gt al., 1990).

En la rizosfera se desarrollan poblaciones de organismos
de vida libre, simbidéticos vy parasitos. La microflora
teldrica comprende bacterias y hongos. Los hongos predominan
en el suelo carente de raices (Newman, 1985) y también en la
biomasa del entorno radical (Shields et al., 1971) aungque en
ocasiones las bacterias rizosféricas alcanzan una biomasa
superior a la de origen fangico (Newman, 1985). El1 aspecto
mas importante reside en el estado fisioldgico y en el grado
de actividad de 1los distintos tipos de microorganismos.
Stderstrom (1977) determind que solo entre el 1 v el 5% de la
biomasa fdangica fue capaz de hidrolizar diacetato de
fluoresceina, lo que representa una actividad baja y realza

el papel de la poblacién bacteriana en la rizosfera.

Los estudios ecoldgicos de la colonizacidon microbiana
indican que las bacterias se distribuyen irregularmente en el
rizoplano en funcion del tipo de planta, del suelo y de las

especies de microorganismos (Asanuma et al., 1979). Las
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bacterias se unen a los polisacaridos o glicoproteinas de la
superficie radical gue constituyen una matriz delgada de
fibrillas que englcba gran numerg de organismos (Elliot et
al., 1979). Ligados a esta capa mucilaginosa los
microorganismos se localizan de forma prefereﬁte en las
uniones intercelulares (Bowen, 1979) v en los sitios de alta
exudaciédn recubriendo solo el 10% de 1la superficie radical
(Bowen 1981). 8Sin embargo Bennet y Lynch (1981) observan
microcolonias que se desarrollan por igual en la superficie
de 1las células epidérmicas y en las zonas de contacto entre

células.

Entre las rizobacterias (bacterias de la zZona
rizosférica) saprofitas predominan las Gram negaﬁivas y entre
éstas Psendomonas sp. (Alstrom, 1987}, pero Achromohacter
sp., Alcaligenes sp., Nocardia sp., Eoterobacter sp. ¥
Flavahacterium sp. estan presentes en nimero elevado (Brown,
1972). La mayoria de las Psendomponas aisladas del suelo
rizosférico son REsendomonas fluorescens (Burr y Caesar,
1984). Por el contrario en suelos sin raices 1las bacterias

mas abundantes son las Gram positivas (Chan et al.; 1963).

El efecte rizosfera influye en el tiempo de:generacién
de las bacterias. Bowen vy Foster (1978) observan que
Pseudomonas sp. se reproducen en suelos sin raices cada 77 h
y Bacillus sp. sobrepasan 1las 100 h. En 1la interfase
suelo-raiz Pseudomonas sp. tiene una generacidn cada 5.2 h y
Racillns sp. cada 39 h. '

Mencion especial requieren las simbiosis entre raices y
microorganismos fijadores de nitrégenc y entre raices ¥y
micorrizas. En ambos casos las plantas representan la fuente
de sustratos carbonados y obtienen a cambio un aporte
significativo de nutrientes, principalmente nitrégeno y
fosforo. También se establece la simbiosis entre plantas

noduladas con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico y
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micorrizas (Azcon ef al., 1979).

1.5.1.3., Interacciones entre los organismos en la rizosfera

Las interacciones entre los organismos que habitan en la
rizosfera son complejas, reflejan la existencia de
poblaciones muy dindmicas y heterogéneas e influyen en la
densidad y diversidad de las poblaciones de bacterias en la
comunidad rizosférica. A continuacioén citamos algunos
ejemplos que aparecen en la biblicografia relativos a la gran
variedad de interacciones que se pueden establecer en esta

zona.

La actividad depredadora a cargo de 1l1los protozoos
{(Wiggins y Curl, 1979) que se observa en la rizosfera es por
1o general intensa debido a 1la mayor densidad bacteriana y
desempefia un papel importante en el control de las
poblaciones de microorganismos. Entre Bacillus sp. Y
cianobacterias aparece un antagonismo mediado por 1la
liberacidn de productos derivados del metabolismo bacteriano
{(Wright y Thompson, 1985). Chan et al. (1963) indican que
ciertas bacterias liberan productos de su metabolismo que
actian como antibidticos para los micrcorganismos proximos.
Dichos productos del metabolismo bacteriano pueden inhibir,
favorecer o no afectar el desarrollo de los hongos en la
rizosfera y este efecto depende de los hongos y bacterias que
interaccionen. En experiencias de laboratorio Bowen vy
Theoderou (1979) encuentran gque Bacillus sp. estimula la
colonizaciétn de las raices por Ielephora terrestris e inhibe
el crecimiento de Pisolithus tinctorins.

Los microorganismos de las rizosferas de plantas
proximas interaccionan entre si y la rizosfera de una planta
puede influir en la de la otra. La microflora de la rizosfera
de Anthoxanthum sp. inhibe la actividad de las micorrizas de
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Trifolium sp., hecho este dltimo muy importante, ya que 1las
micorrizas en la interfase raiz-suelo alteran el crecimiento
de la planta (Barea y Azcon, 1983}. Sin embargo la poblacidn
rizosférica de ILolium sp. no modifica 1la comunidad de 1la
rizosfera de Trifalium sp. (Christie £t al., 1978). Lawley et
al. (1983) registran que el porcentaje de Bacillus spp. en la
rizosfera de Lolinm perenne L. desciende de forma
significativa bajo la influencia de Irifolium repens L. ¥y
Blantago laoceolata L. Bennet y Lynch (198l) indican que en
la interfase suelo-raiz de plantas de trigo, entre
Curtobacterium sp. Yy Mycoplasma sp. Se establece una
competencia fuerte por los mismos nutrientes. Sin embargo
cuando ambos microorganismos se inoculan en la rizosfera de
plantas de maiz la poblacidn de Curtobhacteriunm sp. aumenta de
forma significativa, bien porque Mycoplasma sp. estimula el
flujo de exudados radicales distintos a los que se excretan
en ausencia de este microorganismo o bien porgue Mycaoplasma
sp. elabora metabolitos que actian como factores de
crecimiento de Curtobacterium sp. Los mismos autores observan
un efecto antagdnico entre Psendomonas sp. v Curtobacterium
sp. en la rizosfera del trigo. Por lo tanto el efecto no solo

depende de 1las especies microbianas en cuestion sino también

de la especie vegetal, estableciéndose wuna relacidn
reciproca.
Los exudados radicales son fuentes de nutrientes

esenciales en las interacciones entre microorganismos como
seftalan Elad y Baker (1985), que observan que Pseudomonas sp.
incrementa su accidon inhibitoria sobre Fusarium sp. cuando
aumentan los niveles de productos de origen radical. D'Arcy
Lameta (1986) encuentra en los exudados radicales de la soja
compuestos polifendlicos, isoflavonoides que se hallan a
nivel rizosférico en una concentracion de 10-7 a 10-°M y que
tienen un efecto importante sobre 1la microflora de 1la
rizosfera. Uno de estos compuestos, el cumestrol, favorece en
un 30% el crecimiente de Bradyrhizobium japonicum USDA 138 e
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inhibe en torno al 20% el desarrcllo de Psendomonas sp.
(D'Arcy Lameta y Jay, 1987). Este hecho supone que los
rizobios sean mas competitivos en proximidad al aparato
radical (Kosslak et al.,1983) y que por tanto el proceso de
nodulacidon se vea favorecido {Hossain y Alexander, 1984).

L.a microflora rizosférica incrementa la resistencia de
la planta huésped a las alteraciones de origen patégeno y
constituye un control biolégico de 1l1la actividad de 1los
parasitos gque proliferan en la zona de contacto entre las
raices y el suelo (Burr y Caesar, 1984). Las bacterias pueden
inducir la 1lisis de las hifas de algunos hongos patdégenos
como Gaeumannomyces graminis o como Phytophthora cinnamoni y

en experiencias de laboratorio se ha observado que plantas de
leguminosas noduladas con Rhizobium son mas resistentes a

Phytophthaora megasperma que plantas sin nodular (Campbell,
1985). ' ‘

El efecto de 1las rizobacterias (Suslow et al., 1979)
sobre las plantas esta unido a su capacidad de colonizar,
sobrevivir y producir metabolitos activos como consecuencia

de su desarrollo en asociacién con las raices. Pseudomonas

sp. ¥ Serratia sp. son las bacterias principales que inciden
en el desarrollo de las plantas {(Gerhardson et al., 1985).
Psendomonas sp. altera el crecimiento de las mismas e inhibe
numerosos patdgenos de las plantas (Burr y Caesar, 1984).
Serratia sp. también dificulta el desarrollo de hongos
patoégenos (Sneh et al., 1985).

Muchos microrganismos rizosféricaos pueden producir
sustancias analogas a las hormonas de las plantas que actian
como factores de crecimiento (Beck y Gilmour, 1983). Ciertas
bacterias producen y liberan etileno {Swanson et al., 1979)
que se comporta como un factor importante del desarrollo de
las plantas (Roberts y Tucker, 1985)}. Bacterias del género
Azospirillum producen en la rizosfera de plantas de trigo
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sustancias estimulantes del crecimiento diferentes al etileno
(Kapulnik et al., 1985). En otras ocasiones las rizobacterias
desprenden sustancias fitotdéxicas que inhiben el crecimiento
de las plantas (Fredrickson y Elliot, 1985). La cepa S241 de
Eseudomonas fluorescens libera niveles elevados de HCN que
dificultan el desarrollo del aparato radical de plantas de
Lactuca sativa L. var. Sativa cv. Montana y de Phaseolns
smlgaris cv. Bonita, que se manifiesta a los 28 dias de
cultivo en un descenso del peso seco de las plantas del 49.2
y del 52.9% respectivamente (Alstrém y Burns, 1986). Bolton y
Elliot (1989) observan gque Pseundomonas sSp. produce en la
rizosfera de Iriticum aestivimm L. una toxina que inhibe el
sistema radical y su colonizacidon por otros microorganismos.
Las cepas RCl, B8 y NT15 de Psendomonas sp. liberan una

toxina que actida selectivamente sobre las raices de plantas

diferentes (Fredrickson et al., 1987) y que presenta también
una actividad antibidtica especifica pues inhibe el
crecimiento de Geotrichum candidum, Escherichia coli (C1lA),
Erwinia chrysantemi (W3CH1) y Eseudomonas solanacearum
(PS108) pero no afecta a Bacillus subtilis y PEseudomonas
syringae bv syringae (B301D) (Bolton et al., 1989). Este

comportamiento puede suponer una ventaja competitiva en la

colonizacidén del rizoplano de determinadas plantas.

La microflora de 1la interfase suelo-raiz 'interviene
también en la disponibilidad vy en la captacidn de nutrientes

para las plantas (Powell, 1982).

1.5.1.4. Efecto rizosfera y microorganismos del ciclo del

nitrégeno

El efecto rizosfera sobre 1los microorganismos que
intervienen en las etapas del cicle del nitrogeno exige una

atencién particular,
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Las bacterias libres fijadoras de nitrdégeno atmosférico
aportan al medio edafico cantidades importantes de nitrogeno
por lo que constituyen un punto clave en la produccidén de los
ecosistemas (Worthington, 1975). La interfase raiz-suelo es
un lugar O6ptimo para el desarrollo de 1la microflora
diazotréfica porque suministra abundantes sustratos
carbonados que suponen una fuente esencial de energia para la
actividad nitrogenasica. Arima y Yoshida (1982) observan
mayor densidad microbiana en el entorno radical de especies
CcOomo: Sagittaria ftrifolia L., Oryza sativa L. cv.
Koshihikarsi, Coix Ma-Yuen Roman vy Juncus effusns L. Otras
asociaciones rizosféricas fijadoras de nitrogeno importantes
son las estudiadas por Vlassak (1979%) en bosques de zonas
templadas, D&bereiner (1976), Krotzky et al. (1986), Rao vy
Venkateswarlu (1985), en gramineas tropicales asociadas con
Azospirillum sp., Beck y Gilmour (1983) en Triticum aestiwvum
cv. Nugaines vy Rao et al. (1984) en arro=z.

De gran importancia son las asociaciones que estimulan
la actividad diazotrdofica en la rizosfera de 17 plantas
pertenecientes a las familias: Compositas, Rasaceae,
Chenopodiaceae. Krameriaceae., — Zygophyllaceae, Solanaceae.
Oleaceae, Butaceae, Liligceae y Poaceae, pues habitan en
suelos pobres de zonas aridas de Norteamérica con contenidos
bajos en sustratos para 1la microflora heterétrofa (Farnworth
et al., 1978). También se ha detectado . actividad
nitrogenasica en la rizosfera de muchas plantas entre las que
destacamos Ammophila sp. en Africa (Abdel Wahab, 1975) y

Eragrostis sp. en Asia (Nich, 1979).

El incremento de 1la actividad fijadora de nitroégeno
atmosférico en 1la 2zona de contacto raiz-suelo no solo puede
deberse a una mayor disponibilidad de sustratos carbonados
sino también a la estimuzlacidn quimiotactica del movimiento
de las bacterias microaerdfilas hacia las zonas bajo 1la

influencia de las raices, a causa del déficit de oxigeno
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motivado por la respiracidon de las mismas {Brar, 1972) y al
mayor contenido en agua del suelo en esta zona (Barak et al.,
1983). Werner et al. (1982) vy Krotzky et al. (1983)
encuentran en la rizosfera ciertos compuestos organicos,
algunos aromaticos, procedentes de la exudacion radical que
activan la nitrogenasa sin ser un sustrato. En la mayoria de
los sistemas de fijacidn asociativa estudiados, el nitrégeno
fijado por este mecanismo no representa una fuente
significativa de nitrégeno para el desarrollo de las plantas
en cuya rizosfera prolifera la poblacidén diazotrofica (Giller
et al., 1988), pero supone una entrada importante para el
ecosistema y contrarresta las pérdidas por lixiviado vy

desnitrificacion (Campbell, 1985).

Las plantas en general actian sobre la microflora
edafica mineralizante. Destacan los estudios realizados por
Adams vy Attiwill (1982) sobre 1la influencia de Acacia
dealbata Link., Encalyptns regnans P.Muell, E. abliunota
L'Habit v Pinus radiata D. Don en la capacidad mineralizadora
en suelos de bosque; por Robertson y Vitousek (1981) sobre
los factores que regulan la nitrificacién en la sucesion
primaria y secundaria; por Vitousek et al. (1982) sobre la
movilidad del nitrato y 1la nitrificacién en ecosistemas de
bosque, y por Turner y Franz (1985) sobre la nitrificacidon y
la mineralizacidn bajo el dosel de Tsuga hetevophylla Sarg.
y Thuya plicata D. Don.

Parece que en la rizosfera no se dan las condiciones
idéneas para la nitrificacioéon pues las concentraciones altas
de sustancias de poder energético elevado favorecen los
organismos heterdtrofos gque inmovilizan el nitrégeno. Se
establece una competencia no solo entre 1la microflora
heterdétrofa y nitrificante sino también con las raices por el
amonio disponible en el suelc (Klemedtson et al., 1987a). Los
efectos inhibidores de las raices sobre 1la microflora que

oxida el amonio y el nitrito han sido citados por varios
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autores (Rice y Pancholy, 1972; Jordan et al., 1979;
Montagnini y Buschbacher, 1989) y sin embargo hay datos de
efectos favorables sobre la nitrificacién en suelos de
ecosistemas agricolas (Molina y Rovira, 1963).

Las raices afectan a 1la poblaciton desnitrificante al
inducir cambios fisicos y quimicos en el suelo, en especial
de 1las concentraciones de nitratos, oxigeno y carbono
organico disponible (Klemedtson et al., 1987b). En general,
en la interfase raiz-suelo se observa una disponibilidad baja
de oxigeno como resultado de la respiracidn radical (Brar,
1972), de 1la densidad elevada de la microflora heterotréfa
(Fillery, 1983) y del mayor contenido en agua del suelo
(Barak et al., 1983). Por tanto, en estas condiciones los
microorganismos desnitrificantes encuentran un ambiente
iddneo para su desarrollo. Asi Mikkelsen (1987) observa dque
se estimula la tasa de desnitrificacion en la rizosfera del
arroz. Ademas el habitat rizosférico favorece la
desnitrificacion a través de 1la concentraciétn mayor de
compuestos carbonados y de nitratos (Smith y Tiedje, 1979).
Woldendorp (1962) indica gque los aminoacidos 1liberados por
las raices suponen un sustrato muy valioso para la microflora
desnitrificante y Bailey y Beauchamp (1973) observan que 1la
desnitrificacidn se eleva de forma significativa cuando se

incuban suelos a los que se afiaden macerados de maiz.

1.5.1.5. Efecto rizosfera de las plantas fijadoras de
nitrégeno

La rizosfera de plantas noduladas fijadoras de nitrdgeno
atmosférico constituye un caso particular. Van Egeraat (1979)
b4 Foster vy Rovira (1978) registran una elevacion,
especialmente acusada en especies actinorrizas, del namero de
poblaciones microbianas y de la microflora total a medida que

10s recuentos se efectuan a menor distancia de la raiz.
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Las plantas actinorrizas ejercen una influencia notoria
sobre los microorganismos cercanos a sus raices. Asi, Alnus
rmbra Bong. estimula el crecimiento de Streptomyces sp.,
Penicilliuom sp. Y Aspergillns sSp. e inhibe hongos
fitopatdégenos como Poria weiri y Fomes annosus (Bollen y Lu,
1968; Tarrant vy Trappe, 1971), gracias a 1las excretas
radicales ricas en compuestos nitrogenados, polifenoles,
aminodcidos y taninos. Igualmente se ha visto que A. ipncana
(L.) Moench favorece el crecimiento de los microorganismos
amonificantes vy nitrificantes en los bosgues europeos
{Daniére et al., 1986). Bermiadez de Castro et al. (1984)
indica que A. gluntinosa (L.) Gaernt. estimula el desarrollo
de la microflora nitrificante, ¥y resultados similares se
observan bajo Myrica gale L., que también favorece el
crecimiento de los microorganismos proteoliticos,
amonificantes, desnitrificantes y diazotrd6ficos (Bermidez de
Castro y Gutiérrez Maifiero, 1987).

En los nddules de 1las plantas actinorrizas se han
encontrado auxinas (Silver et al., 1966 y Dullart, 1970} ¥y
citoquininas (Bermidez de Castro y Rodriguez-Barrueco, 1976 y
Rodriguez-Barrueco et al., 1979) que se liberan al suelo v,
junto con los productos nitrogenados gque se desprenden en la
necrosis nodular, pueden regular el equilibrio de 1las
comunidades microbianas presentes en el habitat rizosférico
{Leaf £t al., 1959). A su vez el consumo de oxigen6 por parte
de los microorganismos rizosféricos puede tener una
importancia vital en el rendimiento de 1la fijacion de
nitrégeno, va que, ademdas de estimular 1la exudacion de
compuestos organicos, lo que en definitiva supone una pérdida
de fotosintatos a mnivel radical, se ha comprobado gque 1los
niveles de oxigeno en 1la rizosfera tienen una influencia
decisiva sobre el ARA de las plantas fijadoras (Silvester et
al., 1988), pues una restriccion en el flujo de oxigeno del
suelo hacia los nododulos trae como consecuencia una limitacion

para producir la energia necesaria para la fijacidn del



48

nitrégeno. El problema resulta dificil de estudiar va que los
nédulos parecen tener mecanismos adecuados para amortiguar
cambios bruscos en la concentracidén de O= y adecuar el
rendimiento de la cadena de transporte electrénico al oxigeno
disponible, de manera que el rendimiento de la nitrogenasa
permaneceria a largo plazo mas o menos constante. Estos
estudios sugieren la importancia que el ambiente rizosférico

tiene sobre la fijacidn simbidética de nitrogeno.

1.5.2. Deposicion de restos vegetales

Los restos vegetales representan la entrada de energia
mas importante para la microflora teldrica en numerosos
habitats (Struwe y Kjoller, 1986).

El estudio de los materiales organicos de origen vegetal
refleja 1la existencia de compuestos muy variados, de
complejidad dispar y con dgrados distintos de labilidad a 1la
accidn mineralizadora de los microorganismos edaficos. Haider
{1986) indica gque la microflora del suelo mineraliza
alrededor del 60-70%, e incluso mas, de los sustratos
organicos depositados por 1las plantas en el intervalo de un
afio. La descomposicidén estd controlada por factores diversos
(Sharma y Ambasht, 1987), pero la naturaleza de la fuente de
sustratos influye de forma significativa en el proceso
degradativo (Berg y Staaf, 1980). Los residuos vegetales que
contienen lignina en proporcidn elievada se descomponen con
lentitud (Schwintzer, 1984). Los taninos muestran un grado
muy elevado de resistencia a la actividad degradativa de la
microflora teldrica por 10 que se acumulan en los suelos
(Rice, 1979). Lignina, taninos y, en general, los compuestos
polifendlicos que se encuentran en 1los restos vegetales
caidos al suelo son importantes porque inciden sobre 1la
actividad de los microorganismos edaficos. En particular

Olson vy Reiners (1983) observaron gue los compuestos
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polifendlicos inhiben la actividad nitrificante.

La deposicidén de hojas v de otros restos vegetales de
las plantas que fijan nitrdgeno supone una fuente de energia
y nuirientes esencial para el desarrollo de 1la microflora
heterdtrofa del suela asi caomo una wvia de entrada de
nitrogeno de gran relieve para el ecosistema, sobre todo
porque este macronutriente se libera en las primeras semanas
de descomposicion (Berg y Staaf, 1981). Para Hunt et al.
{1988) el lecho de hojarasca regula la tasa de mineralizacioén
y por ello incide en 1la produccién primaria de 1los
ecosistemas. Franklin y Waring (1980) calculan gque las
cantidades de fragmentos de troncos caidos al suelo en
bosques de coniferas puede exceder de 500 t ha-* afio-* y
alcanzar entre el 10 y el 25% de 1la biomasa total. Sin
embargo estos fragmentos se descomponen con lentitud a causa
de 1la proporcidén tan baja en nutrientes como nitrégeno y
fosforo (Cowling y Merrill, 1966). Woodmansee et al (1978)
encuentran, al analizar la distribucidn del nitrégenoc en un
pastizal semiarido, que los restos de plantas depositados en
el lecho de hojarasca y las raices muertas contenian el 6.5%
del nitrégeno total.

Las caracteristicas abidticas y bidticas del sustrato
edafico influyen en la descomposicién de las hojas caidas.
Aranda et al. (1990) observan que el cociente C/N desciende
durante el proceso degradativo del lecho de hojarasca de tres
choperas de Popnlus nigra L. y encuentran diferencias en la
riqueza de nutrientes de 1la hojarasca segin el microclima,
pues 1la wvariabilidad y la cantidad de los micronichos donde
compiten las comunidades microbianas edaficas inciden en 1la
tasa de degradacion de las hoias caidas en la superficie del

suelo.

Silvester (1977) realiza una revision de trabajos de

diversos autores, en los que aparecen datos sobre los niveles
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de nitrdégeno en hcojas de plantas actinorrizas vy de otros
arboles asociados. Las hojas caidas de especies europeas,
americanas y asiaticas de Alnus contienen por lo general
porcentajes dobles de nitrogeno que las hojas caidas de otras
especies como Betula sp, Tilia cordata Miller, Acer
platanaoides L., Corylus awellana L., Pinns silvestris L.,
Picea sp. y Tsuga sp. Otra planta actinorriza Myrica gale L.
contiene en torno al 1.69% de nitrégeno (Schwintzer, 1984),
que supone una riqueza inferior a la de A. glutinosa (Bocock,
1964) vy semejante a la de A. rubra (Edmons, 1980). Mientras
que la degradacidn completa de las hojas de aliso se realiza
en menos de un afio (Daniére et al., 1986), la descomposicidon
de las hojas de M. gale es mas lenta debidoc a su elevada
proporcién de lignina. El contenido en nitrégeno total del
lecho de hojarasca de ciertas plantas actinorrizas
proporciona valores de 30-157 kg de nitrdégeno ha—-* afio-* en
A. rnbra Bong., 183 kg ha-* aifio~* en Elaeagnus nrientalis y
290 kg ha—* aflo~* en {asuarina littoralis. El aporte de
nitrégeno por estas vias en suelos donde las plantas

actinorrizas aparecen como dominantes es considerable. A
continuacién se mencionan algunos ejemplos y las cantidades
de nitrdégeno que proporcionan: Alnus 36-325 kg N ha—-* afo—-?*;
Coriaria, 192; Hippophae, 56-197; Casnarina, 58; Ceanothus,
60-140; Dryas,12 (datos recopilados por Bermidez de Castro,
1981). Otra especie actinorriza, M. gale aporta entre 9 y 34
kg N ha-* afio—* (Bond, 1951; Schwintzer, 1979) vy Elaeagnus
angustifolia L. 34.5 kg N ha-* afio-* (Bermidez de Castro et
al., 1990).

Esta circunstancia se refleja también en el agua de
lluvia, gque al lavar las superficies externas de las zonas
aéreas de las plantas, arrastra nutrientes hacia el suelo. El
agua de lluvia que ha lavado hojas, ramas y troncos de aliso
contiene de dos a diez veces mas nitrdégeno que el agqua caida

lejos de los arboles (Bollen y Lu, 1968).
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Las caracteristicas abioticas y bidéticas del sustrato
edafico influyen en la descomposicion de las hojas caidas.
Aranda et al. (1991) observan que el cociente C/N desciende
durante el proceso degradativo del lecho de hojarasca de tres
choperas de Papulus nigra L. y encuentran diferencias en la
riqueza de nutrientes de 1la hojarasca segun el microclima,
pues la variabilidad vy la cantidad de los micronichos donde
compiten las comunidades microbianas edaficas inciden en la
tasa de degradacién de las hojas caidas en la superficie del

suelo.

1.6. Objetivos y plan de trabajo

Como se ha explicado en los apartados anteriores, la
interaccidon entre el sustrato edafico y las plantas
actinorrizas inducen alteraciones en las comunidades

microbianas que intervienen en el ciclo del nitrégeno.

Con el fin de alcanzar una comprension mayor de dichos
procesos el presente trabajo se sumariza en los puntos

siguientes:

1. Estudio del efecto que induce A. glutinosa L.
{Gaertn.) sobre las variables fisico-gquimicas que
caracterizan la dinamica de 1los compuestos organicos

nitrogenados en el suelo.

2. Estudio del efecto que 1induce A. glntinosa L.
{Gaertn.) sobre 1la densidad y actividad bioldgica de las
comunidades proteolitica, amonificante, nitrificante nitrosa

y nitrificante nitrica.

3. Estudio del efecto rizosfera de A. glutinosa L.

{Gaertn.) scobre las variables fisico-guimicas, los grupos
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fisiolédgicos de microorganismos antes citados y la densidad

de la microfleora total.

4., Estudio del efecto rizosfera de plantas de A.
glutinosa L. (Gaertn.) en estado arbustivo y en estado
arboreo sobre las variables abiédticas y las comunidades de

los microorganismos referidos.

5. Estudio de la wvariacioén estacional de las wvariables
fisico-quimicas v de los microorganismos que transforman los
compuestos organicos nitrogenados en formas de nitrdgeno

inorganico asimilable por las plantas.

Para constatar estos apartados el plan de trabajo
incluye el analisis en muestras de suelo de las wvariables
fisico-quimicas, de la densidad de la microflora total, de la
densidad ¥y actividad bioldgica de los microorganismos
proteoliticos, amonificantes, nitrificantes nitrosos Yy

nitrificantes nitricos.

Con el fin de evaluar el efecto de 1los alisos y de su
estado de desarrollo se recogieron las muestras de suelc en
una aliseda poblada por ejemplares arbustivos vy arboles, y
como controles de referencia en una chopera y en un bosgquete
COn numergsos sauces, asi como en dos zonas libres de

vegetacion arbdrea.

El muestreo se realizd bajo dosel, en 1la rizosfera y en
el rizoplano de las plantas para determinar el papel de las

raices.

Las muestras se recogieron en las cuatro estaciones del

afio a fin de observar la wvariacion estacional.
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2.1. Caracteristicas generales de la zona de muestreo

El estudio que recoge esta Memoria se realizé en un
bosquete de Alnus glntinosa L. {(Gaertn.) situado en la ribera
del rio Sorbe, cerca de su desembocadura en el Henares, en el
término municipal de Humanes (Guadalajara), coordenadas UTM
30TVL882217 (figura 2.1.).

2.1.1. Geologia

La zona de estudio se encuadra en una extensa area de
relleno del Mioceno, donde la erosion de las aguas desmanteld
el nivel de las calizas pontienses, que de manera excepcional
se conserva en forma de cerros testigos (Cerro de la Muela,

Cerro del Colmillo, etc.).

La litologia tipica la constituyen los yesos y margas
vesiferas del Mioceno Sarmatiense y del Oligoceno, sobre
todo, que se entreﬁezclan en un paisaje de lomas, gque en
algunas situaciones mas abruptas es interrumpido por

conglomerados, areniscas, yesos y calizas del Oligoceno.

La representacion del Cuaternario, comprende distintos
niveles de terraza y diluvios a lo largo del Henares y sus

afluentes.

2.1.2. Edafologia

Sobre terrenos del Oligoceno se distinguen dos
situaciones definidas: 1la primera sobre el Oligoceno

Inferior, en la que, a partir de margas yesiferas, se han
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desarrollado Entisecls y la segunda, sobre el Oligoceno

Superior, formado por areniscas y margas yesosas coronadas

por calizas duras con fuerte buzamiento, que han dado lugar a

Inceptisols asociados con Entisols.

Fig. 2.1 Situaciétn del area de estudio
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En los valles y en las primeras terrazas de los rios son
frecuentes los suelos formados sobre sedimentos fluviales de
gran heterogeneidad. Tales suelos, en general poco
evolucionados se clasifican como Xerofluvents (Ministerio de
Agricultura, 1977b). '

En general son suelos que han sufrido una amplia
desintegracidétn quimica, con formacién de arcillas iliticas y
caoliniticas, por lo que su capacidad de cambio es realmente
baja. Estas arcillas suelen estar saturadas por iones calcio
y también puede darse el caso, por especiales condiciones
topograficas, que se presenten arcillas montmorilloniticas de
neoformacion, lo que implica una variabilidad sustancial en
el valor agrondomico de estos suelos (Mapa de Suelos de la
Provincia de Guadalajara, 1970).

2.1.3. Hidrografia

El principal rio que recorre el Noroeste de Guadalajara
es el Henares, que proximo a Huménes entrega sus agquas al
canal del mismo nombre. En este 4area los cursos de agua
presentan un régimen pluvial con un estiaje en verano muy
acusado, quedando muchos de ellos practicamente secos en
dicho periodo (Ministerio de Agricultura, 1977a). En la zona
de muestreo esto no ocurre pues el caudal del rio Sorbe,
afluente del Henares, esta regulado por una presa situada

aguas arriba.

El rio Sorbe es el mas sinuoso de la red hidroldgica del
Tajo ¥y el de maxima pendiente. Por su anchura media de 10.9 m
se considera como un rio estrecho {Catalan, 1965). En su
curso alto es de caracter torrencial y en su zona media va

encajonado abriéndose camino por pizarras y arcillas
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siladricas. En las cercanias de la desembocadura discurre por
un paisaje de parameras, a través de un cuaternario diluvial

cuyos materiales remueve facilmente.

2.1.4. Clima

Seqin Forteza del Rey en su libro "Caracterizacidn
Agroclimatica de 1la Provincia de Guadalajara" (1981), esta
zona se encuentra practicamente en la isolinea que delimita
un clima mediterraneo templade y un clima mediterraneo
continental templado. El1 régimen de humedad, la duracion,
intensidad vy situacidén estacional del periodo seco, lo
califican como mediterraneo seco.

Las caracteristicas climaticas de la regidn Noroeste de
Guadalajara se exponen en la tabla 2.1 y el diagrama

climatico de la estacidon de Humanes aparece en la figura 2.2.

Tabla 2.I. Caracteristicas climaticas de la zona de
muestreo (Forteza del Rey, 1981)

Temperatura media anuval.................. Gt 13°C
Temperatura media del mes mas frio................. 4°C
Temperatura media del mes mas calido..... e e e e eaan 23°C
Puracion media del periodo frio................ 6 meses
Duracion media del periodo calido........ ceesaa 2 meses
Puracion media del pericdo seco.......... e 4 meses
Precipitacidén media anuval................ veea.458.3 mm
Precipitacidon media otofio. . .............. ve-2-134.3 mm
Precipitacion media invierno............. ee+..137.0 mm
Precipitacidon media primavera............ ee:2.130.9 mm
Precipitacidon media verano............... ‘e e 56.1 mm
Evapotranspiraciéon potencial media anual......825.2 mm
Evapotranspiracioéon potencial media otofio......178.4 mm
Evapotranspiracion potencial media invierno....31.1 mm

Evapotranspiracion potencial media primavera..l167.6 mm
Evapotranspiracion potencial media verano..... 448 .2 mm
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2.1.5. Vegetacidn

Segin los autores del Mapa de Cultivos b4
Aprovechamientos de Jadraque (1977) en el término municipal
de Humanes se pueden distinguir zZonas con diferentes
utilidades: labor intensiva sin arbolado (barbecho blanco),
mosaico de labor y vifedo, mosaico de labor y matorral, labor
intensiva con arbolado de encina, olivar, vifiedo, mosaico de
olivar y matorral, pastizal, pastizal-matorral, matorral,
matorral con arbolado de encina Yy choperas de ribera
acomparfiadas frecuentemente por Salix sSp.., Fraxinns

angustifolia Vahl y Alnns glutinosa (L.) Gaertn.

HUMANES (746 m]
{10,10) 16.53° 570mm

o @‘

A1.50 = ~ |

— A ==

36.43° = =

=

-14.05° —_—

—

3.2 EE=—=——"  \Emm —
.8.5°

Fig. 2.2 Diagrama climatico de la zona de Humanes
(Forteza del Rey, 1981)
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La vegetacion natural de la comarca gque recoge el Area
de estudio es tipica de 1la formacién Durilignosa (bosques
esclerdfilos) con caracteristicas mas o menos continentales y
se encuadra sintaxondémicamente en la serie
mesosupramediterranea de la encina {Junipera
oxycedri-Quercetao rotundifoliae sigmetum). Sin embargo en los
margenes de los rios el curso de agua Y en menor grado el
clima general de 1la regidn condicionan la existencia de
geoseries riparias. En el contexto de esta geoserie, 1la
vegetaciéon de 1las orillas del rio Sorbe a su paso por el
término de Humanes responde a la serie supramediterranea
riparia del aliso (Galiao broteriani-Alneto glutinosae
sigmetrum) que se caracteriza porque la climax edafica es una
formacion silvatica umbrosa, caducifolia, riparia e
higrofitica en la que domina el aliso (A. glutinosa) y que la
mayoria de las veces estd Jjunteo a agrupaciones de sauces
(Salix sp.). La serie destaca también por la presencia de
Galinm broterianum Baiss. & Reuter que se extiende por 1los
margenes del cauce de agua (Fuente, 1985). Entre sus etapas

seriales se puede encontrar el zarzal higrofilo (Rubo-Rosetnm

corymbiferae franqguletosnm alni) que cubre grandes

superficies.

2.2, Zona de muestreo

Es un area prdoxima al nicleo urbano de Humanes gue tiene
por eje central el rio Sorbe. Esta rodeada de terrenos de
labor y delimitada al este por 1la carretera 1l1local que
comunica Humanes con Cogolludo, al oeste por una fabrica de
harina abandonada, al norte por una zona antropomorfizada con
urbanizaciones de casas de campo y al sur por una pista que

delimita los terrenos de labor (figura 2.3).
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Fig. 2.3 Demarcacién de la zona de muestreo

En este tramo del rio Sorbe se diferencia una aliseda
plenamente establecida como ripisilva monoespecifica que se
extiende desde 1la fabrica de harina hasta el puente de la
carretera local Humanes - Cogolludo y constituye 1la zona 1
(Z 1) del muestreo (figura 2.4). La aliseda es un bosquete en
galeria de arboles de altura media de 19 m, con una
circunferencia media a 1.30 m de 57 cm, edad que oscila entre
los 17 y 22 afios y una densidad de 0.7 arboles/m. Sobre un
sustrato de textura franco-arenosa (65.8 % de arena, 21.0 %

de limo y 13.2 % de arcilla), junto con los alisos, aparecen
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diversas herbaceas, anuales y vivaces, entre las que destacan
por su presencia mayor: lrtica urens L., Scirpus holoschoenns
L., Geraninm robertianum L., Mentha sunaveolens Ehrh., Rubus
ulmifolins Schott, Brachypodium sylvaticum (Huds.) Beauv.,
Daphne gnidinm L., Solanum dunlcamara L., Poa npemaralis L. y
Gallinm broterianum Baiss. & Reuter.

L.a continuidad de 1la aliseda se interrumpe en pequefios
claros debidos a la deforestacion y por la presencia de una
mancha de 40 m de 1longitud de Phragmites comminis Trim y
Typha latifolia L. que también aparece en la lengua de rio
que separa la orilla derecha de una isla poblada por
matorrales de aliso que surgieron espontaneos a partir de
semillas traidas por el agua y el viento y ocupan una
extensién de 93 m de longitud y 20 m de ancho, que representa
la zona 2 (Z 2), con un suelo franco-arcillo-arenoso (47.4 %
de arena, 28.9 % de limo y 23.7 % de arcilla). La edad de las
plantas oscila entre 5 yv 8 afios, la altura media es de 3 m y
la circunferencia media a 1.30 m es de 16 cm. Entre los
matorrales de aliso crecen Scirpus haloschoenus L., Geranium
robertianum L., Loktuas corniculatyps L., Melilotuns alba Medicus
y Trifolium repens L., como especies de mayor cobertura.

En los alisos, tanto viejos como jovenes, se observaban

nodulos en buen estado y con actividad nitrogenasica.

Cercano a los alisos mas jovenes, aungque separado por un
terreno sin Aarboles, se extiende un bosquete de chopos
clonicos (Popnlus x hybrida Moench I-214 clénico) constituido
por ejemplares de 6 a 8 afios de edad, entre 5 y 6 m de
altura, con una circunferencia media a 1.30 m de 18 cm y una
densidad de 0.4 arboles/m=. Es la zona 3 (Z 3) gque alcanza
los 44 m de anchura v los 116 m de longitud, con textura

franco-arenosa (arena 65.8 %, limo 18.4 % y arcilla 15.8 %).
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Entre 10s chopos se observan ejemplares de Bromms diandras
Roth, Poa pratensis L., Avena sterilis L., Solanum dulcamara
L., PRlantago major L., Sapguisorba minor Scop., Galium
broteriannum Baiss. & Reuter, Geraninm robertianum L.,
Irifoliom pratense L., Vicia sativa L. y Ononis natrix L..

En el tramo proéximc a la carretera local alternan los
alisos con chopos (Populus alba L.), chopos clénicos (Paopulus
x hybrida Moench I-214 clénico), sauces (Salix alba L.) ¥y
fresnos (Eraxinus anqustifolia Vahl) gque conforman un
bosquete denso silvatico y umbrio donde predominan 1los
sauces. Ademas aparecen con gran cobertura, zarzales de Rubus
ulmifolins Schott. En menor medida se encuentran Crataegus
monogyna Jacq., Climatis witalba L., Raosa sp., Senecio
vulgaris L. y Poa pnemoralis L. El suelo del bosque, zona 4
(Z 4), es de textura franco-arenosa (57.9 % de arena, 26.3 %
de limo vy 15.8 % de arcilla) vy tiene un contorno irregular
con 150 m de 1longitud y 40 m en 1la zona mas ancha que
disminuye hacia los extremos y desaparece a 50 m del puente

que cruza la carretera local.

En la zona sur se observa un desmonte en ladera sobre la
terraza fluvial que se extiende de oeste a este en paralelo
al cauce del ric y delimita la region arbolada gue comprende
las cuatro zonas antes descritas. La ladera representa la
zona 5 (Z 5) de suelo franco-arcillo-limoso (con 13.4 % de
arena, 47.0 % de limo y 39.6 % de arcilla), carece de arboles
y esta dominada por vegetacion de ter6fitos: Bromus ramosus
Hudson (Zerna r.), Lolium sp.; caméfitos como Thymus
mastichinag L. y nanofaneréfitos: Daphne gnidium L., Osyris
alba L. y Retama spherocarpa (L.} Boiss.. En algunos puntos
la flora de la chopera asciende por 1la ladera encontrandose
rodales densos de Scirpus holaschoenus L. y de Rubus
ulmifolins Schott.
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! Z5
FABRICA
DE HARINA

Z 1 Aliseda arborea 2 4 Sauceda
Z 2 Matorral de aliso Z 5 Ladera
Z 3 Chopera Z 6 Pastizal huamedo

Fig. 2.4 Localizacién de las zonas de muestreo

Entre los matorrales de aliso y el bosquete de chopos se
encuentra un area, zona 6 (Z 6), que discurre en paralelo al
cauce del rio a lo largo de 230 m y de anchura irregular gque
en su punto maximo llega a los 25 m mientras que en la zona
mas estrecha se extiende 10 m. Es un suelo franco-arenoso
(73.7 % de arena, 15.8 % de limo y 10.5 % de arcilla) donde
se desarrolla un pastizal hamedo de composicidn ‘floristica
andaloga al sotobosque de la chopera. Ademas aparecen otros
elementos como Genista scorpius (L.) DC. e Hypericum
perfaratum L.
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Las seis zonas definidas se indican en la figura 2.4.

2.3. Recogida y preparacién de las muestras

lLas muestras se recogieron entre el otofo de 1985 y el
verano de 1986. Para ello se eligieron las épocas mas
representativas de las cuatro estaciones del afo en funcidn
de los datos climatolégicos de la region en los ultimos afios.

El area de estudio descrita se divididé en las seis zonas
citadas donde se recogieron las muestras que se usaron en los

analisis fisico-quimicos y microbiolégicos.

Las seis zonas se dividieron en cinco subzonas. En cada
subzona de Z S5 y Z 6 se recogieron aleatoriameénte cuatro
fracciones de tierra. En las subzonas con arboles se eligid
uno al azar (en la zona cuarta solo se consideraron los
sauces) y se recolectaron las fracciones del rizoplano, de la
rizosfera y del dosel orientadas en 1los cuatro puntos

cardinales (figqura 2.5).

Para realizar el muestreo de las zonas 5 y 6 y del dosel
de los arboles se procedid a retirar la capa supérficial de
hojarasca con una azada previamente flameada a fin de
mantener las condiciones asépticas. Posteriormente en los 15
primeros centimetros se recolectaron las cuatro fracciones de
suelo que se trasladaron al laboratorio en bolsas de pléastico
nuevas conservadas entre 0 vy 4°C. En el laboratorio se
mezclaron 1as cuatro fracciones de cada subzona para
constituir una réplica y homogeneizar las muestras. Por ello
en todas las zonas se dispuso de c¢inco réplicas para

confrontar los resultados mediante las pruebas estadisticas
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que se describen posteriormente.

En las muestras de la rizosfera se procedié de forma
similar, 1las raices se Trecogieron al azar en los 15 cm
primeros y segun el método de Lawley ek al. (1983) se
agitaron para desprender el suelco adherido y luego se lavaron
con agua estéril. El rizoplano se recolectd, wuna vez
obtenidas las muestras de la rizosfera, mediante agitacidn
magnética durante 20 minutos de 10 g de raices en 100 ml de
agua destilada y estéril con 25 g de perlas de vidrio de 2 mm
de diametro (Sivasithamparam et al., 1979).

Las muestras destinadas a los analisis fisico-quimicos,
excepto las fracciones en que se determinaron la textura y la
humedad, se secaron a 55°C a fin de evitar pérdidas
significativas de nitrdogeno inorganico, se tamizaron luego
por una malla de 2 mm y se almacenaron en frigorifico entre 2
¥y 4°C en recipientes de vidrio con cierre hermético. El
analisis microbioldgico de las mismas muestras se realizd con
fracciones de suelo que se extendieron ' sobre papeles de
filtro hasta su completo secado. Después se tamizaron por
mallas de 2 mm v 0.2 mm de luz. Se almacenaron en recipientes
de wvidrio cerrados con algodon entre 2 y 4°C, pero en ningin

caso se conservaron mas de 72 h en el refrigerador.

2.4, Andalisis fisico-gquimicos

Se determinaron humedad, pH, nitrégeno total, amonio,

nitrato, carbono organico y textura.
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2.4.1. Medida de la humedad de las muestras

Se realiz6 por el método gravimetrico. Las muestras de
tierra destinadas a este fin se trasladaron al laboratorio en
recipientes herméticos. Posteriormente, se pesaron en balanza
de tres cifras decimales y se secaron en estufa a 110°C.
Después se volvieron a pesar en dias sucesivos hasta la
obtencidén de una pesada constante.

N
RiE
)
% Z6
AVEET Z2 z6 z3 Z4

Z 1. Aliseda arbdrea
Z 2. Matorral de allso

L

Z 3. Chopera I Do
Rp: rlzoplanc s
Z 4. Sauceda 74 ?P‘Fi' _
Z 6. Ladera Ri: rizosfera [ (L k});—,r_
' Do: dosel / f““ AN
Z 6. Pastizal himedo : s

Fig. 2.5 Localizaciétn de las muestras respecto al
sigtema radical de las plantas
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2.4.2. Medida del pH

Se realizd frente a agua destilada. Se mezclaron 20 g de
tierra y 20 ml de agua destilada por agitacién vigorosa
durante 20 minutos. Después se midié con un peachimetro
CRISON digit 501 provistc de un electrodo combinado de wvidrio
modelo Radiometer GK 2401 C.

2.4.3. Determinacién del nitrégeno total

Se realizdé la digestidn de las muestras de suelo segin
el método de Kijeldhal (1883) vy a continuacidén se evalud el

ion amonio producido.

La muestra de suelc se secd en horno a 55°C hasta peso
constante en las tres primeras cifras decimales. A 0.2 g de
la muestra de suelo se afiadieron 25 ml de H=50a4 concentrado y
10 g de catalizador (Kz250a. y CuS0a, 15:0.5). La mezcla se
mantuvo a 500°C durante 1 h para que el acido oxidara los
distintos componentes y +todo el nitrogeno de 1la muestra
pasara a (NHa)=50a. Una vez frio se extrajo 1 ml del liquido
digerido y se diluyd con 45 ml de agua destilada. Se.
afiadieron 5 ml de NaOH 10 M y se agitdé para facilitar 1la
sustitucién del amonic. El1 amonio liberado se determind con
un electrodo especifico, modelo ORION 95-10-00 conectado a un
mv/pHmetro CRISON digit 501. o

Los datos obtenidos se llevaron a una recta patron con
el fin de transformarlos en unidades de nitrdégenoc total. La
recta patron se trazd a partir de diluciones sucesivas de una
solucién estandar de 100 ppm de NH4Cl. Los valores

correspondientes se ajustaron a una recta por el método de
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los minimos cuadrados.

2.4.4. Determinacidn del nitrdgeno amonio

El método utilizado fue similar al descrito en el
apartado anterior, aungue en este caso no se realiza la

digestidn previa de las muestras.

Se partido de 5 g de suelo a los que se ahadieron 45 ml
de agua destilada y 5 ml de NaCOH 10 M. La mezcla se agito vy
el amonio liberado se determind con un electrodo especifico
para este 1i6n, modelo ORION 95-10-00 conectade a un
mv/pHmetro CRISON digit 501.

También se trazd una recta patron a partir de diluciones
sucesivas de una solucidén estandar de 100 ppm de NH4Cl como
fuente de amonio. Los valores correspondientes se ajustaron a

una recta por el método de los minimos cuadrados.

2.4.5. Determinacioén del nitro6geno nitrato

Se utilizd el método de Milham et al. (1970). Se basa en

el empleo de una solucidon extractora del idén nitrato.

Se tomaron 4 g de suelo y se disolvieron en 20 ml de
solucién extractora. Mediante agitacidn vigorosa durante 20
minutos se consigue gque los nitratos contenidos en la muestra
difundan hacia el medio acuoso. La solucidn se dejo

sedimentar y se procedidé a medir el nivel de nitrato.

Se empled®, como en 110s casos anteriores, un mv/pHmetro

CRISON digit 501 provisto de un electrodo especifico para
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nitrato ORION 93-07-00 y de un electrodo de referencia
90-02-00.

La recta patrén se realizdé a partir de diluciones
sucesivas de una solucidtn estandar de 200 ppm de KHNOa en
solucién extractora. Los valores obtenidos se ajustaron a una
recta por el método de los minimos cuadrados.

La composicion de la solucidon extractora es 1la

siguiente:
Al>(S0a)2.18 H20............ 16.66 g
HaBOa. ... ih i ieiice i i e 1.24 g
Ag28504. ...ttt iineiiniaeaa 4.67 g
NHaSOsH......c. e 2.43 g
Agua destilada.............. 1000.00 ml

2.4.6. Determinacidédn de carbono organico

Se utilizd el método de Walkley vy Black (1934)
modificado. Se basa en la oxidacién del material del suelo
facilmente oxidable con dicromato potasico. La muestra de
suelo se tratd con exceso de oxidante y la proporcidn gastada
del mismo se determind por retroceso con una solucion

valorada de sal ferrosa.

A 1 g de tierra secada previamente en estufa a 55°C
hasta pesada constante en las tres primeras cifras decimales
se le incorporaron 15 ml de KzCr=0- 1 N v 20 ml de H=50a
concentrado, agitando 1la wmezcla durante un minuto para
dejarla reposar después durante 30 minutos. A continuacidén se
diluydé 1la solucidén con 200 ml de agua destilada, con el
objete de facilitar la observacion del punto final de la
titulacién. Se afiadieron 25 ml de HaPO. al 50% (v/v) para

hacer mas patente el viraje y 20 gotas de difenilamina
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sulfiarica como indicador y se valoré con FeS0Oa 0.5 N por

retroceso.

Simultaneamente se realizé una prueba control sin suelo
¥ con los mismos reactivos, a fin de considerar también los

productos oxidantes de los reactivos.

El porcentaje de carbono organico de la muestra de suelo
se obtuvo teniendo en cuenta que 1 ml de la solucidn de
K2Cr=0- equivale a 0.003 g de carbono vy que el método es
efectivo en un 75%, por 1o cual el factor de correccion al
100% es 1.33 (Garcia, 1981).

2.4.7. Textura

La textura del suelo se determind por el método
Bouyoucos, basado en la dispersion de las particulas en un
medio liquido, utilizando una solucidn acuosa de metafosfato
s6dice y carbonato sddico en concentracidn suficiente para
obtener una concentraciéon 0.5 N de sodio. Previamente 1la
materia organica de 1la muestra se elimina con peroxido de
hidrégeno, filtraciéon y lavado con agua. Mediante el
densimetro de Bouyoucos se comprueba 1la densidad de 1la
suspension a determinados fiempos y aplicando 1la ecuacidon de
Stokes se obtiene el diametro de las particulas sedimentadas
(Day, 1965).

2.5. Estudio de la densidad microbiana

Se estudiaron por el método de las suspensiones -
diluciones de suelo (Pochon y Tardieux, 1962) los siguientes

grupos funcionales: microflora total, microorganismos
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proteoliticos, microorganismos amonificantes, microorganismos
nitrificantes nitrosos ¥ microorganismos nitrificantes

nitricos.

2.5.1. Preparacién de las suspensiones-diluciones de suelo

Se procedid a elaborar un banco de diluciones sucesivas
partiendo de 10 g de suelo. Para ello, se depositd la tierra
en un mortero estéril y se trituré finamente. Se agregaron 20
ml de agua destilada estéril continuandc con la trituraciodn
de la muestra, que se homogeneizé y trasvasd® a un erlenmeyer
estéril, lavando wvarias veces el mortero con pequeiias
Eracciones de agua destilada también estéril, hasta
completar en el erlenmeyer 100 ml. Las siguientes
diluciones se obtuvieron a partir de la suspensidon de 10-1,

2.5.2. Preparacitn de los medios de cultivo

Todos 1los medios de cultivo empleados en el analisis de
los distintos grupos funcionales (ver apéndice) se elaboraron
segun las técnicas de Pochon y Tardieux (1962), excepto el
medio para proteoliticos, en cuya preparacion se utilizé el
medico de cultivo Difco para proteoliticos enriquecido con

solucidén salina (5 ml/1).

2.5.3. Condiciones de cultivo de los grupos funcionales
analizados

Las distintas comunidades estudiadas se inocularon en
los medios de cultivo mediante cantidades variables de las

suspensiones-diluciones de suelo, segun la densidad relativa
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previsible de 1los diferentes grupos v 1la posibilidad de
contaminacidén quimica del medic de cultivo a través del
in6culo que pudiera falsear el analisis de los metabolitos
durante la lectura de 1los resultados. El nimero de réplicas
por dilucidén y el de diluciones se escogi6 en funcidn del
namero de microorganismos de cada grupo gque normalmente
pueblan los suelos, considerando, sin embargo, un amplio
margen de posibles variaciones {Tabla 2.I1).

Tabla 2.I1 Condiciones de cultivo para los grupos
funcionales analizados

Grupo Numero de Indéculo Diluciones Temperatura
funcional réplicas (ml) {°C)

Microflora total 5 1 10—=a 100 28
Proteoliticos 3 0.5 10-ta 10—=s 28
Amonificantes 3 1 10-*a 10-= 28
N. nitrosos 5 2.5 10—*a 10-= 28
N. nitricos 5 2.5 10—*a 10-s 28

2.5.4. Calculo del NMP y de la actividad bioldgica

El NMP de microorganismos se evalud segan el método de
McCrady (1918). Para ello se calculd el numero caracteristico
en funcién de los tubos positivos gue aparecieron en cada
prueba, pero siempre teniendo en cuenta que este método
indirecto estima que, para la aparicidon de resultados

positivos, basta con un tnico microorganismo por indculo.

Como indicativo de la actividad bioldgica utilizamos un

parametro denominado TS50 (Gutiérrez Maiiero, 1987).
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Para evaluar el T30 es necesario confrontar el tiempo de
incubacién con el crecimiento bacteriano expresado en
unidades del indice de dilucién medio limite, ID = N/n, donde
N representa el nimero total de tubos positivos vy dudosos y
n, el namero de réplicas por dilucidén. A los tubos positivos
se les da el valor 1 y 0.5 a los dudosos. Las lecturas se
efectuaron los dias 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11 ¥ 15 en el caso
de los microorganismos proteoliticos y amonificantes. Para
las microfloras nitrificante nitrosa y nitrica las lecturas

se realizaron los dias 10, 20, 30, 40 y 50.

El resultado son curvas de tipo acumulativo gque se
pueden transformar en rectas susceptibles de un analisis de
regresion lineal tomando el crecimiento en unidades Probit y
el tiempo en 1log (dia+l). El método de transformacién en
unidades Probit ha sido descrito por Fisher y Yates (1963).
En resumen este procedimiento consiste en cambiar cada valor
del crecimiento por el correspondiente porcentaje del
crecimiento final y realizar luego un cambio a unidades de

desviacidn tipica.

Con les datos transformados se calculan las rectas de
regresién del crecimiento sobre el tiempo segin los métodos
usuales de minimos cuadrados (Sokal y Rohlf, 1979; Steel vy
Torrie, 1980) cuyo ajuste se expresa a través del coeficiente
de correlaciéon (r). Su nivel de significaciétn depende
exclusivamente del namerc de grados de 1libertad, que es
funcién del nimero de dias en los cuales el crecimiento no se

ha estabilizado.

En estas rectas se calcula el tiempo que se tarda en
alcanzar el crecimiento medio bacteriano (5 unidades Probit),
que debe coincidir con el punto de inflexion de 1la curva

acumulativa, que es el T50. Es importante sefialar gue la
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ventaja de este parametro como medida de la actividad estriba
en gque su valor no esta influenciado por el wvalor del
crecimiento final y no esta directamente relacionado con el
NMP, que se analiza independientemente. El1 T50 es una
prediccion de la variable independiente (tiempo) a partir de
la dependiente (crecimientc). Segun Sokal y Rohlf (1979), el
intervalo de confianza péra este tipo de predicciones na es
simétrico, 1o que podria dificultar posteriores amalisis. Sin
embargo, dado gue la magnitud de 1o0s errcores obtenidos es
bastante baja, lo es también dicha asimetria. Ademas este
ligero sesgo es ciertamente independiente de los factores a
comparar. Por estos motivos se ha considerado que la pequeiia
asimetria tebdrica no constituye un impedimento para

contrastes paramétricos como 1o es el anova.

2.6, Tratamiento de la informacidn

En el presente estudio hemos trabajadc con variables
fisico~quimicas vy con variables bidticas como el NMP y la
actividad bioldgica. La evaluacién de estas variables esta
expuesta a posibles errores experimentales, si bien 1los
métodos empleados son de uso bastante generalizado por lo gque
su eficacia vy sus limitaciones estan suficientemente
prrobadas. El error experimental, en estos casos es aleatorio,
por lo que la distribucién de mediciones para una variable
determinada y sus errores se pueden considerar Ccomo
aleatorios, o por lo menos, lo suficientemente parecidos como
para permitir el wusc de pruebas paramétricas para el

contraste de las hipotesis formuladas.

Los factores estudiados son las estaciones del afo, la
proximidad al sistema radical de las plantas y la zona con

vegetacion lefiosa y si ésta es diazotrofica.
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Para la comparacion de los datos, tanto bidticos como
abioticos, se ha utilizado el analisis de la varianza (anova)
bidireccional c¢on réplicas y tres factores de variacion
(Sokal y Rohlf, 1979). Cuando dichos factores influyen
significativamente al nivel del 95 (*) o 99 % (xx), se
procede a la comparacidon de los valores medios mediante el
test estadistico LSD (minima diferencia significativa) (Sokal
¥y Rohlf,b1979).

Los datos fisico-quimicos se agruparon en tres matrices
de informacidn gque se sometieron al analisis de la varianza y
LSD con objeto de evaluar las diferencias entre la rizosfera
v el dosel de las plantas vy de cada una de ellas respecto a
las areas control. En la primera se consideran 1os resultados
de la rizosfera y del dosel de las cuatro muestras recogidas
bajo los alisos, chopos y sauces. La segqunda se refiere a los
valores de 1la rizosfera y de las dos zonas sin vegetacidn
arbérea. La tercera comprende los datos del dosel y de las

dos zonas control.

Los datos microbiocldégicos se agruparon en cuatro
matrices. En la primera se prescindid de los datos de las
zonas b5 y 6. Los valores del rizoplano y de ambas zonas
carentes de arboles constituyen 1la segunda matriz. Las
matrices tercera y cuarta se realizaron como la segunda
reemplazando los resultados del rizoplanc por los de la
rizosfera vy del dosel de las plantas respectivamente para
determinar las diferencias entre las tres zonas, rizoplano,
rizosfera y dosel y posteriormente entre cada una de ellas y

los controles.

De esta manera se consiguen matrices equilibradas que

permiten apreciar la variacion estacional, el efecto de 1la
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vegetacidn, las diferencias entre plantas y el impacto del
sistema radical sobre cada variable, tanto bibtica como
abiodotica.

Ademas, con el proposito de comprobar si dos‘variables
son independientes o covarian, se han hecho analisis de
covarianza segun Sokal y Rohlf (1979). Este método permite
comprobar si una variable covaria con otra o si 1la
correlacion entre ambas estada alterada por efecto de 1las
fuentes de variacion que influyen en ellas.

También se han considerado 1los valores medios de los
datos, tanto fisico-gquimicos como bDidticos y se ha empleado
el analisis de componentes principales (Harman, 1967), con el
fin de descomponer la varianza total de 1a muestra en una
serie de factores de variacidén, donde gquede reflejada la
importancia de cada una de las variables, asi como la
influencia del conjunto de variables en la dispersidn de las

muestras analizadas.



RESULTADOS
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3.1. Tendencias de variacién en el conjunto de observaciones

Los analisis de las variables bibéticas y abiédticas,
realizados tal y como se ha descrito en el capitule anterior,
han permitido su estudio individualizado para determinar 1la
relacidén entre su variabilidad y los factores objeto de
estudio en el presente trabajo. Previo a este analisis
detallado, con 1los datos obtenidos se ha procedido a
determinar las tendencias de wvariacion que muestra el
conjunto de observaciones y las variables que ejercen mayor
peso y gque por tanto caracterizan los diferentes grupos de
observaciones. Para ello se ha utilizado el analisis de

componentes principales.

El analisis de ordenacion se ha efectuado con dos
estructuras diferentes en funcidén de 1los procesos que se
quieren observar y por ello se han realizado dos matrices de
datos. En la primera se incluyen todas las observaciones que
presentan datos de las wvariables fisico-quimicas ¥
microbicldgicas (por tanto no se consideran las observaciones
efectuadas en el rizoplano) lo que da como resultado una
matriz de variables x etapa de muestreo x zona x proximidad
al sistema radical que refleja 1las tendencias de wvariacion
gque se deben al efecto de las tres fuentes de variabilidad
citadas sobre las muestras 9que se han analizado. La segunda
matriz se centra en las variables microbiolégicas‘a nivel del
rizgoplano, de 1la rizosfera y del dosel, con el fin de
diferenciar la interrelacion entre la comunidad

microbiolégica y las tres fuentes de variabilidad.

El analisis de componentes principales realizado sobre
la matriz de 16 wvariables (abiéticas y bioticas) x 40

observaciones permite representar las muesiras en un espacio
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Tabla 3.1 Porcentaje de absorcidn de varianza por los eles

EJE % Varianza % Acumulado
51.99 51.99
15.98 . 67.97

3 8.50 76.47

Tabla 3.I1 Factores de carga de las variables en los tres
primeros ejes

Variable EJE 1 EJE 2 EJE 3
pH 0.17 0.36 . -0.36
C organico -0.28 0.11°" - 0.36
N total ~-0.30 0.10 0.15
C/N 0.16 -0.09 0.31
N-Amonio -0.31 0.06 0.02
N-Nitrato ~-0.06 0.56 0.05
Humedad -0.25 -0.06 0.47
NMP Mt -0.32 0.11 -0.19
NMP P -0.33 0.08 - -0.11
NMP A -0.33 ~0.03 ‘ -0.17
NMP No 0.14 0.42 ' 0.45
NMP Ni 0.29 0.27 -0.008
THo P 0.24 -0.21 A 0.12
T50 A 0.29 ~-0.02 0.26
T50 No -0.21 -0.06 0.18
T50 Ni ~-0.02 -0.45 0.04
Mt Microflora total; P = Microflora Proteolitica;

Microflora Amonificante: No = Microflora Nitrificante
Nitrosa; Ni = Microflora Nitrificante Nitrica
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Fig. 3.1 Analisis de componentes principales efectuado con
las variables bidticas y abidticas, eliminada la variabilidad
debida al rizoplano.

a) Espacio definido por 1los tres ejes primeros que ordenan
las observaciones segin su proximidad al sistema radical.

ORizosfera ® Ladera
ODosel ® Pastizal hiamedo
b) Espacio definido por los ejes 1-2. Muestra tres grupos de

observaciones que corresponden a los datos de la aliseda y de
los controles.

Aliseda arbdérea HERizosfera Chopera B Rizosfera
@Dosel @®Dosel

Matorral de alisoBRizosfera Sauceda B Rizosfera
@®Dosel @®Dosel

Ladera ® Pastizal humedo @

c) Proyeccion de las observaciones en plano de los ejes 1-2.
Las agrupaciones definen la variabilidad estacional.

0O Otofio I Invierno P Primavera V Verano

En las tres figuras se indican las variables que definen los
ejes.
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definido por tres y por dos ejes principales que absorben un
porcentaje de varianza acumulado del 76.47% y 67.97%
respectivamente (tabla 3.1) y por tanto 1la ordenacién se

refiere a estos ejes principales.

Los factores de carga de las 16 variables en los tres
ejes se exponen en la tabla 3.I1. Las variables de mayor peso
en la dispersiétn de las muestras en el eje principél 1 son la
actividad de 1la comunidad amonificante, la densidad de
microorganismos nitrificantes nitricos y la actividad de la
microflora proteolitica (hacia el extremo positivo) y el NMP
de microorganismos proteoliticos, amonificantes y microflora
total (hacia el extremgo negativo). En el eje 2 las variables
" de mas influencia son en el polo positivo la concentracién de
nitrogeno-nitrato, la densidad de microorganismos
nitrificantes nitrosos y el pH, mientras que en el extremo
negativo destacan las bajas actividades biolégicas de los
grupos nitrificante nitrico v proteolitico. En el eje 3 son
la humedad y el NMP de microorganismos nitrificantes nitrosos
(hacia el extremo positivo) ¥y el pH y el NMP de microiflora
total {hacia el extremo negativo), aunque la distribucidén de
las muestras en la figura 3.la indica que este eje no
representa una tendencia de wvariacion suficientemente

marcada.

En 1la figura 3.1a se observan tres A4reas bien
delimitadas gue corresponden a las observaciones localizadas
respectivamente en 1la rizosfera, en el dosel y en las dos
zonas carentes de vegetacion arborea. La nube de puntos de
las muestras rizosféricas esta desplazada hacia el eje 2, 1lo
que indica que la zona rizosférica se caracteriza por altas
contribuciones en el extremo negativo del primer eje de los

grupos de microorganismos proteoliticos, amonificantes y
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microflora total. El conjunto de muestras de las zonas
control se encuentra proximo al eje 3, que coincide con el
extremo positivo del eje 1, ¥ por tanto las muestras sin
vegetacion arbdérea se caracterizan por la densidad de
microorganismos nitrificantes nitricos, 1la actividad de la
microflora amonificante y en menor grado 1la actividad
proteclitica. La concentracién de nitratos, la actividad de
los microorganismos nitrificantes nitricos y la densidad de
la microflora nitrificante nitrosa con factores de carga
bajos en €l eje 1 se pueden considerar gque identifican las
observaciones del dosel que se localizan en la zona media del

eje 1.

En las tres Aareas citadas se diferencian otras dos
tendencias de agrupacidn de las observaciones (figuras 3.1b y
3.1c}). La segunda tendencia (figura 3.1b) se refiere a 1las
observaciones de las zonas de muestreo y nos permite separar
las muestras de la aliseda de las muestras de la zonas de los
chopos y de los sauces, dentro de las areas descritas en la
figura 3.la. Por tanto la variacién que induce el sistema
radical de las plantas tiene mayor peso en la ordenacidn de
las observaciones gque la zona. En estas condiciones las
muestras de la rizosfera de 1los alisos ordenadas en el
extremo negativo del eje 1 se caracterizan por la densidad de
microorganismos proteoliticos, amonificantes vy ﬁicroflora
total. Los elevados pesos de la actividad amonificante, de la
densidad de microorganismos nitrificantes nitricos y de 1la
actividad proteolitica en el polo positivo del eje 1 permite
identificar estos grupos como caracteristicos del dosel de

los chopos y de los sauces.

En la figura 3.1c se aprecia en las nubes de puntos de
la zona rizosférica, del dosel y de 1los controles que las

observaciones de otofio aparecen desplazadas hacia el extremo
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negativo del eje 1, por el contrario las muestras de invierno
se orientan hacia el extremo negativo del eje 2. Esta
tendencia, basada en 1la variacion estacional, no esta muy
marcada y por tanto podemos indicar que la variabilidad
estacional se encuentra eclipsada por las variaciones que se
deben al sistema radical y al efecto zona.

El anilisis de 1los componentes principales de las
observaciones de 1la matriz de 1los datos exciusivamente
microbioldogicos del rizoplano, de la rizosfera y del dosel de
las zonas pobladas con alisos, chopos y sauces se representan
en un espacio definido por dos ejes que en conjunto absorben
un 76.41% de varianza (tabla 3.111).

La representacidn grafica (figura 3.2a) indica que las
observaciones se localizan en dos zonas claramente definidas.
Las muestras del dosel se agrupan hacia el polo negativo del
eje 1 que se caracteriza por la actividad de 1la microflora
amonificante, la densidad de los microorganismos
nitrificantes nitrosos y con menor peso relativo la actividad
proteolitica (tabla 3.1IV). Las observaciones del rizoplano ¥
de la rizosfera tienden a ocupar el extremo positivo del eje
uno que presenta 1la densidad de los microorganismos
amonificantes, de la microflora total y . de los
microorganismos proteoliticos como las variables - con mayor

peso entre los factores de carga.

En 1la figura 3.2b se observa una segunda tendencia de
ordenacidon que manifiesta 1la variabilidad que se debe a 1la
zona de muestreo, aungue es menos patente que la descrita en
el parrafo anterior. Asi, entre las muestras del rizoplano y

de 1la rizosfera 1las observaciones de la aliseda se
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Tabla 3.I111 Porcentaje de absorcidtn de varianza por 1los ejes

EJE % Varianza % Acumulado
1 64.69 64.69
2 11.72 76.41

Tabla 3.1V Factores de carga de las variables en los dos ejes

primeros

Variable EJE 1 EJE 2
NMP Mt 0.40 -0.10
NMP P 0.38 -0.15
NMP A 0.40 -0.09
NMP No -0.35 -0.06
NMP Ni 0.35 -0.24
TS50 P -0.26 0.43
TS50 A -0.35 0.29
TS50 No 0,23 0.46 :
T50 Ni 0.20 0.65 .
Mt = Microflora total; P = Microflora Proteolitica;
A = Microflora Amonificante; No = Microflora Nitrificante

Nitrosa: Ni = Microflora Nitrificante Nitrica
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distribuyen hacia el extremo positivo del eje 1 y aparecen
definidas por 1a densidad de los microorganismos
amonificantes, de 1la microflora total y de la microflora
proteolitica. Sin embargo las observaciones del dosel de los
alisos se localizan proximas a 1la zona media del eje 1,
orientadas hacia el polo negativo, y se caracterizan por los
factores de carga mas bajos gque corresponden a la actividad
de los microorganismos proteoliticos.

La presencia de los T50 de los microorganismos
nitrificantes con bajos pesos en el extremo positivo del eje
1 identifica a estos microorganismos como caracteristicos del
rizoplano y de la rizosfera de los chopos y de los sauces.
Mientras que las oObservaciones del dosel de 1los chopos y
sauces aparecen en el extremo negativo del eje 1 donde la
actividad de la comunidad amonificante y la densidad de
microorganismos nitrificantes nitrosos son los factores de

carga de mayor peso relativo.

Al igual gque sucedia en el analisis de componentes
principales de la matriz de datos abidticos y bidticos, las
variaciones estacionales no representan una ftTendencia de
variacidon marcada. Solo las cobservaciones que corresponden a
la etapa de invierno se diferencian porque tienden a ocupar
el extremo positivo del eje 2 (figura 3.2c). Este‘eje absorbe
una varianza muy inferior al eje 1 (tabla 3.3) ¥ su extremo
positivo se identifica por la contribucién alta de los TS50 de
jos microorganismos nitrificantes nitricos, nitrosos y

proteoliticos.



87

Fig. 3.2 Analisis de componentes principales de las
variables bidticas de las observaciones del rizoplano,
rizosfera y dosel de los alisos, chopos y sauces.

a) Proyeccion de las observaciones en el plano definido por
los ejes 1-2. Se diferencian dos grupos: uno formado por el
dosel y otro por el rizoplano y rizosfera. '

ARizoplano ORizosfera ODosel
b) Espacio definido por los ejes 1-2 que diferencia las

observaciones que corresponden a la aliseda de las que se
localizan en la chopera y sauceda.

Aliseda arbdérea ARizoplano Chopera ARizoplano
#Rizosfera BRizosfera
@®Dbosel @®Dosel

Matorral de alisoARizoplano Sauceda ARizoplano
#Rizosfera MRizosfera
@®Dosel @®Dosel

c) Ordenacidén de las observaciones en el plano definido por
los ejes 1-2 que refleja la variacidn estacional.

0O Otoiio I Invierno P Primavera V Verano

En las tres figuras se indican las variables que definen los
ejes.
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3.2. Analisis fisico-quimicos

Para entender mejor las vias edaficas por las que
circula el nitrogeno y determinar las condiciones del medio
en que se desarrollan los microorganismos mineralizadores se
procedid a realizar los analisis de 1las variables

fisico—guimicas citadas anteriormente.

El conocimiento de los valores de tales variables y de
las diferencias espaciales que presentan respecto al sistema
radical, asi como de su evolucién temporal, contribuye a
explicar las variaciones en la densidad y en la actividad de

los de microorganismos.

Los resultados de las pruebas estadisticas (ANOVA y LSD)
de cada variable analizada se expresan al final del capitulo
en las tablas 3.XII a 3.XXI.

3.2.1. pH {

En todos los suelos examinados se observa un caracter
ligeramente basico (tabla 3.V). Los resultados extremos
aparecen cerca de los alisos. El pH mas bajo se registra en
la rizosfera de 1la aliseda arborea en invierno, 7.17,
mientras que el dato mas elevado, 8.27, se observa bajo el

dosel de los matorrales de aliso en verano.

En la figura 3.3 se aprecia 4que, bajo los chopos, se
hallan los suelos mas basicos y los mas acidos en 1la
aliseda, fundamentalmente en la rizosfera de los alisos de

porte arbéreo. El analisis de la varianza de los datos de las



Tabla 3.V Resultados medios del pH. Se indica la media de
cinco réplicas t+ su error estandar )
Z13 2 773 Z4 15 Z4
aQ Ré¢ 7.88%+0.02 7.99%0.02 £.10+0.02 . 8.09+0.01.
Po  7.96%0.01 8.14+0.01 8.1130.01 .. B.141%0.01 B8.05+0.01 8.04%0.01
I RE.  7.1720.02 . 7.4940.01 7.9440.03 7.97%0.02 :
Do 7.9030.03 7.98+0.02 B.05+0.05 . B8.06+0.02 7.95%0.01 7.89+0.02.
P Rf 7.6110.02 7.77%0.02 8.08:0.02. . 8.02+0.01%1 o
Do 7.96%0.02 7.9810.02 B8.1110.01 8.0710.01 8.02+0.03. 7.99+0.02
V Rf 7.9910.03 B8.11%0.01 B.20120.02 B.1410.02.
Po . B8.12+0.01 8.27+0.01 8.20£0.01 . B8.15+0.02 .8.081+0.01  B.05%0.01
8.4
T 1 Aliseda arborea
7 2 Matorral de alise
2 3 Chopera
T 4 Sauceda
75 lLaderg
T § Pastizal hdmedo
Rt Rizosfera
Do Dosel
{0 Otofic
1 Invierno
P Primavera
¥ Verano

El Allends arbérea
Ssucada

e

B matorral de nliso
5] Ladera

2 Ghopen
T pasttaal
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Fig. 3.3 Variaciones entre las zonas y las estaciones de los

resultados medios del pH
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fracciones de suelo del dosel y de la rizosfera (tabla 3.X1I)
indica que las diferencias entre =zonas no se deben al azar
{p<0.01, F=274.6). En el cuadro de comparacidén entre medias
(tabla 3.XV) se observa que todas difieren significativamente
entre si (p<0.0l1l), a excepcidtn de la chopera y sauceda. En
los ANOVA de las zonas rizosférica (tabla 3.XI11) y del dosel
{tabla 3.X1V) con 1los contrpléé se aprecian diferencias
significativas (p<0.01, F=208.6 vy F=39.3 respectivamente).
Los cuadros de comparacidén entre medias de ambos grupos de
observaciones indican que las diferencias con respecto a las
zonas 5 y 6 son significativas en todos los casos excepto la
rizosfera de 1los sauces y el dosel de 1los alisos mas
desarrollados. Al comparar la chopera y la sauceda tanto a
nivel rizosférico como de dosel no se detectan diferencias
significativas, sin embargo las rizosferas de ambas zonas y
de los alisos presentan variaciones (p<0.01) e igual ocurre
con las muestras del dosel (p<0.01)}).

Las variaciones estacionales (fig. 3.3) son
significativas {p<0.0l) tanto si se consideran solo las
fracciones rizosféricas y del dosel (F=335.1) como en el
agrupamiento de las =zonas sin arbolado con las muestras
rizosféricas (F=298.1) y del dosel (F=91.2). En los cuadros
de comparacion entre medias se observa que el invierno es la
estacion con pH menor y la época de estio el momento en que

el pH es mas elevado.

La tercera fuente de variabilidad es la zona de
influencia del sistema radical de 1los alisos, chopos ¥y
sauces. La grafica 3.4 representa estos datos. En todos los
casos la concentracion de protones de la rizosfera es mayor
que 1la del dosel de las mismas plantas. Los analisis de la
varianza sefialan que estas diferencias son significativas

(p<0.01l) entre ambas zonas y que las interacciones entre las
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tres fuentes de variaciétn son significativas (p<0.01) en

todos los casos.

3.2.2. Carbono orgéanico

El contenido de carbonc organico de las fracciones de

suelo analizadas se expresa en tanto por ciento (tabla 3.VI).

El resultado mas elevado, 5.12 %, se encuentra en la
rizosfera de los arboles de aliso en invierno. Por el
contrario, las fracciones de suelo del pastizal de verano

registran el porcentaje inferior de carbono organico, 1.07 %.

La figura 3.5 representa las variaciones entre zonas en
la rizosfera vy en el dosel, durante las cuatro estaciones.
Cerca de los alisos mas desarrollados se observan los niveles
mas altos de carbono organice y en la zona poblada con los
chopos las concentraciones mas bajas de las cuatro zomas con
vegetacidédn arbb6rea, que son superiores a los encontradoes en

los controles sin arboles.

Cuando se agrupan los datos de la rizosfera y del dosel,
el analisis de la varianza significa gque las diferencias
entre zonas no se deben al azar (p<0.0l1) con un valor de
F=138.4. En el ANOVA de las zonas libres de arbolado con los
resultados de la rizosfera y del dosel se encuentran
diferencias significativas (p<(.0l1) con wunos vwvalores de
F=253.1 y de F=142.4 respectivamente (tablas 3.XIII y 3.XIV).

Los cuadros de comparacidon de medias {tablia 3.XV1i)

sefialan que la zona de los alisos es la mas rica en carbono



Tabla 3.V1I Concentraciones
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medias de carbono organico (%). Se
indica la media de cinco réplicas + su error esténdar

.71 2 Z3 L. 4 5 24
0. .Rf 4_7720.47  3.20%0.13  2.6720.1&6 3.234+0.09
Do 4.41%0.20 3.02+0.17 2.45+0.09. 2.9110.21 1.7120.07 1.3910.10
I Rf S.1220.17 3.4910.12 2.91#0.07 3.78%0.10
‘Do 4.87+0.12  3.,2710.08 2.8410.07 3.1i2%0.2f 2.16%0.07 i.81+0.08
P Rf 4.09£0.19 3.07%0.12 2.5420.12. 2.9010.10.
Do 3.26%0.2% . 2.93+0.16  2.3110.09 @ 2.7610.1&6 1.5630.12.. 1.15+0,09
vV Rf 3.78+0.21 2.88+0.13 2.4810.13  2.9310.08. ‘
Do 3.12+0.2t Z2.7620.16 2.21%20.09 2.73%0.14 . 1.47%0.10 1.07+0,05
o -
T I Aliseda arbdres
7 1 Matorral de aliso
1 3 Chopera
7 4 Sauceda
7 5 Ladera
Rizosfera 7 & Pastizal humedo
o Rf Rizosiera
Do Dosel
0 Otofio
I Invierno
P Primavers
vV Verano
BB Allseda arbéras Matorral de slies  [] Ghopers
Sauasds T3 Ladera {3 Pastinal
Fig. 3.5 Variaciones entre las zonas y las estaciones de

las concentraciones medias de carbono organico (%)
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organico y que no hay variaciones significativas entre 1los

suelos de los alisos arbustivos ¥y de los sauces.

Las wvariaciones estacionales aparecen en la figura 3.5.
Los ANOVA reflejan diferencias significativas (p<0.01) con
una F=39.5 para el caso de las muestras rizosféricas y del
dosel (tabla 3.XII), mientras que en el agrupamiento de las
zonas sin vegetacidn lefiosa con las fracciones de 1la
rizosfera se obtiene un valor de F=35.5 (tabla 3.XIII) y en
relacién al dosel, F=30.8 (tabla 3.XIV). Tanto en la
rizosfera como en el dosel, 1los niveles de carbono organico
varian de forma similar durante todo el afio y en los cuadros
de comparacidn entre medias aparece el invierno como la época
de concentracion mas alta de carbono organico, gue desciende
en pPrimavera Y verano sin que existan wvariaciones

significativas entre ambas estaciones.

El contenido de carbono organico en la rizosfera y en el
dosel de cada zona se refleja en 1la figura 3.6. Todas las
graficas manifiestan que la rizosfera es 1la region con
niveles maés elevados de carbono organico. El ané&lisis de la
varianza confirma que el contenido de carbono organico de 1la

rizosfera y del dosel difieren en un 99% (F=27.5).

Las interacciones entre los factores de variaciéon no son
significativas excepto la interaccidon estacidn-zona (p<0.01)
cuando se observa por una parte el conjunto de las muestras
del dosel vy de la rizosfera y por otra cuando se consideran

los datos de las zonas 5, 6 y del dosel.
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3.2.3. Nitr6geno total

Los niveles de nitrogeno total aparecen en la tabla
3.VII y se expresan como miligramos de nitrogeno total por
gramo de suelo analizado.

La fraccidon de suelo que contiene menos nitrégeno total
se recogié en primavera en el pastizal hamedo (0.95 mg/g)}. La
concentracién mas elevada se registra en otofio en 1la

rizosfera de los arboles de aliso (5.18 mg/g).

Las variaciones entre las seis zonas se representan en
la figura 3.7. Se observa una evolucién similar a la que se
registra en el contenido de carbono organico {(apartado
3.2.2.) . Los resultados mas altos aparecen bajo los alisos,
¥ los inferiores en la ladera y en el pastizal. Los analisis
de la varianza sefialan que existen diferencias no debiﬁas al
azar (p<0.0l) entre las zonas, tanto si se reanen los datos
de la rizosfera y del dosel (F=250.9), como si se asocian con
las zonas 5 y 6 (F=6l4.4 para las fracciones rizosféricas y

F= 349.6 para el suelo del dosel).

Los cuadros de comparaciéon de medias (tabla 3.XVII)
establecen gque 1las alisedas son las zonas con proporcién
mayor de nitrogeno total y que entre los chopos se encuentran
niveles menores a los detectados entre 1los sauces. En la
comparacidén de las muestras rizosféricas con las zonas libres
de arbolado se observa la misma tendencia gque en el caso
anterior e igual ocurre en los doseles. En todos 1los casos
las fracciones de suelo del pastizal y de la ladera presentan

concentraciones significativamente menores.
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de nitr6geno total

(mg/qg).
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Se

indica la media de cinco réplicas + su error estandar

11 12 Z3 4 15
O Rf 5.1810.13 4.7010.09 3.8620.06 4.04+0.04
Do.  4.2810.08 3.75%0.08 3.1410.06 2.8910.056 1.8810.05
I Rf 4.88%0.07 4.4410.05 3.8010.04 3.B85+0.05
Do.. 4.0430.04 3.564+0.08 2.8420.07 2.8120,06 1.44610.10
P RE 3.46940.11 2.89%0.09 2.33+0.0&6 2.58%0.07
Do 2.82+0.05 2.39+0.08 1.74t0.05 2.50£0.05 1.16%0.09
V Rf  3.57%0.13 2.99%0.07 2.48+0.12 2,73+0,.09
Do 2.B5%6.08 - 2.5020.16 - - 1.79%0.10 2.56430.07 - 1.3730.15
e..
b.J
4
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a- =
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1.40%0.14.
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Fig. 3.7 Variaciones entre las zonas
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La grafica 3.7 refleja las variaciones estacionales. Las
analisis de la varianza indican que tales diferencias no se
deben al azar (p<0.01) con valores de F=496.9 en el
agrupamiento rizosfera-dosel, de F=234.7 cuando se considera
el conjunto rizosfera-zonas sin vegetacidén lefiosa y de
F=157.2 en el caso dosel-zonas sin Aarboles. Los cuadros de
comparacion de medias sefialan que el otoiio es la época del
afio en que se alcanzan niveles mas altos de nitrdégeno total.
En invierno 1los resultados son inferiores y ep verano vy

primavera se encuentran las concentraciones mas bajas.

Las diferencias entre la regidtn rizosférica y las
fracciones de suelo del dosel se representan en la figura
3.8. En 1las cuatro estacicnes la proporcion de< nitrogeno
total alcanza los resultados mayores en la zona rizosférica.
El analisis de la varianza sefiala que 1la variacién entre
ambas zonas no se debe al azar (p<0.01 y F=501.0).

Las interacciones entre las tres fuentes de wvariacioén
que se estudian, son significativas (p<0.0l1) en todos los
casos salvo la interaccidn zona-sistema radical Cuando se
analiza el conjunte de datos rizosfera-dosel, lo que indica
que en la rizosfera la concentracidn de nitroégeno total es

significativamente mayor que en el dosel.

3.2.4. Relacién carbono/nitrogeno

Los resultados de la relacidn carbono/nitrdgenc se
determinan a partir de 1los datos de carbono organico y de
nitrogeno total de 1las fracciones de suelo analizédas y se
expresan en la tabla 3.VII. El1 valor mas bajo, 6.81,

corresponde a la rizosfera de 1los matorrales de aliso
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recogida en otofo, ¥y 1la relacidén carbono/nitrdogeno maxima,

14.9, se registra en el pastizal en invierno.

Las wvariaciones entre zonas se representan en la figura
3.9. Los resultados mas elevados se observan en las zonas 5 y
6. Entre 1las zonas pobladas con Arboles los alisos mas
desarrollados presentan la relacion carbono/nitrogeno
superior. Estas variaciones son significativas (p<0.01)
{tablas 3.XII, 3.XIII y 3.X1IV). En los cuadros de comparacion
de medias (tabla 3.XVII1I) se aprecia que, si cénsideramos
solo los valores de las =zonas con plantas, 1la relacidn
carbono/nitréogenco minima corresponde a 1las fracciones de
suelo de las zonas con matorrales de aliso y chopos. Si los
datos de la rizosfera se reunen con las zonas 5 vy 6, el
cuadro de comparacidén entre medias seﬁdla que los‘ controles
sin arboles tienen las relacioneS"carbono/nitrégeno mas
elevadas. Estos resultados se repiten cuando se comparan las
medias de las zonas sin arboles y de las fracciones de suelo

recogidas bajo el dosel.

Las variaciones estacionales (grafica 3.9) son
significativas en todos los casos {p<0.01). Entre las cuatro
primeras zonas, tanto en la rizosfera como en el dosel, 1la
primavera es la época del afio en que los niveles son mayores
Yy sin embargo en la ladera y en el pastizal la relacién
carbono/nitrogeno es mayor en el invierno. Las tablas de
comparacion entre medias indican gque en la primavera se
obtienen los datos mas altos y en el otofio el cociente

carbono/nitrogeno desciende de forma significativa.

En el analisis de 1la varianza de los datos de la
rizosfera y del dosel se advierten diferencias no debidas al
azar (p<0,01 y F=62,7). Los valores aparecen en la grafica

3.10, donde se aprecia gque en las zonas 1, 2, 3 y 4 durante
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Tabla 3.VIII Resultados de la relacién C/N. Se indica la
media de cinco réplicas i su error estandar

a Rf
Do
I Rf
. Do
£ Rf
Do
V Rf
Da

Fig.

2.2410.42
10.3310.50

10.4910. 26
12.06+0.28 -

11.06%0.24.
11.5720.86

10.60%0.49

11.03+0.86

&£.8110,.22
8.02+%0.33

7.8810.30 .

F.0120.35

10.7410, 69
12.5510. 44

7.63+0.36

11.08+0.39 .

6.974£0.50
7.78%0.20

7.6720.24.
10.0310.35.

10.89+0.38

13.3210.20.

10.04%0. 31

12.39%0. 20

7.99+0.18
10.0210. 56

F.811£0.15

11.0320.54

11.2340.09.

12.25+0.54

10.7220.17
1Q.2910. 29

14

P

Rizosiera

B Aliseds arbérvs
Sauceds

=

Y Matoreal de stlao
EZT Laders

?;%??%ﬁza?ﬁuﬂ

{7} Ghopara
£ pastinal

?.1010, 256

13.19x0.55

13.4920.43

11.0720.55.

e e e

10.13+0, 36

14.59010.16

12..1930.53

8.77x0.12

liseda arbirea
atorral de aliso

Rf Rizosfera

Do Dosel

Otofio

Invierno

0
1
P Primavera
¥V Verano

3.9 Variaciones entre las zonas y las estaciones de los
resultados medios de la relacidtn C/N
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tode el afno la proporcién carbono/nitrégenc es mas elevada
bajo el dosel, excepto en 1las fracciones de suelo de 1la
sauceda de la temporada estival.

La interaccion de 1los dos primeros factores de
variacion, estacién y zona, Ssiempre es significativa
(p<0.01), pero no asi las interacciones restantes (tablas
3.XTI, 3.XIIl1 y 3.X1Vv).

3.2.5. Nitrégeno-amonio

Los niveles de nitrdgeno-amonio de las fracciones de
suelo analizadas se detallan en la tabla 3.IX ¥y se expresan
en Bng de nitrogeno-amonio por gramo de suelo. Las
concentraciones oscilan entre 56.03 pg/g en la rizosfera de
los alisos arboreos recogida en otofo, y 13.21 pg/g en las

fracciones de suelo de invierno del pastizal.

Las diferencias en los niveles de nitroéogeno-amonio
cuando la fuente de variacidon es la zona se representan en la
grafica 3.11. Los analisis de la varianza indican que las
variaciones en ningun caso se deben al azar con una
probabilidad superior al 99%. El cuadro de comparacién entre
medias (tabla 3.XIX) de las cuatro primeras zonas expresa que
no hay diferencias entre 1os chopos y los sauces, que son las
dos zonas con niveles mas bajos de nitrdgeno-amonio, mientras
que ambas alisedas tienen cantidades superiores. Si se
comparan las zonas de las fracciones rizosféricas'y de las
zonas 5 y 6, aparece £l nitrogeno-amonio en proporcion mayor
en las muestras de 1la zona rizosférica. El1 cuadro de
comparacion de medias de los datos del dosel y de las zonas

libres de vegetacion leifiosa refleja que no hay variaciones
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Tabla 3.1X Concentraciones medias de nitrégeno-amonio (pg/q). Se
indica la media de cinco réplicas * su error est&éndar

O I P Lab Bl

a4

18,670,433
213,210,334
-18.57%0. 42

15.57+0.59

Aliseda arborea
Matorral de aliso

Pastizal himedo

Rizosfera
Dosel

Btofo
Invierno
Primavera

1. 2.2. 123 4 . 7.5
D RFf 56.03%1.52 S52.88%x1.461 35.55%£1.01 0 35.78%1.15. .. _
Do 38.34+f.26 3I9.91+1.S1 25.78+1.38  .25.89+1.25- 19.90+0.58 .
I Rf 37.42+1.21 35.47%1.35 21.81%{.44  21.00%1.25
Do 31.70x1.54 31.1&6%1.41 17.1711.58 .18.2020.92 14.14%0.68~
P Rf 54.54x1.91 51.27%1.49 35.09%1.33 34.62+1.49
. Do 38.91*1.4646 45.86%1.58 26.55F0.95 26.12%1.23 19.8420.54-
V Rf 446.95x2.146 . 45.846+1.58 23.77x1.56 28.14+1.45
Do J3I5.13%1.79 33.27x1.77 21.50x1.69 21.95+0.78 15.82+0.50
a0
50X % ) _
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entre la chopera y 1la sauceda, ni entre los matorrales de
aliso y los de porte arbhéreo.

La figura 3.11 corresponde a las diferencias
estacionales. En las dos dgraficas los resultados menores se
encuentran en invierno. Los analisis de la varianza recogen
las variaciones como significativas (p<0.0l1) con valores de
F=91.4 para el conjunto de 1las cuatro primeras zonas, de
F=106.8 para las zonas 5 y 6 v las fracciones rizosféricas, ¥y
de F=35.8 para el dosel y las zonas 5 vy 6. En los tres casos
las tablas de comparacion entre medias indican que el otofio y
la primavera no difieren de forma significativa en 1la
proporcion de amonio, y son los resultados mas elevados de
todo el afio. En el verano descienden las cantidades de amonio

y en invierno aparecen las concentraciones inferiores.

Las diferencias a 1lo largo del afio entre la rizosfera y
el dosel de las distintas plantas se representan en la
grafica 3.12. La rizosfera es la zona de contenido mayor de
nitrégeno-amecnio. El1 analisis de la varianza con una F=240.9
confirma que 1las diferencias son significativas con una
probabilidad del 99%. '

Las interacciones zona-sistema radical {F=6.2) y

estacidén-sistema radical (F=11.3) también son significativas.

3.2.6. Nitro6égeno-nitrato

Los datos de la tabla 3.X expresan los pg de
nitrogeno-nitrato por gramo de suelo analizado. Las
concentraciones oscilan entre 0.92 pg en el pastizal durante
el invierno y 19.90 pug en el dosel de la sauceda durante el

verano.
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El primer factor de variacidon que se estudia és la zona.
Las variaciones en los resultados se representan en la figura
3.13. En el pastizal y en la ladera se observan resultados
muy bajos vy las concentraciones mayores corresponden a las
zonas con chopos y sauces. Los ANOVA de las muestras
rizosféricas y del dosel (F=1697.7), de las zonas 5 y 6 junto
con la rizosfera (F=4468.1) y del dosel junto con las zonas 5
y 6 (F=9083.5) confirman gque las diferencias no se deben al

azar con una significacidon del 99%.

En las tablas de comparacién entre medias (tabla 3.XX)
no aparecen diferencias entre ambas zonas sin vegetacidn
lefiosa, donde 1los niveles de nitrato son los mas bajos de
todas las fracciones de suelo. Entre las zonas 1, 2, 3y 4
hay wvariaciones significativas y 1las concentraciones mas

altas se encuentran en la sauceda.

La variacién estacional (figura 3.13) es significativa
(p<0.01) en los +tres analisis de la varianza. Las tablas de
comparaciom entre medias indican gque los datos mas elevados
se alcanzan en el verano y por el contrario el invierno es la
época del afio en que se detectan las concentraciones menores

de nitrato.

Las diferencias entre la rizosfera y el dosel de las
plantas se expresan en la figura 3.14. Se aprecia gque el
dosel alcanza concentraciones de nitrato superiores a las
rizosféricas. El contraste es mayor en las alisedas. El
analisis de la varianza refleja que estas diferencias son

significativas {(p<0.01).

Las interacciones entre 1los tres factores de variacioéon

difieren de forma significativa (p<0.01) en todos los casos.
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Tabla 3.X Concentraciones medias de nitrégeno-nitrato (ug/g). Se
indica la media de cinco réplicas t su error estandar

r A |

3 y A1 y 25~ P B
0O .Rf 9.70+0.34 7.461%0.13 15.8810.21 15.8510.12
Do 15.25+0.18 (5.35+0.1é& 18.11+0.21 18.52%0.20 1.30+0.4G3 1.10%0,03
I RE &46.7240.15. 46.53+0.22 §16.00+0.10 17.9020.11
Do 12.92+0.22. 13.0310.17. 16.93120.19 18.15+0.16 . 1.0220.04 0.92+0.02
P RE .. 9.8910.28 7.2420.21. 14.86%0.25 15.02%0.34&
. Do . 14.76+0.25 14.681+0.20 18.21+0.15 18.6540.21 . 1.09*0.03  0.98+0.02
V Rf 10.7920.11.. B.74+0.25. 146.00+0.26 17.79%0.21
Do 16.94+0.09 15.78+0.14 19.3I840.19 19.90x0.21 1.3430.04. 1.20+0.03
I 1 Aliseda arbirea
1 7 ¥atorral de aliso
1 3 Chopera
I 4 Sanceda
7 5 Ladera
Rizosfera 7 6 Pastizal himedo
201 Rf Rizosfera
> i Do Dosel
18 4 0 Otodo
I Invierno
P Primavera
104 Vv Varano
o_
o
o] ] P v
Dosel

B Allewda arbérea 5 Matorcal de aflee [ Chopera
Sauoeds [ vLadera 3 Pastizal

Fig. 3.13 Variaciones entre las zonas y las estaciones de las
concentraciones medias de nitrégeno-nitrato (pg/g)
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3.2.7. Humedad

El nivel de humedad de las fracciones de suelo se
expresa en tanto por ciento en la tabla 3.XI. Los resultados
oscilan entre el 3.71% del dosel de 1la chopera durante el
estio vy el 40.20% de la rizosfera de los alisos mas jodvenes

en invierno.

Las variaciones entre zonas aparecen en la figura 3.15.
Durante todo el afio las dos alisedas mantienen el grado de
humedad mas elevado. Los andlisis de la varianza registran
gque las diferencias no se deben al azar (p<0.01) ¥y los
cuadros de comparacidon entre medias (tabla 3.XXI) concretan
estas variaciones e indican que entre los matorrales de aliso
estd la humedad maxima. En las zonas 3, 5 y 6 el porcentaie
de humedad desciende hasta los niveles mas bajos.

Los ANOVA también sehalan diferencias significativas
entre estaciones (p«<0.01). La variacion estacional se recoge
en la figura 3.15. Las graficas y los cuadros de comparacion
entre medias muestran gque en el verano el suelo esta mas
seco; la humedad aumenta en 1la primavera v en el otoio,
estaciones que no difieren de forma significativa, y en el

invierno el nivel de humedad es muy superior.

Entre 1la rizosfera y el dosel se advierten también
diferencias no debidas al azar (p<0.01 y F=20.1). La

rizosfera es la zona con mayor humedad (figura 3.16).

Las interacciones entre los tres factores de variacidn
solo indican diferencias significativas en el caso
estacion-zona (p<0.01 y F=33.6).
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Tabla 3.X1 Porcentajes medios de humedad (%). Se indica la
media de cinco réplicas * su error estéandar

1 z 2 z3 Z4 o R zZs
O Rf 33.7810.32 35.64%0.35. S.3120.18 12.70%0.17 ,
. Da  33.0820.45 34.6510.51 4.6010.17 11.76%0.28. &.S620.16 . 4.4610.24
I..Rf 39.78%0.90 40,20£1.12 8.46%0.i6  21.18120.30 -
Do 39.00%0.99 3I9.53%1.06. 7.67%0.20. 20.26%0.30 .9.47+0.39  7.65%0.21
P Rf 32.90$0.82.. 346.0720.81 5.9610.31 14.50%Q.4L. . .
Do 32.01#0.81 35.0140.80 5.19%0.30 13.49%0.40 . 7.2430.21 . 5.04%0.25
V Rf 25.6020.13 26.10%0.22 5.27:20.1Q0 9.17%0.14
Do 24.30%0.24 25.39£0.13  3.71120.12 . 8.1910.22. 5.80%0.08 . 5.69+0.12.
80
40 15
ol %
20 71 Aliseda arborea
§§§f = 2 2 Matorral de aliso
10 2 3 Chopere
fart ki 1 4 Sauceda
0 '{??';': _ B 2 15 Ladel;a ‘
A I P v 7 6 Pastizal hdmedo
Rizostera
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§0 - Do Dosel
40 - o7 0 OtDI'lD
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Tablas 3.X1I a 3.XIV. Significacidn de los ANOVA (F)
de las variables fisico-quimicas
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Tabla 3.XI1 ANOVA de las variables fisico-quimicas de rizosfera y
dosel. Se indica la F y la significacién

FUENTES DE VARIACION

pPH 335.1 274.6 462.9 30.6 87.5 74.9 16.5
(%) (%*x%)} (x%) (**%) {(%*%x) (%x%) {(*x%)

C orgéanico 39.5 138.4 27.5 4.8 1.9 0.04 0.8
(%x)  (*%)  (*%x) (*x) (NS) (NS) (NS)

N total 496.9 250.9 501.0 6.5 1.5 11.9 3.0
(#x)  (*%) (2%}  (*%) (NS)  (**%)  (#%)

C/N 72.7 12.5 62.7 6.3 2.3 0.7 1.3
(*x) (x=x) (*x%x) (%) {NS8) {NS) (N3)

N-amonio 91.4 241.5 240.9 0.4 6.2 11.3 1.1
(«%x}  (#%)  (*x) (NS) (#*) (*x) (NS}

N-nitrato 123.4 1697.7 2903.8 22.7 226.0 14.1 8.2
(%x) (%) (*x) (**) (*%) (%x) (*x*%)

Humedad 480.9 4607.4 20.1 33.6 0.01 0.1 0.09
(xx) (xx) (%) (*%} (NS) (NS) (NS)

Fuentes de wvariacién:

1 Estacidon

2 Zona

3 Sistema radical

4 Interaccion Estacion - Zcona

5 Interaccidon Zona - Sistema radical

6 Interacciétn Estacidén - Sistema radical

7 Interaccion Estacién - Zcona - Sistema radical

Significacibn: % p<0.01
NS no significativo
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Tabla 3.XIII ANQVA de 1las variables fisico-quimicas de 1la
rizosfera y de las zonas sin arboles. Se indica
la F y la gsignificacidon

FUENTES DE VARIACION

1 2 3
pH 298.1 208.6 34.2
{*%) (%) (%x%)
C organico 35.5 253.1 1.4
T (x%) (*x) (NS)
N total 234.7 614.4 11.2
(%%) (#x) (#+)
C/N 65.1 36.9 11.3
(x*%) {%x%) (%%)
N-amonio 106.8 385.5 3.9
(x%) (#+) (*%)
N-nitrato 41.5 4468.1 22.8
(x%) (*+) (*%)
Humedad 284.3 3055.5 28.6
(%x%) (%x%x) (%)

Fuentes de variacion:
l Estacidon
2 Zona
3 Interaccién Estacion - Zona

Significaciobn: #* p<0.01
NS no significativo



Tabla 3.X1IV ANOVA de las variables fisico-quimicas del
y de las zonas sin arboles. Se

dosel

indica 1la F y la

117

significacién
FUENTES DE VARIACION
1 2 3
pH 91.2 39.3 5.4
{%x%) (%x%x) {(x%x)
C organico 30.8 142 .4 2.8
() (#+) (#%)
N total 157.2 349.6 9.6
(x*%) (x%x) (x%x)
C/N 46.9 4.6 8.5
(*%) (*%) (%x%x)
N-amonio 35.8 163.9 0.5
(%%) (x%) (NS)
N-nitrato 127.3 9083.5 13.9
(%**%) (*x%x) (*%)
Humedad 277.0 2719.1 25.9
(%) (%) (x%)

Fuentes de variacioén:
1 Estacion
2 Zona

3 Interaccion Estacién - Zona

Significacién: *%x p<0.01

NS no significativo
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Tablas 3.XV a 3.XXI. Significacién de las diferencias de las
variables fisico-quimicas entre las estaciones del afio y las
zonas de muestreo.

En cada tabla se presentan tres apartados:

a) Significacién de los datos de 1las observaciones de la
rizosfera y del dosel.

b) Significacién de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y de la rizosfera de las zonas arboladas.

c) Significacidn de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y del dosel de las zonas arboladas.

En todas las tablas los resultados medios de las
observaciones se disponen en orden creciente de izquierda a
derecha y de arriba hacia abajo.

Significaciodon: == p<0.01
* p<0.05
NS no significativo



Tabla 3.XV Significacién de las diferencias entre los

a)

b)

c)

resultados medios de pH

z2 ** P
23| %% | *% | NS \'
Z1 22 24
z2|*%*
76 &k | kK
75 ok | k% *
7 4 ok |k | ki NS
Z1 22 Z6 25 Z24
Z 6 NS
Z5 %k | *%
zZ 2 Kk | k| kK
Z 4 %k | %k | *kx NS
Z 3 ok | k| k*k * NS
Z1 26 25 Z2 24

Z 1 Aliseda arbOrea
Z 2 Matorral de aliso
Z 3 Chopera

0 Otoiio;

I Invierno;

* %
gk | Rk
weve | F* | kK
[ P O
P * %
0O *% | k%
V %k | *%k | **%x
| P O
%* &
* %k | k%
k[ k| kK
I P O

P Primavera;

4 Sauceda
5 Ladera

6 Pastizal huamedo

V Verano
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Tabla 3.XVI Significacidén de las diferencias entre las
concentraciones medias de carbono organico

a)

b)

c)

Z4
Z2
Z1

Z5
Z3
z2
Z4
Z 1

Z5
Z3
Z 4
Z?2
Z 1

Z 2 Matorral de aliso
Z 3 Chopera

0 Otoho;

* &

P
** | NG
**L** %* % |
Z3 Z4 Z2
* %
k| k%
k| kk | kX
k| kk | kk | g
k| kdk | Kk | Kk | *K
26 Z6 Z3 Z2 Z4
* &
k% | k%
k| kk | Ak
*k | kk | kk | o
k| hk | kdk | kk | kk

26 Z5 Z3 Z24 22

Z 1 Aliseda arborea

I Invierno;

P Primavera;

NS
*k |k
hd | dek | kK
'] P
P|'NS
b * % | * %
EAELIEE
Vv P O
P| NS
NEAEE
ek ] ww **J
VvV P O

Z 4 Sauceda
Z 5 Ladera
Z 6 Pastizal humedo

Vv Verano
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Tabla 3.XVII Significacién de las diferencias entre las
concentraciones medias de nitrdgeno total

a) z4|%** Vv

Z 1 *k | kh | kk o
23 Z24 Z2
Z5 **

b) 73 Ak | **

Z 4 Kk | kk | k%

Z o k| k] k| AKX

Z 1 k| k% | hkk | k| k%

Z6 Z5 Z3 24 Z22

Z5 * %
Z3 %k | k%

c)

2 4 k| hkk | k¥

y ) Ak | hd | hhk | k%

Z 1 hd | k| hk | k| *k

26 26 Z3 24 Z2

Z 1 Aliseda arbdrea
Z 2 Matorral de aliso
Z 3 Chopera

NS
*k | k*
khk | k| kok
P \4 I
Vi NS
[ %% | kK

v * %

I k| k%

O *¥* | k% * %

P v

Z 4 Sauceda
Z 5 Ladera :
Z 6 Pastizal huamedo

QO Otofio; I Invierno; P Primavera; V Verano

121



Tabla 3.XVIII Significacién de las diferencias entre los
resultados medios de la relacién C/N

a)

b)

c)

Z3
Z4
Z1

Z2
Z4
Z1
Z6
Z5

Z3
Z4
21
Z6
Z5

Ns] || **

k| * V| % |

O NS‘ dk | kK | h*

Z2 zZ3 Z4 o 1 v

* %

A%k ! k%

% | X% NS V * %

k| k| k| A% i * % *

%k | X%k k¥ | k* NS P % kx| X%
Z3 Z2 Z4 Z1 26 O VvV i
NS

NS | NS

** ! NS | NS v **

** | NS | NS | NS || ** kK

* * * NS NS p k| k| R
Z2 23 Z4 Z1 26 o Vv |

Z 1 Aliseda arbdrea

Z 2 Matorral de aliso
Z 3 Chopera

Z 4 Sauceda
Z 5 Ladera
Z 6 Pastizal humedo

O Otofio; I Invierno; P Primavera; V Verano
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Tabla 3.XIX Significacién de las diferencias entre las
concentraciones medias de N - amonio

a) Z4/|NS v|**
Z2 X% k% P ki k%

Z1| %k | *k*| \a O ¥* | *% | Ng
Z3 Z4 Z2 I \ P

Z5| NS

b)
73| %k | k*

Z 4 k| kk NS V * %

Z o k| kk | kk | kK pi ¥k | k%

Z 1 Kk | kk | Kk | kK * O| ** | ** NS

26 Z5 Z3 Z4 Z2 I \', P

c) Z5|NS
k% | k%

Z3

* % * k| Kk
TIEMEEIEE p

Z 1 k| kk | Ak | XK NS 0O k| % NS

Z6 25 23 Z24 Z2 | A P
Z 1 Aliseda arbdorea Z 4 Sauceda
Z 2 Matorral de aliso Z 5 Ladera
Z 3 Chopera Z 6 Pastizal hiamedo

O Otofio; I Invierno; P Primavera; V Verano



Tabla 3.XX Significacib6tn de las diferencias entre las

a)

b)

c)

concentraciones medias de N - nitrato

z1|** P

73| ** * % |

Z 4| %k | HKk| Kk Vv
Z2 2Z21 238

ZSINS

Z 2 k| kk

Z 1 k| k| kK%

Z 3 k| ko kh | dk

Zz4a|*k | Hh | Kk | kK| kk
| |

Z6 Z25 22 21 Z3

Z5 | NS
zo | *kk | kk

Z 1 *k | kW% *

Z 3 k  kk| k| k&

r_-
Z 4 ok | hkd | hdk | k| koK

Z6 Z5 Zz2 21 23

Z 1 Aliseda arbdorea
Z 2 Matorral de aliso
Z 3 Chopera

0 Otofio; I Invierno; P Primavera;

* k
kk | kk
dk | ok | Kk
1 P O
Pl NS
Ol *% | **
kk | kk | *k
v 1
l P Q
p|**
ol ** | *
VIEZ AR T 2N
[ P

O

Z 4 Sauceda

Z 5 Ladera
Z 6 Pastizal humedo

V Verano
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Tabla 3.XXI Significaciéon de las diferencias entre los

a)

b)

c)

Z4
Z1
Z2

Z3
Zs
Z 4
Z1
Z2

Z6
Z5
Z4
Z1
z2

porcentajes medios de humedad

* % ol **

k| k& Pl ** | NS

hk | kk | kK BEREE AR

Z3 24 2Z1 Vv (@) P

NS

k| k*k

k| kk | kK ol **

*hk | kk | kk |k pl*% | Ng

hhk | khk | kk | kKk | *k Xk | kk | **k

Z6 Z3 25 Z4 ZA1 Vv 0 P

NS

*k | kK

dok | k| kK ol **

hk | k| kKk | kK pl **| ns

Ak | kk | kk | *k| kK IR
L...

23 Z6 25 24 Z1 \'4 O P

Z 1 Aliseda arbdrea

Z 2 Matorral de aliso
2 3 Chopera

O Otoiio;

I Invierno;

Z 4 Sauceda

Z 5 Ladera
7 6 Pastizal hiamedo

P Primavera;

V Verano
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3.3. AnAlisis microbioldgicos.

A continuacién se detalla el estudio de las comunidades
de microorganismos edaficos que desempeiian un papel
fundamental en 1la degradacién de la materia organica
nitrogenada al mineralizar el nitrégeno dentro de los
ecosistemas terrestres. Los analisis se dirigen a dilucidar
el tamafio y la actividad de dichas comunidades en las
fracciones de suelo donde se determinaron las variables
fisico-quimicas citadas, estudiando las variaciones

estacionales y espaciales.

Se incluye un analisis de la densidad de la microflora
total a fin de conocer la proporcion relativa de las

poblaciones que se estudian.

3.3.1. Densidad de la microflora total

El nimero mas probable de microorganismos totales en las
fracciones de suelo analizadas es del orden de 10~
microorganismos/g de suelo (tabla 3.XXII1). Los datos oscilan
entre 62x107 microorganismos/g de suelo en el rizoplano de
los arboles de aliso en el otoiio y 1los 0.54x107 en el
pastizal durante el invierno, que representa el 0.87% de la

densidad maxima bajo los alisos.

En las cuatro estaciones y en las tres zonas referidas
al sistema radical los resultados mas altos se registran
entre los alisos sobre todo en 1la zona 1, aungue entre 1o0s
chopos y los sauces el NMP es elevado. La densidad desciende
en los controles sin vegetacion lefiosa, con diferencias

egscasas entre ambos (figura 3.17). El andlisis de la varianza
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Tabla 3.XXII Densidad media de la microflora total (x107)

Rp 6&62.00+8,79
£0.00+8,37
Da  7.80+1.12

Rp 32.00%5.40
I Rf 30.40%9,31
Do 5.30x1.01

Rp 34.00%10.5
P R&. 53.00%x7.44
Do 4.4Q+0.79

Rp 37.50%%,43
V Rf 35.60%11.S5

Do 5.70%1.01

12 73
51.00£10.9  31.6017.4%9
S0.00%£10.5 30.30%46.52

5.20%£1.13 4.39%1.04
X0.90+4.15  19.460%3.86
28.90+6.04 18.2013.57
4,200,784 2.44%0,.59
42.0025.40 26.9034.09
41.4017,.67 25.70+5.86
S.00x0.81 3.34%0.61
23.4015.87 23.8015.21
31.80%7,65 22.00%15.54
4.4020.71 2.79+0.48

32.50x4.00
32.00£4. 60
4.5241.51

21.80%46.27
19.90+5.1&6
2.84%0.72

27.50%3.87
25.20%4.34
3.6310.94

22.80%4.51
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de las zonas con arboles (tabla 3.XXVII) indica gque las
diferencias son significativas (p<0.01 y F=15.1). Los ANOVA
de los datos del rizoplano, de la rizosfera y del dosel junto
con las zonas 5 y 6 ratifican que las variaciones no se deben
al azar. En el casc del rizoplano la F es 37.9 (tabla
3.XXVI1I), en 1la rizosfera, 30.1 (tabla 3.XXIX) y en el
agrupamiento del dosel, 26.8 (tabla 3.XXX), datos que se
corresponden con un grado de significacidon superior al 99%.
En las tablas de comparacidén entre medias (tabla 3.XXXI) no
aparecen variaciones entre la chopera y la sauceda, perc si
entre éstas, la aliseda y las zonas sin arbolado. E1 NMP de
la microflora total de los alisos de porte arbdoreo, tanto en
la rizosfera como en el rizoplano es mayor que el NMP de
microorganismos en los alisos arbustivos, aungue las
diferencias no son significativas. Sin embargo, cuando se
considera el dosel de 1los alisos, aparecen diferencias
sensibles (p<0.01).

Los cambios estacionales se indican en la figura 3.17.
En las tres graficas aparece el otofio como la época mas
favorable para el desarrolio de 1los microorganismos y el
invierno como la estacidon en que se detecta el NMP menor. En
las gonas 5 y 6 las diferencias son minimas. Los analisis de
la wvarianza de los resultados de las seils zonas detectan
diferencias muy significativas (p<0.0l1), salvo cuando se
asocian los datos del dosel y de las zonas sin vegetacion
lefiosa {p<0.05). En los cuadros de comparacion entre medias
se observa que la densidad de la microflora total es elevada
en otofio y en primavera, estacicones entre las que no se
aprecian variaciones significativas, mientras que en verano e
invierno, en mayor grado en esta ultima, disminuye el NMP de
microorganismos. Ambas estaciones son muy homogéneas y no se

diferencian entre si.
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La grafica 3.18 refleja las fluctuacicnes del NMP en el
rizoplano, la rizosfera y el dosel de las plantas durante el
afio. La densidad de la microflora total desciende bajo el
dosel de las plantas en las cuatro estaciones y el rizoplano
y la rizosfera apenas difieren. E1 ANQVA sefiala +wvariaciones
no debidas al azar (F=108.9 y p<0.01) y 1la tabla de
comparacion entre medias indica gue la densidad de
microorganismos en el rizoplano es mayor gue la media
rizosférica, a pesar de que estos datos no expresan
variaciones significativas. La media del NMP bajo dosel es
del orden de 7 veces inferior a la media de densidad en el
rizoplano vy en la rizosfera. Estas variaciones no se deben al

azar.

Las interacciones de los tres factores de wvariacion
detallados difieren en el grado de significacion. Los ANOVA
no detectan variaciones significativas en las interacciones
estacidn-zona y estacion-sistema radical, ni cuando se
considera el efecto triple, estacidn-zona-sistema radical. La
interaccién zona-sistema radical (F=2.5) es significativa al

nivel de p<0.05.

3.3.2. Densidad de la microflora proteolitica

El NMP de microorganismos proteoliticos se expone en la
tabla 3.XX111. La densidad de los microorganismos es del
orden de 100 veces menor que la densidad de 1la microflora
total y 1los resultados oscilan entre 58x10°% microorganismos/g
de suelo en el rizoplano de los arbecles de aliso durante el

otofio ¥y 0.8x10% en el pastizal y ladera durante el verano.
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Las variaciones entre zZonas {figura 3.19) se
caracterizan porque son muy uniformes. Los datos mas altos se
aprecian en ambas poblaciones de alisos. En las cuatro zonas
control (chopera, sauceda, ladera vy pastizal) no aparecen
cambios de gran relieve. En las cuatro estaciones la densidad
inferior se observa en las zonas carentes de vegetacion

arhérea.

El andlisis de la varianza (tabla 3.XXVII) revela que
las diferencias entre los alisos y las zonas control con
vegetacidén lefiosa son significativas (F=33.44, p<0.0l1). Los
ANOVA de las zonas 5 y 6 con el rizoplano, la rizosfera y el
dosel, sefialan variaciones entre zonas no debidas al azar
(p<0.01). La comunidad proteolitica de los arboles de aliso
es significativamente mayor (p<0.01) a la que se encuentra en
los matorrales de aliso, chopos y sauces (tabla 3.32). En la
aliseda mas joven la densidad de microorganismos es
intermedia entre los resultados de la aliseda arbb6rea y de

los chopos vy de los sauces, entre los que no hay diferencias.

Los cambios estacionales se representan en la figura
3.19. En el rizoplano la densidad mas elevada se aprecia en
el otofio, sin embargo, en la rizosfera y en el dosel el NMP
mayor de microorganismos corresponde a la primavera. En
invierno y verano desciende el NMP de microorganismos, pero
de forma poco importante, pues en invierno 1la comunidad

proteolitica alcanza el 82% de la que aparece en el otofo.

Los analisis de la varianza de 1los cuatro conjuntos de
datos no revelan diferencias grandes entre las estaciones,

porque en ningin casc p es inferior a 06.05.

Las variaciones entre el rizoplano, la rizosfera y el

dosel se representan en 1la figura 3.20. La densidad
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proteolitica es superior cerca de los alisos, chopos y sauces
en todas las épocas de muestreo. En el rizoplano aparecen los
resultados mas altos del NMP, descienden en la rizosfera y en
el dosel la comunidad proteclitica es menos abundante. E1
ANOVA manifiesta que estas diferencias no se deben al azar,
con F=126.7 yv p<0.01. El1 cuadro de comparacidn entre medias
indica que la densidad de la microflora proteolitica en la
rizosfera es significativamente menor que en el rizoplano

(46.86% menor) y desciende aan mas bajo dosel.

Las interacciones estacidOn-zona ¥ estacidn-sistema
radical no son significativas, pero, con F=9.28, la
interaccidéon zona-sistema radical wvaria significativamente
{p<0.01).

3.3.3. Densidad de la microflora amonificante

La microflora amonificante es 10 veces menor que la
microflora total y superior en el mismo nivel a los

microorganismos proteoliticos (tabla 3.XX1IV).

Los valores del NMP oscilan entre 67x10¢
microorganismos/qg de suelo en las fracciones del rizoplano de
los alisos mas desarrollados durante el otofio y 0.57x10¢
microorganismos del pastizal en invierno, 1lo que indica

fuertes variaciones entre los puntos de muestreo.

La densidad de microorganismos amonificantes en las
cuatro zonas arboladas y en las dos zonas sin vegetaciodon
lefiosa durante el afic aparece en la figura 3.21. Las
variaciones del NMP discurren paralelas a las registradas en
la comunidad proteolitica. Las comunidades mas numerosas de
microorganismos amonificantes se localizan en la aliseda, la

densidad desciende en la chopera y sauceda y los resultados
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menores se registran en la zona en pendiente y en el pastizal
himedo. Los analisis de la wvarianza indican que las
diferencias entre las seis zonas son significativas {p<0.01)
y la tabla de comparacion entre medias (tabla 3.XXXIII) de
los datos de las zonas con alisos, chopos y sauces manifiesta
que la densidad mayor de microorganismos productores de
amonio se localiza bajo los alisos de porte arbdreo y que
entre la sauceda y la chopera no hay diferencias

significativas.

Los cuadros de comparacion entre medias de 1los
resultados del rizoplano, rizosfera y de las zonas sin
arboles también reflejan densidades mayores de microflora
amonificante en torno a los alisos, resultados intermedios en
los chopos y sauces y las comunidades menores en el pastizal
¥ ladera. Entre 1los alisos y 1las zonas restantes las
variaciones son significativas (p<0.01), pero no asi entre
los chopos, sauces y ambas zonas sin vegetacién lefiosa,
excepto en la asociacion de 1los datos rizosféricos y del

pastizal y ladera (p<0.01).

La grafica 3.21 refleja 1los cambios estacionales. Las
comunidades de microorganismos aumentan en el otofio y en 1la
primavera y en las dos estaciones d4de temperaturas mas
extremas desciende el NMP de microorganismos. Estas
variaciones son escasas como se refleja en los ANOVA, pues no

manifiestan diferencias significativas en ningan caso.

El efecto del sistema radical se observa en la figura
31.22. La microflora productora de amonio es muy superior en
el rizoplano de las plantas durante todo el afio. La densidad
de microorganismos desciende segun aumenta la distancia al
sistema radical de las plantas y, bajo el dosel, aparecen las
comunidades menos numerosas. El analisis de 1la varianza
indica para esta fuente de variacion una F=85.5 y p<0.01l. La

tabla de comparacion entre medias sefiala gque la microflora
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amonificante del dosel es inferior de la que se encuentra en
el rizoplano y en la rizosfera (p<0.0l1). Por su parte la
densidad de microorganismos de la rizosfera representa el
42.75% de la que habita en el rizoplano. '

Las interacciones de las tres fuentes de variaciédn no
son significativas salvo cuando se analiza la interaccion

zona-sistema radical (p<0.01).

3.3.4. Densidad de la microflora nitrificante nitrosa

La densidad de microorganismos que oxidan el amonio
hasta nitrito es baja (tabla 3.XXV) y menor que la registrada
en los grupos fisioldgicos antes citados pues los datos del
NMP de este grupo oscilan entre 37400 microorganismos/g de
suelo del dosel de la aliseda mas desarrollada eﬁ‘el verano Y
1840 microorganismos/g de suelo de 1la rizosfera de las zonas
con matorrales de aliso ¥ sauces en el invierno y en la

primavera, respectivamente.

La figura 3.23 refleja variaciones importantes entre las
seis zonas estudiadas. Los resultados mas elevados aparecen
en la chopera Yy sauceda. Por el contrario los resultados
inferiores del NMP se registran en las dos zonas Sin
vegetacidn arbdérea, mientras que bajo los alisos, zonas 1 vy

2, los datos son intermedios.

El ANOVA de 1los datos de las cuatro zonas arboladas
indica gque las diferencias no se deben al azar (p«<0.01 ¥y
F=4.8). La prueba LSD (tabla 3.XXXIV) refleja que las
variaciones entre las plantas diazotroficas no son
significativas pero que hay diferencias (p<0.01}) entre la
zona 1 y las zonas 3 y 4. La comunidad nitrificante nitrosa

de la zona con arboles de aliso supone el 74.29% vy el 74.76%
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del NMP de microorganismos de las zonas con sauces y chopos

respectivamente.

Los analisis de la varianza de las dos zonas sin arboles
y de cada una de las tres zonas delimitadas respecto al
sistema radical presentan también diferencias significativas
{(p<0.01).

La densidad de microorganismos que aparecen en el
rizoplano y en la rizosfera de todas las zonas es menor gque
en el pastizal y en la ladera. Los cuadros de comparacion
entre medias manifiestan que dichas variaciones son
significativas. Pero no se observan diferencias en el
rizoplano de las zonas con alisos, chopos y sauces, ni
tampoco a nivel de rizosfera.

La tabla de comparacién entre medias de los datos del
dosel, del pastizal vy de la zona en ladera sefiala que, como
en los casos anteriores, los controles sin vegetacidn lefiosa

presentan resultados significativamente menores (p<0.01}.

Las vwvarliaciones en el segundo factor objeto de estudio,
la estacidn, se reflejan en la figura 3.23. La densidad mas
elevada de microorganismos se encuentra en verano, desciende
en otoiio y es menor en primavera y en invierno. Los analisis
de la varianza establecen diferencias estaciocnales

significativas en un 99%.

Los cuadros de comparacidon entre medias indican que hay
variaciones (p<0.01) entre el verano, 1a‘ép0ca con NMP mayor,
y las demds estaciones. La densidad de microorganismos
desciende en otofio y en primavera, estaciones que no difieren

de forma significativa, y es mas baja en invierno.
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Tabla 3.XXV Densidad media de la microflora nitrificante
nitrosa (x10=) :

Z1 2 zZ3 Z4 . -3 s
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Las variaciones entre el rizoplano, la rizosfera y el
dosel de las zonas 1, 2, 3 y 4 durante todo el afo se observa
en la figura 3.24. El1 analisis de la varianza revela
diferencias significativas (p<0.01) entre rizoplano,
rizosfera v dosel. La prueba LSD confirma que la densidad
mayor de microorganismos aparece en el dosel de las cuatro
zonas con arboles y es superior en un 87.51 % y en un 89.05 %
al NMP de la microflora nitrificante nitrosa que aparece en
el rizoplano vy en la rizosfera. Entre estas dos dltimas zonas

no se observan variaciones significativas.

Los analisis de la varianza indican gque la interaccidn
estacién-zona no es significativa en ningan caso, pero sin
embargo las interacciones zona-sistema radical y
estacion-sistema radical wvarian por causas ajenas al azar
{p<0.01).

3.3.5. Densidad de la microflora nitrificante nitrica

Los valores del NMP de microorganismos que oxidan el idn
nitrito hasta nitrato se expresan en la tabla 3.XXVI.

El NMP de microorganismos nitrificantes nitricos supera
la densidad de la microflora nitrificante nitrosa en todos
los puntos de muestreo. Los datos del NMP oscilan entre
10600 microorganismo/g de suelo en 1la rizosfera de 1los
matorrales de aliso durante el invierno y 140000 en el dosel

de los sauces durante la época de estio.

A pesar de gue la densidad de microorganismos nitricos
es mas elevada que la de la microflora nitrosa las

variaciones en ambos grupos eveolucionan de forma parecida.
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Las diferencias entre las zonas se representan en las
grafica 3.25. Los suelos mas ricos en microorganismos que
producen nitrato pertenecen a las zonas con chopos y sauces.
En las alisedas se observa la densidad menor, mientras que en
los puntos de muestreo carentes de vegetacit6tn arbdrea aumenta
el NMP de microorganismos. Los ANOVA demuestran gque las

variaciones entre las zonas no se deben al azar (p<0.01).

En todos 1los casos los cuadros de comparacion entre
medias (tabla 3.XXXV) no sefialan diferencias significativas
entre las dos alisedas, ni entre los chopos y los sauces.

La grafica 3.2 ilustra las diferencias entre las
estaciones. El verano es la época del afio mas favorable para
el desarrollo de estos microorganismos. Las vwvariaciones

estacionales son significativas (p<0.01).

Las tablas de comparacidn entre medias muestran que la
densidad de microorganismos en verano es significativamente
mayor dque en las restantes estaciones y también establecen
gque los valores mas bajos se alcanzan en la época invernal.
Sin embargo los datos dé la primavera a nivel del rizoplano y

del otoiio en la rizosfera superan los resultados del estio.

Las variaciones en el rizoplano, rizosfera y dosel se
observan en la grafica 3.26. La densidad menor de microflora
nitrificante nitrica aparece cerca del sistema radical y el
analisis de la wvarianza indica gque 1las diferencias son
grandes (p<0.01). El1 cuadro de comparacion entre medias
sefiala que, entre rizoplano y rizosfera, no se aprecian
variaciones significativas. En ambas zonas €l nivel de
microorganismos gue oxidan el nitrito no alcanza ‘el 50 % de

la comunidad detectada en el dosel.
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Tabla 3.XXVI Densidad media de la microflora nitrificante

Fig.

P37 $22 §27 923

4

I 1 2
16.40x4,.26 11.60%1.54
14,202,460 14.40%4.58
30.8015.98 29.6045.26
18.20+4,.12 13.6014.74
10.80X1.37 13.60%4.74
24.00%4.53 22.26%3.08
16.6024.056 17.204£2.30
14.40%2.48 13.80x2.78
24.40+10.4 2B8.20+1.93
16.20%1.71 18.20%1.45
16,402,489 19.00%3.84
40.40%7.89 29.0025.59

nitrica (x10=2)

23.40%3.24
24, 40%5.23
70.0017.48

16.6022 55
19.00%4.71
34. 603,77

23.80X4.546
20.480%E2.946
49,6516, 58

33.40+4.30
28.80%2,0%
114,001368.0

Rizoplanc

W Atlasdt acbéan
7 Sauvceda

Matorral de alleo
5 Laders

[Z3 Chopera
C3 Pastinu

24.4012.94
25.2043.03
&8.0015.93

19.80x2.20
20.8011.84
4%.6014.58

30.460+4.85.

24. 002,867

77.60%156.6.

35.40+£3.73
326.8013.56

140.00237.1

49.60%+46.58

35.6013.89

41.40%x5.27

T2.00x10.8.

42,.8016.64

37.80t5.44

45.4027.37

593.80x210.0

- v o D

Rizoplanc
Rizosfera
Dosel

Otofio

Inviernc
Primavera
Verano

3.25 Variaciones estacionales y entre zonas de la densidad
media de la microflora nitrificante nitrica (x103)
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Las interacciones estacion-sistema radical Y
zona-sistema radical son significativas (p<0.01). Por el
contrario la interaccion estacidon-zona y la interaccidn de

los tres factores no lo son.
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Tablas 3.XXVII a 3.XXX. Significacion de los ANOVA (F) del
NMP de microorganismos
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Tabla 3.XXVI1I ANOVA de los datos del NMP del rizoplano, rizosfera
~ y dosel. Se indica la F y la significacién
FUENTES DE VARIACION
1 2 3 4 5 6 7
Microflora 9.7 15.1 108.9 0.6 2.5 1.8 0.2
total (%%) {%%) {x%x) (NS) (%) (NS) {NS)
Protecliticos 1.8 33.4 126.7 0.2 9.3 0.3 0.2
(NS) (=) (*%+) (NS) (*x) (NS) (NS)
Amonificantes 0.8 43.8 85.5 0.3 18.8 0.4 0.3
{NS) (%x%) (#**x) ([NS) {*%x) {NS) {NS)
Nitrificantes 17.9 4.8 529.9 0.4 4.5 9.3 0.4
nitrosos (x%) (*=%) (x%) (NS) (%%) (*%) (NS)
Nitrificantes 10.6 20.9 52.9 1.9 6.3 3.6 0.9
nitricos (x%x) (*%) (*%x) (NS) (%) (%) (NS)
Fuentes de variacion:
1l Estacidn
2 Zona
3 Sistema radical
4 Interaccion Estacioéon - Zona
5 Interaccidon Zona - Sistema radical
6 Interaccion Estacidén - Sistema radical
7 Interaccién Estacién - Zona - Sistema radical
Significacibén: *x p<0.01
* p<0.05

NS no significativo



Tabla 3. XXVIII ANOVA de los
sin arboles.
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datos del NMP del rizoplano y zonas

Se indica la F y la significacién

FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Microflora 4.8 37.9 0.8
total (*x) {%x%) (NS)
Proteoliticos 0.7 59.9 0.7
’ (NS) (%) (NS)
Amonificantes 0.5 35.5 0.3
(NS) {(%*%) {NS)

Nitrificantes 10.3 5.5 0.2
nitrosos (%%} (%) (NS)
Nitrificantes 4.4 22.6 0.5
nitricos (*x) {(xx) (NS)

Fuentes de wvariacion:
1 Estacidn
2 Zona

3 Interaccion Estacidéon - Zona

Significacidtn: xx p<0.01

NS no significativo



Tabla 3. XXVIX ANOVA de los datos del NMP de la rizosfera y

de las zonas sin arbholes.

significacion

Se indica 1la F ¥y la

150

FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Microflora 4.3 30.1 0.7
total (*x*x) (**) (NS)
Proteoliticos 1.2 35.7 0.2
(NS) (%) {NS5)

Amonificantes 0.9 162.4 0.2
(NS) (%x) (NS)

Nitrificantes 8.8 8.9 0.5
nitrosos (%x%) {x%) (NS)
Nitrificantes 4.9 24.8 0.2
nitricos (%) (%) (NS)

Fuentes de wvariacidn:
1 Estacion
2 Zona

3 Interaccion Estacion - Zona

Significacion: #x p<0.01

NS no significativo
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Tabla 3. XXX ANOVA de los datos del NMP del dosel y de las zoconas
sin arboles. Se indica la F ¥y la significacidn

FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Microflora 2.7 26.8 0.2
total (%) (%) (NS)
Proteoliticos 0.8 19.7 0.2
{NS) (%%) (NS)

Amonificantes 2.6 36.5 0.2
{(NS) (**%) {NS)

Nitrificantes 14.0 48 .4 1.2
nitrosos (%x%) (**) {NS)
Nitrificantes 7.2 9.2 1.3
nitricos (*x%) (x%) (NS)

Fuentes de variacion:
l Estacion
2 Zona
3 Interaccion Estacidén - Zona

Significaciétn: #& p<0.01
* p<0.05
NS no significativo
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Tablas 3.XXXI a 3.XXXV. Significacidon de las diferencias de
la densidad microbiana entre las estaciones del afio, las
zonas de muestreo y las zonas respecto al sistema radical.

En cada tabla se presentan cuatro apartados:

a) Significacion de los datos de 1las observaciones del
rizoplano, de la rizosfera y del dosel.

b) Significacién de los datos de las observaciones de 1las
zonas sin arboles y del rizoplano de las zonas arboladas.

c) Significacion de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y de la rizosfera de las zonas arboladas.

d) Significacién de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y del dosel de las zonas arboladas.

En todas 1las tablas los resultados medios de las
observaciones se disponen en orden creciente de izquierda a
derecha y de arriba hacia abajo.

Significacidén: x* p<0.01
* p<0.05
NS no significativo
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Tabla 3.XXXI Significacién de las diferencias entre 1los
resultados medios del NMP de microflora total

a) Z4|NS V| NS
z2 [ & B &3 p W * Rt * %
Z1|** | *¥*|ns o[ **[**[Ns| Rn|** N8|
Z3 Z4 22 1 v P Do Rt
b) Z5| NS
zZ5 w k| kK
Za|Ww¥k| ¥k Ng V| NS
za ek dede | hk | *d ] * NS
' DIEREIREREL qu Of *k [k ne
Z6 265 23 24 Z2 i v P
c) zs|Ns
73 k| wh
Za|®w|**inNg V| NS
Z32 Wl | veodr | ko | Wk p W NS
Zo{ R ww ek [ W N?J of ¥ * NS]
Z8 Z6 Z3 Z4 Z2 v P
d)
V| NS
NS | NS
ol *| * |ns

Z6 Z6 Z3 Z4 22 | v P

Z 1 Aliseda arboérea Z 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera
Z 4 Sauceda Z 5 Ladera Z 6 Pastizal humedo

QO Otoiio; I Invierno; P Primavera; V Verano

Rp Rizoplano; Rf Rizosfera; Do Dosel



Tabla 3.XXXI1I Significaciéon

de las
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diferencias entre los
resultados medios del NMP de microflora proteolitica

a) Z4|N8 v| NS
R Rl Bl NS | N8 Ri | **
zo[*¥[¥*[**]  olns|[ns[wNs] o [**]|*¥]
Z3 24 22 R VA - Do Rt
b) 261 NS
Z3 ok hw
Za ¥k *k; Ng V| NS
zo Wk | dede | el | Wk NS | NS
deok | dewr [ dewr | e | kW
21} *| Ns [ Ns | NS
78 26 Z3 Z4 22 |l Vv P
c) 26! NS
75 | X N E
24|*% | *h | Ng 1| NS
F 2 Balall B LN W YT O| NS | NS
' RIERAE AR IR RS p| NS | NS Ns]
728 26 23 Z4 Z2 vV | 0
d) zs | NS
Z3! NS (NS
Z4|NS|NS|NS | NS
Zo R ek ke ek | ke NS | NS NS}
26 26 23 Z4 22 vV 1 o©

Z 1 Aliseda arbdrea
Z 4 Sauceda

0 Otoino;

I

Invierno;

Z 2 Matorral de aliso
Z 5 Ladera

Rp Rizoplano;

Rf Rizosfera;

Z 3 Chopera
Z 6 Pastizal hamedo

F Primavera; V Verano

Do Dosel
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Tabla 3.XXXIII Significacion de las diferencias entre 1los
resultados medios del NMP de microflora

amonificante
a) Z4| NS V| N8
z2|kW|kk B{ NS | NS Af | e
zq| k| hk R Oi N8 | N8 Ns] Rp | *% [ **
23 24 Z2 | v P Do Rf
b) Z5| NS
23| NS | NS
Z4/ NSNS | NS V| NS
zo | Wk |k [ ww | xk pINE | NS
IR KR AT **J ol Ns | N8 | N8
Z6 Z6 23 Z4 22 {1 v p
c)
25| NS
Z3 Wk kW
Za|*¥| ¥ Ng V| NS
22 ke | dede | ek | Kk O] NS | NS
AL **l Pl N8 | NS N?J
Z6 Z6 Z3 24 Z2 I v P
d) L
26| NS
23| NS|NS
24| NS|NS|NS V| NS
za | *¥[ewleaTww) P|NS | NS
he e | hh | Wk W
z1 J | *] o|ns|ns[ns|
Z6 Z6 Z3 24 22 I VA

Z 1 Aliseda arbdrea Z 2 Matorral de aliso 2Z 3 Chopera
Z 4 Sauceda Z 5 Ladera Z 6 Pastizal humedo

0 Otofio; I Invierno; P Primavera; V Verano

Rp Rizoplano; Rf Rizosfera; Do Dosel
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Tabla 3.XXXIV Significacién de las diferencias entre los
resultados medios del NMP de microflora nitrificante

nitrosa
a) Z2| N8 pl *
z3a|*%[ns o| **| Ns Rp | N8
z4l**| NS | NS EIIEE **J Do | x| **
Z1 22 Z3 | P Q Rt Rp
b) Z 2| NS
Z3| NB| NS
Za|NS|NS NS P| N8
Z6 L SR X NN X * ol N8 | N8
2g | ®k |k dwl & ”§j MEELE *tJ
21 Z2 73 z4 26 I P O
c) z4[Ns
Z2| N8| NS
Z1{ NS | NS | NS P! NS \
Z6 LA N 2 NS BK X O| NS | NB
L IR NSJ METEET t*J
Z3 Z4 22 Z1 Z5 | P o)
q)
26 NS
LR
z2 e [ W & P| NS
za|wk|wk[He| o ol * | ns
Zal Rk dk |k [ o ”gq NETIEL **1
Z5 Z8 Z1 Z2 Z3 | P Q

Z 1 Aliseda arbdrea Z 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera
Z 4 Sauceda Z 5 Ladera Z 6 Pastizal huamedo

0 Otofio; 1 Invierno; P Primavera:; VvV Verano

Rp Rizoplano; Rf Rizosfera; Do Dosel.
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Tabla 3.XXXV Significacién de las diferencias entre los resultados
medios del NMP de microflora nitrificante nitrica

a) zZ1|Ns P| NS
Za| ¥ k¥ O| NS | N8 Rp | NS
TR AR EEL **] Do | *% *fJ
22 21 Z3 I P 0 Rt Rp
S
Za NS
24{**{NS | NS 0| NS
Z5 Wk | ko [ ded | dek P! N8 | NS
zg | k| Hk | kk 1”—5—1 ke | W NSJ
22 Z1 23 Z4 Z6 I o p
c) z2{Ns |
Z3 LA BN X ]
Z4 LA N 2 NS NS
Zs5 LA R X B2 N NS | NS
- LA BE L EE EBE X NS v * % * NS
Zt Z2 23 Z4 26 I P ©
d)
Z1{ NS
Z5| NS | NS :
Z6&|NS|NS|NS NS
Z3a Ao | deo * * NS NS
Z4 LE SR X2 2R T NEE NS v LA NI R R R
Z2 Z1 26 216 Z3 I P 0O

Z 1 Aliseda arborea

Z 4 Sauceda

0O Otofio; I

Invierno;

Z 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera

Z 5 Ladera

Rp Rizoplano;

Z 6 Pastizal hamedo

P Primavera:; V Verano

Rf Rizosfera; Do Dosel
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3.3.6. Actividad biol6gica de la microflora proteolitica

Los T5H0 que se expresan en la tabla 3.XXXVI reflejan las
variaciones en la actividad biolégica de los microorganismos
proteoliticos. Los datos oscilan entre 0.68 en el rizoplano
de los alisos de porte arboreo durante el verano y 0.79 en

las zonas control sin vegetacidn arbdrea del invierno.

En la fiqgqura 3.27 se observan las diferencias entre las
seis zonas. Los TS50 inferiores aparecen en las fracciones de
suelo que corresponden a las alisedas, por el contrario 1la
microflora proteolitica de las zonas sin Arboles manifiesta
una actividad menor, mientras que en los chopos y en los

sauces los resultados son intermedios.

El analisis de la wvarianza de los T50 de 1las cuatro
zonas primeras (tabla 3.XL) indica que hay diferencias

significativas (F=7.4 y p<0.01).

Los ANOVA de los datos del rizoplano, rizosfera y dosel,
junto con los controles sin arboles reflejan variaciones
significativas {p<0.01), con F de 8.4, 6.2 y 3.7
respectivamente (tablas 3.XLI, 3.XLII y 3.XLIII).

Los cuadros de comparacion entre medias (taﬁla 3.XL1V)
sefialan que la actividad biolagica mayor de la microflora
proteolitica corresponde al bosquete de alisos mas
desarrollados vy las diferencias respecto a 1los sitios
restantes son significativas (p<0.05 y p<0.01). Sin embargo,
cuando se consideran 1los resultados del rizoplano y de las
zonas sin vegetacib6tn lefiosa no se observan variaciones entre
las superficies radicales de los alisos con respecto a los
chopos y 1los sauces. Entre 1los datos rizosféricos y las

muestras del pastizal y de la ladera se advierten diferencias
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de la microflora proteolitica
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solo en el caso de los alisos e igual sucede con el conjunto
de datos del dosel.

Las wvariaciones estacionales a 1lo 1largo dél afio se
representan en la figura 3.27. En las graficas no se aprecian
grandes diferencias entre las cuatro estaciones. La actividad
bioldégica maxima aparece en la estaciétn mas calurosa. Por el

contrario, en invierno se registran los T50 mas elevados.

Los andalisis de la varianza muestran gque las wariaciones
entre estaciones no se deben al azar. E} ANOVA de los datos
de 1la aliseda, chopera y sauceda presenta una ¥F=5.6 y una
p<0.01, Los ANQVA de los TS50 de las dos zonas sin vegetacion
lefiosa vy de cada una de las tres zonas delimitadas respecto
al sistema radical de los alisos, chopos y sauces reflejan

diferencias significativas (p«<0.05) entre las estaciones.

En el cuadro de comparacion entre medias de la rizosfera
y de las zonas 5 y 6, 1la actividad de los microorganismos
proteoliticos en invierno difiere significativamente (p<0.01)
de la que se registra en verano. En los demas conjuntos de
datos la variacidén entre ambas estaciones es significativa al
95%. Las medias de los T50 del invierno y del otoiio varian en
un nivel de p<0.05, excepto cuando se agrupan los resultados
de las fracciones de suelo del dosel y de ambas zonas sin

vegetacidn arbodrea.

La figura 3.28 representa la actividad biolégica de los
microorganismos proteoliticos en el rizoplano, rizosfera Y
dosel. En el dosel aparecen 1los valores mas elevados,
mientras que entre el Trizoplano y 1la rizosfera las
diferencias son escasas. El analisis de la varianza de los
T50 muestra que las variaciones entre rizoplano, rizosfera y

dosel no se deben al azar (F=4.0 y p<0.01).
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El cuadro de comparacion entre medias indica que, segin
nos alejamos del sistema radical, aumentan los valores de los
T50. Aunque no hay diferencias significativasj entre el
rizoplano y la rizosfera, existen entre el rizoplano y el
dosel {p<0.01).

Los analisis de la varianza de los distintos conjuntos
de valores de los T50 indican que en las interacciones de los
tres factores de variacién no se registran diferencias
significativas, por tanto 1la actividad bioldgica de 1la
microflora proteolitica de todas las zonas evoluciona de
forma similar durante el aiio.

3.3.7. Actividad bioldgica de la microflora amonificante

La actividad bioldgica de los microorganismos
amonificantes se expresa en la tabla 3.XXXVII. Los T50
oscilan entre 0.58 en el rizoplano de los arboles de aliso en

otofic y 0.74 en la ladera en verano e invierno.

En la figura 3.29 se representa 1la variacion de 1la
actividad amonificante en las distintas zonas. Las graficas
resaltan los T50 mas elevados en las zonas sin. Aarboles,
mientras gque en 1la aliseda constituida por ejemplares mas

desarrollados se observan los resultados menores.

El analisis de la varianza de los T50 de las zonas con
alisos, sauces y chopos sefiala diferencias con F=8.3 y p<0.01
(tabla 3.XL}). El1 ANOVA de los datos del rizoplano y de las
zonas sin vegetacion lefosa manifiesta también variaciones no
debidas al azar entre los puntos de muestreo {(tabla 3.XLI).
Lo mismo sucede en los ANOVA de 1las muestras rizosféricas y
de ambas zonas libres de arbolado, y de éstas con los datos
del dosel (tablas 3.XLI1 y 3.XLIII). Para el rizoplano la F
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del TS50 de la microflora amonificante
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es 20.7 (p<0.01), para la rizosfera, 9.1 (p<0.0l1) y para el
dosel, 2.4 (p<0.05).

Los cuadros de comparacidon entre medias (tabla 3.XLV)
confirman que, tanto en el rizoplano como en la rizosfera de
los alisos, aparece la comunidad amonificante mas activa,
mientras gque en las zonas 5 vy 6 los microrganismos
productores de amonio se encuentran en un estado fisioldgico
de actividad menor y estas variaciones son significativas
{(p<0.01). Los T50 de 1las zonas con chopos y sauces no
difieren significativamente entre si. Sin embargo los T50 del
dosel Y de las ZONnas sin arboles no varian
significativamente, excepto cuando se comparan 1os datos del
dosel de la aliseda de porte arboreo con los T50 de las zonas
5 v 6 y de la zona con chopos. En estos casos las diferencias
son significativas al 99 y al 95%, respectivamente.

Las variaciones estacionales se representan en la figura
3.29. El otoifio vy la primavera son las estaciones en las gque
la microflora productora de amonio alcanza wuna actividad
bioldgica superior, que disminuye en las dos estaciones de

condiciones climaticas mas extremas.

El analisis de la varianza de los T50 de las cuatro
zonas arboladas indica que las variaciones estacionales son
significativas al 99% con F=9.8. Las diferencias también son
significativas (p<0.01 y p<0.05) en los ANOVA de los TS50 del
rizoplano y de 1la rizosfera con 1las zonas sin arboles, con
resultados de 1la F 7.4 v 3.9 respectivamente. En elIANOVA del
dosel y de las zonas sin vegetacion arbdrea no se aprecian

variaciones significativas.

Las comparaciones entre las medias de 1los T50 en los
cuatro conjuntos de datos sefalan que en invierno la
actividad amonificante es mencor. En ningin caso se advierten

variaciones significativas entre 1las medias de los T50 de
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verano e invierno. El1 hecho se repite en las dos estaciones
con actividad mayor, otofio ¥ primavera, aungue en el octofio se
registran los T50 mas bajos, menos cuando se consideran los
resultados del pastizal, 1ladera vy rizosfera de 1las cuatro
zonas arboladas.

Las variaciones entre el rizoplano, rizosfera y dosel se
representan en la figura 3.30. La actividad maxima
corresponde al rizoplano y en el dosel aparece la microflora
amonificante menos activa. El1 analisis de la varianza de los
T50 muestra que las variaciones son significativas (F=37.9 y
p<0.01). La tabla de comparacidon entre medias manifiesta

variaciones entre las tres zonas (p<0.01).

Al iqual que en el estudio de 1la actividad bioldgica de
la microflora proteolitica las interacciones no seifialan

variaciones significativas.

3.3.8. Actividad bioldgica de la microflora nitrificante
nitrosa
La tabla 3.XXXVIII muestra los datos de la actividad
nitrificante nitrosa. Los resultados oscilan entre 1.08 en la
ladera durante el verano y en el dosel de la sauceda durante
el invierno y verano y 1.39 en el rizoplano de los alisos mas

desarrollados en invierno.

La figqura 3.31 presenta las diferencias entre las seis
ZONas . Los T50 menores aparecen en las zonas control sin
arboles, mientras que en las zonas con alisos la actividad
biologica disminuye y en 1la chopera vy sauceda los resultados

son intermedios.
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Z1 12 3 I 4 293 26
Rp 1.36%0.04  1,3710.02 1.2340.03. 1.1820.02
O _Rf 1.35+0.01 1.35+0.01 1.23+0.03 1.1730.03
Do 1.15%0.01 1. 1540, 03 1.2920.01 . 1.28+0.03  1.16%0.02 1.15%0.03 .
Rp 1.39+0.02 1.3810.02 1.2020.03 . 1.2120.02 . ‘
I R¥ 1.36%0.01 1.3720.02 1.24x0.02 1.20+0,.01 . .
Do 1.16%0.0t 1.2910.01 1.31%0.01 1.0820.01 1.1920.02 . 1.20%0.02.
.Rp 1.33%0.01 1.35+0,02 1,.2320.01 1.20%0.02
P Rf 1.35%0.02 1.3520.01% 1.17+0.03.. 1.1810.01. .
Do 1.1210.04 1.12+0.03 1.28+G.01 1.2910.01 1..1240.03 .. 1.17%0,01
Rp 1.3220.01 . 1.3340.01 1.1640.02 . 1.18+0.02
vV . Rf 1.33+0.01 1.3340.02 .1.19%0.03 1.18+0.03
Do 1.17%20.03  1.27$0.02 1.30£0.01 1.08%0.03 .1.0840.03  1.12+0.03
T§ gl
:z %',— L
i 87 B
N N 7] i
§3 \;?: i
3‘: N I
: LA B
N N Y
Rizcatara
21 Aliseda arhorea
T 2 Matorral de aliso
7 3 Chopera
7 4 Sauceda
1 5 Ladera
1 # Pastizal himedo
Rp Rizoplano
Rf Rizosfera
Do Bosel
0 tofo
Bl Allaeda arbores £ Matorral de ailso 0 Chopera 1 Inyiarno
8auceda 5 Ladera [ Pastizat P Primavera
Vv  Verano
Fig. 3.31 Variaciones estacionales y entre zonas del T50

de la microflora nitrificante nitrosa
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El analisis de la varianza de los T50 de las cuatro
primeras zonas manifiesta que las diferencias son
significativas (p«<0.01, tabla 3.XL). Los cuadros de
comparacion entre medias (tabla 3.XLVI) reflejan que las
variaciones no se deben al azar (p«<0.0l) y gque en el
rizoplano v en la rizosfera de ambas alisedas se registran
actividades menores gque en las zonas no arboladas. Sin
embargo no se aprecian diferencias significativas entre el
dosel de los alisos y 1los resultados de ambas zonas sin

vegetacidn leifiosa.

Las variaciones estacionales aparecen en la figura 3.31.
En 1los anllisis de 1la varianza se observan variaciones
significativas (p<0.01), salvo cuando se consideran los
valores de 1las zonas S5 vy 6 y del dosel de las cuatro zonas
con arboles. La tabla 3.XLVI manifiesta gque en el verano la
actividad biolégica nitrificante nitrosa es mayor y no
difiere significativamente de los resultados de la primavera,
excepto cuando se considera el conjunto de datos de las zonas
5 v 6 y de 1la rizosfera de las cuatro zonas primeras
{p<0.05}. Entre la primavera y el otofic no se advierten
diferencias, ni entre esta dltima estacidtn y el invierno,

donde aparecen los datos mas elevados de los T50.

La figura 3.32 representa la actividad bioldgica en el
rizoplano, rizosfera y dosel. En las graficas se observa que
el rizoplano es la regidén con datos mas altos del TS50 entre
los alisos. Por el contrario en los chopos y en 10s sauces la

micreflora nitrificante nitrosa se activa.

El analisis de la varianza muestra que las diferencias
entre el rizoplano, la rizosfera y el dosel no se deben al
azar (F=41.6 y p<0.0l1). El1 cuadro de comparacidon entre medias
{tabla 3.XLV1) indica que la actividad de los microorganismos

nitrificantes nitrosos es superior en el dosel y disminuye
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cerca del sistema radical, pero noc se aprecian variaciones

significativas entre el rizoplano y la rizosfera.

El ANQOVA de 1los TS50 de las zonas con alisos y de las
zonas control con vegetacién lefiosa expresa que hay
variaciones significativas (p<0.01} en 1las interacciones
estacién-zona, zona-sistema radical y estacidén-zona-sistema
radical. Sin embargo los ANOVA de las zonas sin arboles con
el rizoplano y rizosfera no manifiestan variaciones en la

interaccion estacion-zona.

3.3.9. Actividad biolégica de la microflora nitrificante
nitrica

Los resultados del T50 del grupo nitrificante nitrico se
exponen en la tabla 3.XXXIX. El dato m&s elevado, 1.18,
aparece en el pastizal en otofio ¥ en el dosel de los A&rboles
de aliso en invierno, el limite inferior, 1.07, corresponde a
1os chopos en las fracciones de suelo del dosel en primavera
¥ en verano.

Las variaciones entre las zonas se expresan en‘la figura
3.33. Los T50 menores se observan entre 1los sauces Yy la

actividad bioclégica menor se encuentra en el pastizal.

Los analisis de 1la wvarianza de los T50 reflejan gue hay
variaciocnes significativas (p<0.01) entre las zonas. La tabla
de comparacién entre medias (tabla 3.XLVII) manifiesta que
las diferencias mas acusadas se registran entre las zonas sin
arboles y 1las fracciones del dosel de 1las cuatro zonas
restantes, mientras que las variaciones son mencs acusadas a
nivel del rizoplano y de la rizosfera. En estos dos casos la
actividad bioldgica mayor aparece en la sauceda que difiere
de las zonas control libres de vegetacion lefiosa (p<0.01).

Las zonas con alisos varian de forma significativa entre si,



Tabla 3.XXXIX Resultados medios del T50 de la microflora

a Re
Rf
Do
1. Rp
R¥f
Do
P Rp
R¥
Do
v Rp
R
Da

nitrificante nitrica

1,15+20.02
1.15%0.01
1.1420.0t

1.1720.01
1.1120.02
1.18120.01

1.13%£0.01
1.14£0.02
1.1520.02

1.1020.02
1.1620.02
1.1240,02

1.1420.01
1.1420.01
1.1120.01

1.1520,01
1.1520.02
1.13%0.03

$.1310,02
1.1320.02
1.081£0.03

1.1230.02
1.1320.01

1,1120.02 .

1,154G.01

1.1320.01

1.1340.01

. 1.1220,02

1.1420.02
1.1120.02

1.14%0,01
1.13%0.01
1.1026.01.

1.0920.01.
1.09%0,.01

1,1420,02.

14

1.14 4

1.1 9

108 4

Rtmoplang

. - -

18

1.1:30,02
1.0920.02
1.0820.03

1.1230.01.
1.1420.02.
1.1130.02

1.1320,.01
1.1320.02.
1.0710.01

i.10x0.02

1.0910,02

1,071£0.03

1.15610.01

1.1510.01

1.1420.01

i.14+0,01

- 1.1820.01

1.17%0.01

. 1.1120.01

1.0720.02
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Fig. 3.33 vVariaciones estacionales y entre zonas del T50
de la microflora nitrificante nitrica
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cuando se consideran las fracciones de suelo del dosel.

La figura 3.33 representa la actividad de la microflora
nitrificante nitrica durante el afo. Las wvariaciones
estacionales son escasas. Los ANOVA de los T50 de las cuatro
zonas arboladas y del conjunto de datos del rizoplano y de
los controles sin aArboles reflejan diferencias significatiwvas
(F=3.5, p<0.05 y F=4.5, p<0.01 respectivamente).

La prueba LSD (tabla 3.XLVII) manifiesta que el verano
es la estacidn de actividad bioldgica mayor y difiere
significativamente del invierno cuando la actividad de los

organismos nitrificantes nitricos es menor.

Las variaciones en el tercer factor, la proximidad al sistema
radical, se observan en la figura 3.34, y el ANOVA indica que

no son significativas.

Las interacciones de 1los tres factores considerados tampoco

presentan diferencias significativas.
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Tablas 3.XL a 3.XLIII. Significacion de los ANOVA (F) de los
T50
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Tabla 3.XL ANOVA de los datos del T50 del rizoplano, rizosfera y
dosel. Se indica la F y la significaciédn

FUENTES DE VARIACION

Proteoliticos 5.6 7.4 4.0 0.2 Q.07 0.09 0.08
(*%) (%x) (x%x) (NS) (NS) {NS) (NS)

Amonificantes 9.8 8.3 37.9 0.5 0.4 0.9 0.2
(x%x) (*x%x) (x%x) (NS) (NS) (NS) (NS)

Nitrificantes 3.8 59.1 41.6 3.7 41 .7 0.8 5.1
nitrosos (*) (%x) (x%) (=%x) (*%) (NS) (x%)
Nitrificantes 3.5 6.9 2.6 0.6 1.4 1.0 0.9

nitricos (*) (*%) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS)

Fuentes de variacién:

Estacion

Zona

Sistema radical

Interaccion Estacioén - Zona

Interaccidon Zona - Sistema radical
Interaccidén Estacidn - Sistema radical
Interaccidn Estacidon - Zona - Sistema radical

~S U A WA

Significacidn: *% p<0.01
* p<0.05
NS no significativo



Tabla 3. XLI ANOVA de los datos del T50 del rizopland y de las

zonas s8in arboles. Se indica la F vy la significacién
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FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Proteoliticos 3.1 8.4 0.2
(*) (xx) {NS)

Amonificantes 7.4 20.7 0.4
(#%) (%%) (NS)

Nitrificantes 8.3 68.7 0.9
nitrosos (*%) (%x=%) {NS)
Nitrificantes 4.5 3.5 1.5
nitricos (*%) (%xx%) (NS)

Fuentes de variacién:
1 Estacion
2 Zona

3 Interaccion Estacion - Zona

Significaciétn: =%* p<0.01
* p<0.05

NS no significativo
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Tabla 3. XLII ANOVA de los datos del TS50 de la rizosfera y de las

zonas sin arboles.

Se Indica la F y la significacidn

FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Proteoliticos 3.4 6.2 0.1
(*) (%) (NS)

Amonificantes 3.9 9.1 0.3
(*) (**) (NS)

Nitrificantes 5.7 60.6 0.6
nitrosos (**) (%%) (NS)
Nitrificantes - 0.9 3.6 1.5
nitricos (NS) (*x=) (NS)

Fuentes de variacion:
1 Estacion
2 Zona

3 Interaccion Estacidén - Zona

Significacibtn: % p<0.01
* p<0.05

NS no significativo
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Tabla 3. XLIII ANOVA de los datos del TS50 del dosel vy de las zonas
sin arboles. Se indica la F y la significacién

FUENTES DE VARIACION

1 2 3

Proteoliticos 3.0 3.7 0.1
{(+) (%xx) (NS)

Amonificantes 2.6 2.4 0.1
(NS) (=) (NS)

Nitrificantes 1.3 6.3 2.5
nitrosos (*x) (x%) (*x)
Nitrificantes 2.3 8.0 0.7
nitricos (NS) (%) {NS)

Fuentes de variacidn:
1 Estacion
2 Zona
3 Interaccion Estacion —~ Zona

Significacidtn: «x p<0.01
* p<0.05
NS no significativo



179

Tablas 3.XLIV a 3.XLVII. Significacidtn de las diferencias de
los TS50 entre las estaciones del afio, las zonas de muestreo y
las zonas respecto al sistema radical.

En cada tabla se presentan cuatro apartados:

a) Significacion de los datos de las observaciones del
rizoplano, de la rizosfera y del dosel.

b) Significacidén de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y del rizoplano de las zonas arboladas.

c) Significacién de los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y de la rizosfera de las zonas arboladas.

d) Significacidén de 1los datos de las observaciones de las
zonas sin arboles y del dosel de las zonas arboladas.

En todas las tablas los resultados medios de las
observaciones se disponen en orden creciente de izquierda a
derecha y de arriba hacia abajo.

Significacién: xx p<0.01
* p<0.01
NS no significativo
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Significacion de las diferencias entre los

resultados medios del T50 de microflora .

NS |

proteolitica
a)
22| * O| NS
z3 **!InNs P| * | NS Ri| NS
Z4|Hw| ¥ @iy if* | % |ns Do) **
Zt1 22 23 v o ¢ Rp
b) z2| NS |
za|Ns|NS|NS o| Ns
- ke | ok W P! N8 | NS
ze|*H|ww| W N8 [ * ] * [ns|
'Z1 Z2 28 Z4 Z6 v o ¢
c) Z2/| NS
z4| * | NS
23] ¥ [ NS|NS O| NS
za|**|**|Ns|Ns P| NS | NS
z6|**|** | ns | Ns | NS IEEE
Z1 22 z4 23 26 v o P
d)
Z2|NS
z3| * [ns|
Za| * | NSNS Ol NS
ze|**) * Insins Pl NS | NS
z6|**| * | Ns | NS | NS 1| * [ns|ns |
21 22 Z3 Z4 28 v o P

Z 1 Aliseda arbdérea
Z 4 Sauceda

O Otofio;

Rp Rizoplano;

I

Rf

Z 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera
Z 5 Ladera

Invierno;

Rf

Z 6 Pastizal homedo

P Primavera; V Verano

Rizosfera; Do Dosel



Tabla 3.XLV Significacién de las
medios del T50 de microflora amonificante

a)
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diferencias entre los resultados

z2/| NS Pl NS
24| * [ NS Wk | kk Ry * ¥
F4) ik [ ded NS | L L NN X ] NS Dol dok [ Wk
Z1 22 24 o P Vv Rp Rf
Z2} NS
b) Z4l**INs
za|**| * ins NS
zZ8 dde ] Wk | ek | Wl v *% *
ZE | Mk hk k| kA Ns] (| %% | **| Ng '
Z1 22 Z4 23 Z6© o PV
c) Z2| NS
Z4| NS | NS
Z3| * |[NS | N8 O| NS
Ze LR BIE'S NE ¥ * v!| N8 | NS
2| T Rh| | ke N§1 TEEIEEITT
Z1 22 Z4 Z3 28 P O V
d)
Z2|NS
Z4|NS|NS
z3a| * [ NSNS P| NS
z6| * | NS | NSNS 1l * | NS
z5|**| Ns | NS | NS Ns] vl * [ ns Ns]
Z1 Z2 Z4 Z3 26 o P |

Z 1 Aliseda arbdrea
Z 4 Sauceda

0O Otoiio;

Rp Rizoplano;

1

Z 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera
Z 5 Ladera

Invierno;

Z 6 Pastizal hamedo

P Primavera; V Verano

Rf Rizosfera; Do Dosel
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Tabla 3.XLV1 Significacién de las diferencias entre los resultados
medios del T50 de microflora nitrificante nitrosa

a) z3a
Z1
Z2

Z6
Z4
23
Z1
Z2

b)

c) zZe

Za
Z3
z2
Z1

da)
Z1

Z6
Z4
Z2
Z3

Z 1 Aliseda arborea
Z 4 Sauceda

0O Otoiio;

Rp Rizoplano;

I

* ok P| NS

T ol * | ns pt [ *x
'TIET] **] 1EII N§1 Rp | ** N?J
Z4 23 21 v P 0 Do Rf
NS

* I NS

W * NS P *

wh | deke | hek | ko ol * ins

[2 BN BIE X NN X NS 1 W % * NS
Z6 Z6 Z4 23 21 v P o]
NS

NS | NS

L2} L NS £ NS

['SAR T AR 2 BR & * NS

* k| ww **Jt* NiJ R
Z6 Z6 24 23 Z2 v P [0}
N8

N3 | NS

NS | NS | NS NS

NS | NS | NS | NS O/ NS | NS

"I AETIE *I i 'ns | Ns Ngw
Zs§ Z1 26 Z4 22 v P 0

7 2 Matorral de aliso Z 3 Chopera
Z § Pastizal hamedo

Z 5 Ladera

Invierno;

P Primavera;

Rf Rizosfera;

Do Dosel:

V Verano



Tabla 3.XLVII Significacién de las

resultados medios del
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diferencias entre los

NS |

nitrica
a)
Zs| N8 P{ N8
z2|**|Ns O] NS | NS A | NS
z1i[**Insins|  1[**Ins[Ns| Ao |ns
Z4 Z3 z2 vV P 0 Do
23| NS
b) Z2| N8 | NS
Z1|NS|N8|NS P| N8
26( ¥ NS | NS |NS 1| ** | N8
ze|**| * I'ng|Ns|Ns ol **| Ns | N8
z4 Z3 22 2t Z6 vV P
c) Z3|NS
Zz2| * | NS
Z1| * | Ns NS P{ NS
ze|**| * | ns | ns o[ N8 | NS
ze|** | ** 'yg s [ NS [ ns [ ns [ s
24 Z3 Z2 21 Z6 vV P O
a) z2| ¥
za|**|ns
IR pl NS
zs|*¥|*n| * Tyg O| NS | N8
zg | *% | ¥k ** T ng |y | (| NS | NS | NS
Z4 22 z3 21 26 P V O

Z 1 Aliseda arbdrea

Z 4 Sauceda

0 Otoio;

I

Z 2 Matorral de aliso

Z 5 Ladera

Invierno;

Rp Rizoplano;

Rt

T50 de microflora nitrificante

Z 3 Chopera
Z 6 Pastizal huamedo

P Primavera; V Verano

Rf Rizosfera;

Do Dosel
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3.4. AnAlisis de la covarianza

Los resultados de los analisis de 1la covariénza de las
variables consideradas se expresan en la tabla 3.XLVIII. Se
exponen los indices de correlacion y su significacidon. En
primer 1lugar se refleja el indice gque corresponde a 1los
valores sin ajustar (r.) ¥ en segundo lugar el indice
corregido por la varianza residual que se debe a 1las fuentes
de wvariacidéon (estaciones, sistema radical y presencia de

arboles) (rz).

Destaca que la mayoria de las variables contrastadas,
una vez eliminada la wvariacidén debida a los tres factores
objeto de estudio, no covarian. Sin embargo la concentracion
de carbono organico y el NMP de microorganismos proteoliticos
se correlacionan negativamente al 95%, y 1los T50 de 1los
microorganismos amonificantes Y la concentracion de
nitrdigeno~-amonio muestran una covarianza positivé (p<0.05).
El cociente C/N covaria de forma positiva (p<0.01) con los
niveles de carbono organico y 1los T50 de la microflora
proteolitica se correlacionan en sentido negativo con la tasa
de C/N (p<0.0l1l) y positivamente con el contenido de nitrégeno
total de las muestras (p<0.05), aunque en los trés casos se
observa que el efecto de las fuentes de variacidénm altera y
enmascara las covariaciones hasta el punto de gue no se
manifiestan si no se corrige la varianza residual. Los T50 de
la microflora amonificante también covarian positivamente con
la relacion C/N sin que 1las fuentes de variacion modifiquen

la correlacion.



Tabla 3.XLVIII Grado de significacién de los indices de
correlacidén de los analisis de la covarianza
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Variable Variable Ta r=
independiente dependiente

pH TH50 P 0.05 (NS) 0.05 (NS)
pH TS0 A 0.15 (NS) -0.03 (NS)
PH T50 No ~0.37 {**) -0.002 (NS)
C organico NMP Mt 0.26 (xx) -0.17 (NS)
C organico NMP P 0.34 (=x) -0.22 (%)

C organico NMP A 0.28 (*%=2) -0.04 (NS)
C organico T50 P -0.18 (%) -0.14 (NS)
C organico TS0 A -0.16 (NS) 0.12 (NS)
C organico C/N 0.15 (NS) 0.80 (=x=x)
Nt C/N -0.55 (#%) -0.17 (NS)
Nt NMP Mt 0.39 (%) -0.04 (NS)
Nt NMP P 0.45 (%) -0.09 (NS)
Nt NMP A 0.27 (%) 0.04 (NS)
Nt TS0 P -0.12 (NS) 0.18 ()

Nt TS0 A -0.25 (%%) -0.04 (NS)
C/N NMP Mt -0.22 (%x%) -0.08 (NS)
C/N NMP P =0.21 (=%=%) -0.14 (NS)
C/N NMP A -0.04 (NS) -0.05 (NS)
C/N NMP No 0.23 (=%) ~0.002 (NS)
C/N NMP Ni 0.22 (#*+) -0.04 (NS)
C/N TS50 P -0.07 (NS) -0.30 (=xx)
C/N T50 A 0.17 (%) 0.18 (x)

C/N T50 No -0.18 (%) -0.09 (NS)
C/N TS50 Ni -0.06 (NS) -0.02 (NS)
N-Amonio T50 No 0.32 (%) ~0.02 (NS)
N-Amonio Nt 0.44 (*=x) -0.12 (NS)
N-Nitrato Nt -0.55 (%%} -0.17 (NS)
Humedad T50 No 0.17 (&) 0.03 (NS)
Humedad TS50 Ni 0.22 (x%) -0.04 (NS)
NMP P T50 P ~0.18 (%) -0.03 (NS)
NMP A TS0 A -0.31 (%) ~0.12 (NS)
NMP No T50 No -0.13 (NS) -0.06 (NS)
NMP Ni TS0 Ni -0.27 (*=%) -0.008 (NS)
TS50 A N-Amonio -0.38 (xx) 0.22 (*)

T50 No T50 Ni 0.13 (NS) (NS)

-0.02

Nt
Mt
A

¥
I
12

H

Nitzdgeno total. C/K
Microflora total. P

Microflora Amonificante No
Microflora Nitrificante Nitrica

Relacifn carbono-nitrégeno

= Microflora Proteolitica

Microfiora Nitrificante Nitrosz

indice de correlacion de los valores sin ajustar por la varianza residual

Significacitn: ¢ p<0.01 %

p<0. 05

= indice de correlacion de los valores ajustados por 1a viarianza residual debida a las feentes de variacidm
NS no significativo
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Para evaluar el efecto del aparato radical de A.
glutinosa sobre 1las transformaciones, mediadas por 1los
microorganismos teldricos, de los compuestos organicos
nitrogenados en nitrogeno mineral se eligid para el muestreo
una aliseda integrada por arboles en diferentes estados de
desarrollo y donde crecian préximos sauces y chopos, a fin de
comparar el papel de las raices. El trabajo se centrdé en la
densidad v la actividad bioldgica de las comunidades de
microorganismos que regulan la transformacidon de las formas
nitrogenadas en el medio edafico Y., por tanto, 1la
disponibilidad del nitrogeno mwmineral en el suelo y 1la
productividad del mismo. Por ello no se consideran los
aspectos taxonOmicos de la comunidad microbiana sino gque se
estima la biomasa microbiana viable que realiza cada proceso

bioladgico y su funcionalidad.

Son numerosos los métodos que se han usado en la
investigacion de la comunidad microbiana implicada en el
ciclo del nitrégeno pero no existe una técnica que permita
determinar con exactitud el nimerc de microorganismos y la

capacidad metabdélica de cada grupo fisioldgico "in situ”.

El método del NMP revisado por Cochran (1950), Alexander
{1965), Melchiori-Santolini (1972) y Colwell (1979) entre
otros, es util vy conserva su vigencia, aungque subestima el
namero de microorganismos por 1la adaptacidén necesaria de 1la
microflora al medio de cultivo antes de manifestar su
crecimiento. Sin embargo, al cultivar en tubos la .comunidad
microbiana, se manifiestan interacciones de sinergia vy
antagonismo (Bungay y Bungay, 1968) que reflejan en parte los
procesos que tienen lugar en el medio natural. La técnica del

NMP es clasica en los estudios microbioldgicos edaficos en
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los que se pretende conocer la densidad de 1l1la poblacion
microbiana encargada de desarrollar una actividad que da
nombre a alguna de las etapas de los ciclos biogeoquimicos
(Remacle y De Leval, 1975; Velasco y Lozano, 1979; Rao y
Veukateswarlu, 1985; Turner vy Franz, 1985; Hashimoto vy
Hattori, 1987 y GoOkceoglu, 1988). Por ello, en este trabajo,
se usa el NMP como medida de la densidad de los
microorganismos de los grupos fisioldgicos del nitrégeno. En
el caso de la comunidad nitrificante se ha aumentado el
tiempo de incubacidn de las muestras debido al crecimiento
lento ¥y a la densidad escasa de la microflora nitrificante,
solucién que proponen Matulewich et al. (1975) y Hashimoto y
Hattori (1987) ante el mismo problema. El1 NMP se relaciona
con la capacidad fisioldgica de un grupo de microorganismos,
pues considera la aparicidtn de un producto en el medio de
cultivo o 1la desapariciéon del sustrato. Muchos autores
relacionan el NMP con el potencial biolégico de
microorganismos (Turner y Franz, 1985). Sin embargo se puede
afirmar que la densidad microbiana no es por si sola un
indicativo de la actividad, pues no considera las diferencias
entre ceélulas latentes y activas. Por esta razén se estudia
la actividad microbiana siguiendo la 1liberaciotn de un
producto o el consumo de un sustrato "in vitro" a tiempos
discretos ( Pochon y Tardieux, 1962; Parkinson et al., 1971;
Lozano y Velasco, 1981 y Velasco et al., 1986).

Para comprobar los resultados de la capacidad funcional
de leos microorganismos por esta técnica indirecta se emplea
la pendiente de las graficas que representan el crecimiento
de la poblacidn microbiana. En este caso la pendiente es un
parametrec que no recoge la variacion que se debe al periodo
de latencia y al estado fisiologico de la poblacidon de
microorganismos que sin embargo se manifiestan en el valor de

la ordenada en el origen. Por ello utilizamos un parametro

|
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que complementa la pendiente con el valor de 1la ordenada en
el origen vy que ademas no depende del NMP de microorganismos
de la muestra. Se utilizd el tiempo transcurrido en alcanzar
el 50% del crecimiento maximo que se representa como T50
(Gutiérrez Mafiero, 1987).

Por tanto la actividad biolégica aqui expresada es
consecuencia del método de Pochon y Tardieux (1962) y se
refiere a 1la velocidad de crecimiento que manifiesta 1la
microflora edafica en el tubo de ensayo cuando se suministra
en condiciones Optimas un sustrato especifico de cada grupo
funcional de microorganismos. Por ello esta técnica refleja
la dinamica de 1las comunidades microbianas y nos indica su
estado fisioldgico, pues el T50 considera el periodo de
latencia de los microorganismos para adaptarse al medio de
cultivo. Este periodo sera mayor cuando las poblaciones
edaficas se encuentren espeoruladas y menor cuando sean
activas, aungue el sustrato del medio de cultivo no coincide

con el sustrato natural.

Los analisis de las variables fisico-quimicas se
refieren a los factores relacionados intimamente con 1la
circulacion del nitrégeno en el suelo. Algunos, como el
nitrogeno-nitrato y el nitrégenc-amonio, tienen un caracter
muy especifico que contribuye a comprender el estado de 1la
mineralizacion en distintos suelos (Vitousek et al., 1982).
La informacidén que se desprende de conocer las
concentraciones de ambos iones se debe matizar pues dependen
no solo de los microorganismos que los emplean como fuentes
de energia y de la microflora que los elabora como resultado
de su metabolismo, sino también de otros procesos bioldégicos
y fisico-quimicos como la captacién del nitrégeno mineral por
las raices, la volatilizacion del amonio, el lixiviado de los

nitratos y la interaccién con las particulas coloidales del
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suelo (Vitousek et al., 1982). Por ello 1los niveles de
nitrégeno-amonio y nitrogeno-nitrato no pueden, por si solos,
indicar la actividad bioldgica de los grupos funcionales que
utilizan estos iones, pero conjuntamente con otros datos
manifiestan la dinamica del nitrégeno mineral y nos aproximan
a entender el estado de la comunidad microbiana que
interviene en las transformaciones del nitroégeno.

La determinacidén de 1los iones con electrodos especificos
es un método rapido y sencillo que permite evaluar un namero
elevado de muestras en un breve espacio de tiempo, eliminando
los problemas gque se derivan de almacenar las muestras
intervalos largos de tiempo, gque pueden modificar l1os valores
de nitrégeno-nitrato y de nitrégenc-amonic en las fracciones

de suelo {Breitenbeck y Bremner, 1987).

También se estudian variables mas generales como el
carbono organico y el nitrdégeno total que reflejan 1la
cantidad y la naturaleza de la materia organica que sirve de
sustrato a los microorganismos mineralizadores. Los recursos
organicos edaficos alteran las propiedades del suelo,
condicionan la estructura de 1la comunidad microbiana
mineralizadora vy reflejan el metabolismo de la citada
microflora. Asi un aumento de la materia organica facilmente
degradable y con un contenido elevado en nitrégeno conduce a
un crecimiento de 1la capacidad mineralizadora del suelo
(Daniére et al., 1986).

La humedad es una variable fisico-quimica que define en
parte las condiciones en gque se realiza la mineralizacidén de
los compuestos organicos, pues determina, junto con 1la
granulometria, la cantidad de oxigeno disponible para 1la
comunidad microbiana que mineraliza los compuestos organicos
{Allison, 1973 vy Knight vy Skujins, 1981) ¥y es dé especial
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interés en el caso de los microorganismos nitrificantes, que
son aerobios estrictos. Se incluye también el pH que es un
factor gque influye en las condiciones en las que se
desarrolla 1la microflora nitrificante autétrofa (Katyal et
al., 1988) vy que afecta a las poblaciones de microorganismos
proteoliticos vy amonificantes gue se desarrollan mas o menos
dentro del intervalo de tolerancia para este factor. Los
resultados de las variables fisico-quimicas y de la densidad
y actividad de 1los grupos fisioldgicos dJde microorganismos
estudiados indican que la vegetacidn arbdrea, principalmente
cuando esta formada por plantas diazotré6ficas, a través de la
interaccion planta-suelo, desempefia un papel fundamental en
la dinamica del nitrégeno (De Datta, 1987) vy de la comunidad
microbiana en el medio edafico (Sundin et al., 1990).

El analisis de ordenacib6tn que considera el conjunto de
variables analizadas (tanto fisico-quimicas como bidéticas)
contrasta el efecto de la vegetacidn, pues las observaciones
realizadas en las zonas pobladas con alisos, chopos y sauces
se disponen en espacios diferentes de las muestras recogidas
en las dos zonas libres de arbolado. Estas variaciones se
justificarian porque las plantas determinan microclimas
(Campbell et al., 1971), promueven microhabitats (Reinhold et
al, 1989), inducen cambios en la estructura del suelo (Monroe
y Kladuko, 1987), regulan las pérdidas de nutrientes en el
ecosistema (Vitousek et al., 1982) y, en particular, suponen
un aporte importante de materia organica en el medio teldarico
(Aranda et al., 1991). La deposicidon de 1las hojas y de otros
restos vegetales (Franklin y Waring, 1980, Struwe y Kjoller,
1986), el aporte derivado de las raices muertas (Joslin vy
Henderson, 1987) y la liberaciton de sustratos organicos por
los sistemas radicales vivos (Kloss et al., 1989) son las

vias principales de entirada de sustratos organicos al suelo.
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Por esta razon los niveles de carbono organico de las
muestras analizadas son superiores en las zonas pobladas con
alisos, chopos y sauces. Las diferencias también se refieren
al tipo de vegetacidén y 1la aliseda registra la riqueza mayor
de materia organica. Resultados similares se encuentran en el
contenido de nitrdgeno total y de nitrdgenoc amonio. Aunque
debemos tener presente, como indican Sharma y Ambasht (1987),
que en la descomposicidon de las hojas desciende el contenido
absoluto de nitrdégeno total pero aumenta su concentracidn lo
gque refleja una mineralizacidon intensa de 1los compuestos
carbonados ¥y una inmovilizacién del nitrégeno por 1la
microflora heterétrofa.

Por tanto los alisos requieren una mencidn especial pues
suponen una fuente de energia y de nutrientes, sobre todo
nitréogenco, muy importante para el ecosistema. Las hojas
senescentes de los alisos poseen niveles de nitrégeno
similares a las hojas activas, sin embargo esto no sucede con
los chopos (Domenach y Kurdali, 1989). Los . compuestos
nitrogenados del 1lecho de hojarasca de la aliseda se
mineralizan rapidamente (Domenach et al., 1989), 1lo gue
significa que la materia organica que aportan las hojas de
aliso esta constituida por compuestos gue se degradan
facilmente e influyen en el desarrcllo de 1la microflora

teluarica.

Como consecuencia de 1a entrada mayor de materia
organica rica en nitrdogeno cerca de los alisos se crean unas
condiciones favorables para el incremento de la biomasa
microbiana tal y como confirman los andlisis microbioldgicos
realizados, que muestran valores superiores de la densidad de
la microflora total y del nimero mas probable y de 1la

actividad de los microorganismos proteoliticos Y
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amonificantes en la interfase suelo-raiz y en el dosel de laos

alisos.

El analisis de ordenacidn manifiesta la influencia del
sistema radical de las plantas. El eje principal que absorbe
mayor varianza en ambos andlisis de componentes principales
delimita campos de observaciones distintos para las muestras
rizosféricas y del dosel. La rizosfera ¥y el suelo no
rizosférico difieren en numerosas caracteristicas (Sarkar et
al., 1979 y Smith, 1987), pero la diferencia mas importante
reside en la liberacidn de sustratos organicos por las raices
(Janzen y Bruinsma, 1989). En este sentido destaca que 1los
resul tados de los analisis fisico-quimicos indican que
carbeono organico, nitrégeno total y nitrdgeno-amonio son las
variables con factores de carga mayores en el eje dque
diferencia las muestras de la rizosfera de los chopos y de
los sauces y principalmente en la interfase suelo-raiz de los
alisos. El pH desciende en la rizosfera de los alisos, de los
chopos Yy de 1los sauces, Yy, aungue las variaciones en la
concentraciéon de protones son pequefias, su significacidén
bioldgica puede ser relevante.

Ademas el efecto rizosfera se manifiesta en la comunidad
microbiana (Sundin et al., 1990; Alstrém, 1987 y Bowen y
Foster, 1978) v los datos obtenidos asi lo confirman. La
influencia de la zona rizosférica sobre los microorganismos
edaficos adguiere importancia especial en el caso de una
planta diazotrdofica como el aliso, porque la composicidén de
los exudados radicales influye en la comunidad bacteriana de
la interfase raiz-suelo {(Lawley et al., 1983) y en especial
los niveles de nitrogeno que aportan 1los exudados pueden
modificar la densidad de 1los microorganismos (Christie et
al., 1978).
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El analisis de componentes principales de las variables
microbiolégicas diferencia las observaciones del dosel de las
localizadas en el rizoplano y en la rizosfera, tanto en los
alisos como en los chopos y en los sauces, e incluso ordena
en un campo los datos rizosféricos y del rizoplano de los
alisos y en otro los valores del rizoplano y de la rizosfera
de los sauces y de los chopos, estableciendo ﬁna clara
distincidn entre el efecto rizosfera de una planta
diazotrdfica y el impacto del sistema radical de plantas no
fijadoras de nitrégeno. ‘

Las microfloras proteolitica y amonificante presentan
densidades y actividades superiores en el rizoplano y
rizosfera de los sauces, chopos y alisos y por el contrario
los microorganismos nitrificantes nitrosos y nitricos son
menos abundantes y manifiestan wuna actividad menor. Los
resultados son mas acusados en el rizoplano y en la rizosfera
de los alisos. El descenso en la densidad y actividad de la
microflora nitrificante implicaria un efecto inhibidor de las
raices de los sauces, chopos Yy en especial de 1los alisos
sobre l1los microorganismos nitrificantes, dato contrastado por
otros autores en ambitos rizosféricos distintos (Jordan et
al., 1979 y Montagnini y Buschbacher, 1989). Hay que
considerar gque el rizoplano y 1la rizosfera consfituyen un
habitat muy wvariable donde los microorganismos compiten por
el espacio (Purchase, 1974) y por los nutrientes que aportan
las raices y donde se produce un nimero elevado de productos
con actividad antibidética (Katelijen et al., 1989). Por tanto
se puede esperar que la entrada de compuestos organicos en la
rizosfera, muchos facilmente asimilables, promueva el
desarrollc de la microflora heterdtrofa (microbrganismos
mineralizadores) (Bennett y Lynch, 1981} que inmoviliza el
nitrogeno en detrimento de microorganismos autétrofos como

los nitrificantes.
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Las variaciones comentadas anteriormente ponen de
manifiesto el efecto de la vegetacién sobre la comunidad
microbiana que mineraliza los compuestos® organicos
nitrogenados, y en particular del sistema radicular. Dicho
efecto enmascara las diferencias que promueve la variacion
estacional, gque se aprecian con mayor claridad cuando las
variables amnalizadas se estudian independientemente una de

otra.

Las diferencias en los valores del pH entre las seis
zonas muestreadas son pequefias aunque significativas (p<0.01)
¥ ponen de relieve que, en el suelo de la aliseda, tanto en
la zona donde crecen los._ejemplares mas desarrollados como
entre los alisos de porte inferior, la concentracién de
protones es mas elevada. Estos datos coinciden con los
valores registrados por otros autores (Crocker y Major, 1955;
Crocker y Dickson, 1957} Ugoloni, 1968; Franklin et al.,
1968; Bormann y Debell, 1981; Pérez Hernandez et al., 1989 y
Bermiadez de Castro y Gutiérrez Maifiero, 1987) gque observan que
las plantas diazotré6ficas inducen una acidificacién del medio
edafico. E1 descenso del pH en la rizosfera de 1los alisos,
chopos y sauces hace suponer dgque las variaciones se deben en
primer lugar a la influencia del sistema radical que elevaria
la concentracion de protones sobre todo bajo los alisos y en
menor medida en la zona rizosférica de los chopos y de los
sauces. La justificacidn de tales variaciones es el resultado
conjunto de diversos factores d9que inciden en la interaccién

planta-suelo.

Las plantas, al introducir materia organica en el medio
edafico, modifican su composicion y aportan sustratos que
seran mineralizados en un procesc complejo que implica el

consumo de protones con el consiguiente incremento del pH
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(Ulrich, 1980). Por otra parte la descomposicion de los
sustratos orgéanicos incrementa 1los niveles de nitrégeno
disponible para el crecimiento de la vegetacidn, lo que se
manifiesta en un descenso de los compuestos polifenblicos en
la hojarasca y por tanto en una entrada menor de protones al
medio edafico (Gosz, 198l1). Al mismo tiempo 1la materia
organica de origen vegetal aperta acidos organicos e
inorganicos (Bormann y Debell, 1981) y puede, mediante la
disociacidon de los grupos fendlicos y carboxilos frecuentes
en los restos vegetales (Schwintzer, 1984), liberar protones
al suelo. Los dos procesos citados en primer lugar explican
los resultados mayores del pH en el dosel de los sauces,
chopos v alisos respecto a las dos zonas libres de arbolado,
mientras que el tercer mecanismo supone que el incremento del
PH no sea muy acusado, aungue las variaciones entre las zonas
con arboles y las zonas sin ellos son significativas como
encuentran también Schmitz et al. (1990) bajo otros arboles
diazotro6ficos.

En el sistema suelo-planta las raices desempeflan un
papel importante en el intercambio de nutrientes que puede
alterar el equilibrio electrostatico del medio édafico. Se
debe considerar gque las raices captan el nitrdogeno gue
requiere la planta de los sustratos nitrogenados inorganicos
del suelo (Gillespie y Chaney, 1989). Seqgin la fuente de
nitrogeno, el pH del suelo cercano a las raices puede variar
en un sentido o en otro, porque si el sistema radical absorbe
amonio libera prcotones y si capta nitrato libera hidréxilos
para mantener la electroneutralidad celular (Swart y Van
Diest, 1987). Estos procesos justifican los valores menores
del pH bajo los alisos respecto a los chopoOs y sauces pues
las plantas fijadoras de nitrdégeno manifiestén escasa
necesidad de nitrdgeno mineral, mientras que 105 chopos vy

sauces al captar nitrato enriquecen el suelo con iones
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hidréxilo. Por esta razdnm en la rizosfera de los chopos y de
los sauces la concentracién de protones desciende respecto a

las zonas sin vegetacion leifiosa.

En leguminosas se ha observado que el sistema radical
absorbe mayor proporcién de cationes gque de aniones por 1lo
que el pH del sustrato disminuye debido a gque la planta
libera mas protones que iones hidroxile (Kirkby, 1981).
Resultados similares obtienen Smith y Pooley (1989), Ingestad
(1980), Stewart y Bond {(1961) y McConell y Bond (1957).
Franklin et al. (1968) observan concentraciones menores de
Caz+ y Mg2* y un descenso del pH bajo Alnus ruhra Bong. Estos
hechos podrian justificar 1la variacion mas intensa del pH
bajo los alisos, pues al absorber las plantas diazotréficas
cantidades significativas de cationes y liberar protones,
aquellos no pueden actuar como amortiguadores del pH en el
suelo y por tanto cualquier cambio en la concentracion de
protones se manifiesta de forma mas intensa. Los
microorganismos teldricos alteran también el pH del medio
como consecuencia de su actividad metabélica. Alstrédm y Burns
(1989) registran en cultivos de rizobacterias productoras de
HCN un descenso del pH entre 0.5 y 3 unidades a las 48 horas
de incubaciéon. Las wvariaciones estacionales se explicarian
por esta via porque 1los microorganismos protecliticos ¥y
amonificantes muestran su actividad mas elevada en otofo ¥y
verano cuando el pH es mas elevado, probablemente como
resultado del consumo de protones en el proceso

mineralizador.

Por tanto las zonas con arbclado, mediante el aporte de
sustratos organicos que mineralizan los microorganismos
edaficos, promueven un incremento del pH debido al consumo de
protones implicito con el proceso mineralizador. Este hecho

se manifiesta en las muestras recogidas entre los chopos vy
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los sauces, pero no asi en la aliseda, porque su aparato
radical acidifica el suelo (Miller, 1982). Las raices
absorben cationes divalentes, principalmente Ca2+‘y Mg=2~, y
con el fin de mantener la electroneutralidad interna liberan
protones pero no iones hidréxilo, que se utilizan en la
sintesis de aniones de 4acidos organicos manteniendo el
equilibrio eléctricoy el pH interno pero no asi el pH

externo.

Las diferencias significativas (p<0.01) en el contenido
de carbono organico indican que en las zonas con arbolado los
niveles de compuestos organicos son mas elevados'que en las
zonas sin arboles. Los materiales organicos de origen vegetal
derivan de fragmentos de troncos (Franklin y Waring, 1980),
del 1lecho de hojarasca (Hunt et al., 1988), del lavado de la
parte aérea por el agua de lluvia (Bollen y Lu, 1968), de las
raices muertas (Joslin y Henderson, 1987) y de la liberacion
de productos por las raices vivas (Janzen y Bruinsma, 1989 y
Newman, 1985). Los porcentajes mayores de carbono organico en
la aliseda y en 1las zonas con chopos y sauces respecto a los
controles sin vegetacidn lefiosa se podrian explicar por un
aporte mayor por las vias citadas, en particular por la
liberacién de compuestos organicos de origen radical y a
través del lechce de hojarasca. La capacidad fijadora de los
alisos potencia 1la producciéon primaria y la entrada de
sustratos organicos, hecho importante porgue motiva que en
ias practicas de silvicultura moderna se asocien otras
especies con los alisos (Silvester, 1977 vy Rojas et al.,
1978).

Las variaciones entre rizosfera vy dosel, aunque no son
muy elevadas, reflejan que las raices suponen una entrada
importante de sustratos carbonados para la actividad

microbiana teldarica, como también observan otros autores
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(Janzen y Bruinsma, 1989 y Barber y Lynch, 1977). Keith et
al. (1986) indican que el carbono que las plantas fijan
mediante la fotosintesis se 1libera en 1la rizosfera en
proporcion elevada, que en ocasiones supera el 20% (Martin y
Kemp, 1986).

Las variaciones en la deposicidn de 163 restaos
vegetales, como la hojarasca, v su correspondiente
descomposicién por la microflora teldrica implica gque existan
diferencias a lo largo del aiio en 1los niveles de carbono
organico. La tasa de descomposicién de 1las hojas caidas de
los chopos (Aranda £t al., 1991) indica una mineralizacion
rapida, hecho gque también se produce en las hojas de aliso
{(Domenach et al., 1989). Sharma y Ambasht {1987) observan que
en A. nepalensis D. Don hay una pérdida de masa del 30% en el
lecho de hojarasca en 1los tres primeros meses lo gque
representa un enriquecimiento del medio teldrico -en carbono
facilmente utilizable. Este hecho se corresponde con 1los
datos mas elevados de carbono organico que se registran en el
invierno tras el desprendimiento de las hojas en el otoiio.
Sharma y Ambasht (1987) reflejan también que la pérdida de
masa del lecho de hojarasca disminuye en 1las épocas de
humedad menor por lo que en el verano desciende la entrada de
carbono organico en el suelo a partir de 1las hojas
depositadas en el mismo. Por otra parte las temperaturas mas
elevadas en el verano y en la primavera favorecen la
oxidacién de la materia organica, mas intensa y rapida
{Rodriguez-Barrueco £t al., 1984), vy por tanto compensan en
parte el efecto que promueve el descenso de humedad en la
estacion mas calurosa que presenta los valores inferiores de

carbono organico.

L.Los resultados obtenidos reflejan 1la importancia de los

alisos, chopos Yy sauces como fuente de compuestos organicos.
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La entrada de materia organica supone también un aporte de
nitrégeno al medio teldrico por 1o gque la cantidad de
nitréogeno total en el suelo es mayor en las zonas arboladas y
en especial en las zonas con alisos, gracias a su actividad

diazotrofica.

El aporte de nitrégeno por parte de las plantas que se
estudian, al igual que la entrada de materia organica, se
realiza a través de numerosas vias, entre las que destacan el
lavado de la parte aérea o el lecho de hojarasca, como ya se
ha indicado. En este sentido conviene resaltar que las hojas
senescentes de 1los alisos contienen niveles de nitrégeno
similares a los de las hojas activas, hecho que no sucede en
las plantas no diazotrd6ficas, que pueden perder de uno a dos
tercios de su contenido de nitrdgeno antes de caer al suelo
{Domenach y Kurdali, 1989).

Estos datos justifican el papel conservador del
contenido de nitrogeno de la cubierta vegetal y se
corresponden con los datos apuntados por otros autores que
observan un aumento de las pérdidas de nitrogeno-nitrato en
aquellos sitios que han sufrido alguna alteraciéon en el
desarrollo de la wvegetacidn bien por el uso de herbicidas
(Vitousek et al., 1982) o por la tala de arboles .{Wiklander,
1981). El contenido mas elevado de nitrogeno total que se
registra en las zonas pobladas con arboles coincide con las
concentraciones mayores de nitrogenoc-amonio v de
nitrdogeno-nitrato que aparecen en estas zonas, sobre todo de
nitrogeno-amonio en la aliseda, aunque el analisis de 1la
covarianza de estas variables refleja que 1los datos de
nitrogeno-amonio y de nitrédgeno-nitrato, una vez eliminada la
variacién que se debe a los tres factores estudiados (zona,
sistema radical vy estacibn), no se correlacionan con la

concentracion de nitrégeno-total. Los niveles de nitrato en
i
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la aliseda son menores que 1los que se observan entre los
chopos y entre los sauces, vy, puesto que la granulometria no
difiere, podemos atribuir las diferencias en la concentracién
de nitrégeno-nitrato a la localizacidn de los alisos junto al
cauce del rio Sorbe. En esta zona, por el nivel freatico del
rio, es muy Iimportante el lavado horizontal y vertical del
nitrégeno-nitrato, forma anidénica de movilidad mas elevada
que el nitrégeno-amonio (Hart y Firestone, 1989) que se fija
a las arcillas y no es translocado por el agua. Las
diferencias en el contenido de nitrdgeno-total y de
nitrogeno-amonio de las seis zonas tampoco 'se pueden
justificar por las variaciones en la textura, porque solo
destaca la proporcidétn mayor de arcillas en las  zonas con
matorral de aliso y en la ladera. Por otra parte las
variaciones geomorfolbégicas entre las dos zonas sin arbolado
no se manifiestan en el contenido de nitrdogeno-nitrato y de
nitrégeno-amonio, por lo que los resultados del aporte de
nitrégeno mineral en ambas, del lavado superficial en la zona
de mayor pendiente y del lavado por el nivel freatico del rio

en el pastizal son similares.

El incremento del nitrogeno-total en la rizosfera de los
alisos, chopos y sauces respecto al dosel de las mismas
plantas responde al aporte de compuestos nitrogenados a
través del sistema radical por las raices  muertas
{McClaugherty et al., 1984 y Joslin y Henderson, 1987} y por
la liberacion de productos nitrogenados por las raices vivas,
que Janzen y Bruinsma (1989) cifran en torno al 25 - 32% del
nitrégeno asimilado por la parte aérea de la planta y que en
proporcion elevada se liberan como aminoacidos en 1los
exudados radicales (Hale et al., 1975). En las plantas
actinorrizas, ademas, se debe considerar la necrosis de los
nodulos donde reside la actividad diazotrdofica (Leaf et al.,

1959), pues sus exudados presentan concentracicnes elevadas
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de compuestos nitrogenados (Remacle y De Leval, '1975). Por
ello en 1la rizosfera de los alisos se observan niveles de
nitrégeno total mayores gque en la rizosfera de 1los chopos y

de los sauces.

Las diferencias en el contenido de nitrégeno total entre
los suelos con ambas: poblaciones de alisos confirman gque su
estado de desarrollo afecta a la intensidad del aporte de
compuestos nitrogenados al medioc edafico, hecho que también
observan Sharma et al. (1985) en poblaciones de A. nepalensis
D. Don, pues con la edad de los bosgques aumenta el nitrégeno
total y el carbono organico del suelo en proximidad a los
alisos.

Tras la caida de las hojas, los niveles de nitrégeno
total descienden en invierno debido a un grado mayor de
humedad que provocaria el lixiviado de las formas solubles de
nitrégeno mineral, sobre todo cuando en la ‘estacion
precedente la actividad de las microfloras nitrificantes
nitrosa vy nitrica es maxima, lo que determina un incremento
del nitrogeno mineral mas facilmente lavable. Este efecto se
manifiesta también en primavera, é&poca del afio en qgque se
obtienen los valores mas bajos del nitrégenc total, y cuando
la absorcion de nitrégeno por las raices aumenta como
consecuencia del incremento de actividad de 1los alisos,
chopos y sauces. Por esta razdn en primavera desciende la
concentracion de nitrdgeno-nitrato, aunque el contenidc menor
se registra en invierno, cuando el lavado de las formas
méviles de nitrogeno es mas intenso. En las zonas 1 y 2,
pobladas con alisos, otro factor a considerar es la actividad
nula del enddfito de A. glutinosa en invierno (Gardner, 1965)
por lo que en esta época vy en esta misma aliseda B?rmﬁdez de
Castro y Schmitz (1981} no registraron actividad reductora de

acetileno y por tanto el aporte de materia organica
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nitrogenada de origen radical es menos significativo.

El contenido mayor de nitrdgeno total en la rizosfera se
corresponde de forma dispar con los niveles de
nitrégeno-nitrato y de nitrégeno-amonio, principales formas
de nitrégeno inorganico en el suelo. El amonio aparece en
concentracién mayor cerca de las raices, hecho que se
justifica por el flujo elevado de compuestos organicos
nitrogenados por parte de las raices que, a través de la
mineralizacidén biolbOgica, suponen un aporte significativo de
nitrégeno-amonio. Por el contrario, en la rizosfera desciende
la concentraciéon de nitrogeno-nitrato, forma de nitrégeno
inorganico susceptible al lixiviado por su facil movilidad
tal ¥ como indican Vitousek et al. (1982) quienes registran
las pérdidas mas elevadas de nitrato en la zona radical de
los arboles de un bosque de A. runbra. Ademds se debe tener en
cuenta el papel de la vegetacidn nitréfila (lirtica sp., Rubns
sp.) gque absorbe el nitrdgenc-nitrato edafico y que esta
presente en muchas alisedas (Bermidez de Castro, 1977). Por
otro lado el nitrégeno-nitrato constituye el sustrato de 1la
actividad desnitrificante que los microorganismos realizan en
la rizosfera donde se reinen unas condiciones adecuadas para
su desarrollo (Mikkelsen, 1987).

La relacion carbeono/nitrdogenc influye en la actividad de
los microorganismos edaficos (Rosswall, 1981) y por esta
razén las variaciones significativas que se encuentran entre
las muestras estudiadas son interesantes. Antes de analizar
los resultados obtenidos, conviene resaltar que la relaciodon
C/N por si sola no permite determinar ni el tamafio ni 1a
actividad de las poblaciones de los microorganismos edaficos,
aunque nos orienta sobre la composicidn cualitativa del
sustrato que sirve de soporte a la comunidad microbiana. Los

resultados mas elevados de 1as zonas sin arbolado no
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significa que, en estos puntos, se encuentren niveles mayores
de sustratos organicos, sino que la concentracién de
nitrogeno total disminuye respecto a las zonas con alisos,
chopos y sauces. El aporte de nitrdégeno mayor en' las zonas
arboladas, sobre todo en la aliseda mas desarrollada,
favorece la productividad primaria, aumenta la bibmasa y se
traduce en una relacién C/N elevada, que ademas indica que el
nitrogeno bajo los alisos se asimila facilmente. Sin embargo
entre el nitrégeno total y el cociente C/N no ‘se observa
ninguna correlacion, aungque ambas variables ., presentan
diferencias significativas que se deben a las tres fuentes de
variacion estudiadas (zona, estacion y proximidad al sistema

radical).

La evolucion estacional del cociente C/N ¥ las
diferencias entre la zona rizosférica y el dosel se pueden
atribuir a las variaciones registradas en la concentracidon de
carbono organico en cada zona. En este sentido, el analisis
de la covarianza de 1los resultados de la relacidn
carbono/nitrdgeno ajustados por los valores de carbono
organico indica que ambas variables evolucionan de forma
semejante y gue estan correlacionadas. Por ello, 1las
variaciones significativas se pueden atribuir a las
diferencias en 1la concentracidtn de carbono organico. El
analisis de la covarianza de estas dos variables indica
también que 1las fuentes de variacién inciden sobre ambas
wvariables hasta el extremo de enmascarar 1la correlacidon
existente. Entre la relacidén C/N y la densidad y la actividad
de los microorganismos de los grupos fisiolégicos que se
estudian solo se observa correlacién significativa con los
T50 de las microfloras proteolitica y amonificante. De ello
se deduce gque el efecto de esta variable sobre los
microorganismos proteoliticos, amonificantes y nitrificantes

esta modulado en parte por la interaccidn con otras variables
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y con los factores ambientales.

La densidad microbiana de 1los diferentes gupos de
microorganismos por gramo de suelo es comparable con 1la
encontrada en otros suelos de ambientes templados (QO'Brien,
1978; Bermidez de Castro y Gutiérrez Maifiero, 1987 y Schmitz
et al., 1990).

E1l NMP de microorganismos totales, proteoliticos ¥y
amonificantes son las variables gue presentan factores de
carga mas elevados en el andlisis de componentes prﬁncipales.
Por ello 1las variaciones en 1la densidad de tales grupos
figioldgicos de microorganismos nos permiten caracterizar las
distintas observaciones y evaluar el efecto del sistema
radical de las diferentes plantas aqui estudiadas y de los
cambios estacionales. Estos resultados no implican que los
factores de variacidén que se analizan solo afecten a 1las

citadas comunidades de microorganismos.

Las variaciones significativas (p<0.01) en los analisis
de 1la varianza del NMP de microflora total ponen de
manifiesto el efecto importante de las plantas sobre 1la
microflora telurica. Tanto en la aliseda, como éntre los
sauces y los chopos, el NMP de microorganismos supera al gue
aparece en las dos zonas sin vegetacion arbérea. Por
consiguiente el papel regulador de la vegetacidon en este caso
se traduce en un incremento de la comunidad microbiana. Las
razones que pueden justificar este hecho son numerosas, pero,
como Pough (1974) indica, los nutrientes de las hojas caidas
v las excretas de las plantas son condiciones suficientes
para el desarrollo de la microflora edafica pese a la
influencia de 1los factores fisico-quimicos, y en especial se
puede destacar el aporte de materia organica que representa

el arbolado para la regién edafica, dato gue esta de acuerdo
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con los resultados registrados y expuestos anteriormente que
demuestran que en las zonas con chopos Yy sauces, Y en
especial bajo los alisos, aparecen valores mas elevados de

carbono organico y de nitrdégeno total.

La densidad de 1la microflora total muestra coeficientes
de correlacion positivos con los niveles de carbono organico
y de nitréogeno total. Pero los analisis de 1la covarianza de
cada una de ambas variables fisico-quimicas respecto a los
datos del NMP de microflora total nos indican que, al
eliminar el efecto debido a las tres fuentes de wvariabilidad
(aparato radical, estacién y zona), los coeficientes de
correlacion que se calculan a partir de la variacidén residual
reflejan valores no significativos. Por ello 1la correlacidn
observada en principio es consecuencia del efecto de 1las
fuentes de variabilidad que inciden de forma significativa en
las concentraciones de carbono organico y de nitrégeno total
{hecho que se refleja en los andlisis de la varianza de las
dos variables fisico-quimicas). Estos resultados reflejan que
el aporte de potenciales sustratos organicos nitrogenados por
parte de 1los alisos, chopos y sauces es importante vy
justifica en parte las diferencias en el tamafio de 1la
comunidad de la microflora total. Sin embargo, deben existir
otros factores que incidan en las variaciones de la densidad
de microflora total y que alteren su asociacién con los
niveles de materia organica nitrogenada. En este éentido hay
que considerar que los alisos, chopos vy sauces aportan
también nutrientes distintos de la materia organica Yy
esenciales para el desarraolla de los microorganismos
teliricos, situacidén gque no sucede en las zonas sin arboles
que registran las densidades inferiores de la microflora
total.
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Los datos también manifiestan el efecto de las
condiciones ambientales. Aunque la microflora de los suelos
mediterraneos se adapta al deéeficit temporal de agua
{Schaefer, 1973) vy en un suelo ribereifio las variaciones de
humedad no son muy acusadas, en otofio y primavera aumenta la
densidad de microorganismos. En el otofic la elevacion del NMP
coincide con el incremento de humedad en el suelo tras la
estacidn seca, mientras que en invierno aumenta él contenido
de agua e incide en una porosidad menor y una compactacion
mayor de 1los suelos con el consiguiente descenso de 1la
superficie de 1las particulas del suelo, 1o que refleja unas
condiciones adversas para el desarrollo de 1la microflora
aerobia. Adem&s las 1lluvias mas abundantes en invierno
provocan la pérdida de sustratos para la comunidad
microbiana. En primavera las condiciones no son tan adversas
pues tiene lugar un incremento de la temperatura que supone
una activacion térmica de la microflora edafica que se
manifiesta en una densidad mas elevada de 1la microflora
total. Las condiciones ambientales influyen en la densidad y
actividad de la microflora edafica y., por tanto, alteran la

cecmunidad de microorganismos teldricos.

Los datos del NMP de microflora total no permiten
establecer diferencias entre el rizoplano y la rizosfera en
las cuatro zonas con vegetacidn arbdrea. Por consiquiente
rizoplano y rizosfera constituyen una zona homogénea para el
desarrollo de la comunidad de microorganismos totales, que
presenta una densidad superior a 1la del dosel de los alisos,
chopos y sauces. Los valores mas elevados del rizoplano y de
la rizosfera se explicarian con las condiciones é6ptimas de la
zona radical, porque las raices son una fuente importante de
sustratos (superior al lecho de hojarasca en ocasiones,
McClaugherty et al., 1982), y muchos de ellos son compuestos

organicos nitrogenados de facil wutilizacidn como los
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aminoacidos (Hale et al., 1975). ‘El crecimiento de 1la
densidad bacteriana en el rizoplano y rizosfera dppende en
gran medida de la naturaleza de la materia organica vya que
las caracteristicas metabbéliicas de las bacterias manifiestan
una eficacia superior con sustratos organicos de peso
molécular bajo (Nakas y Klein, 1980), lo que también afecta
al tiempo de generacidn de las bacterias, que disminuye cerca
del sistema radical {(Bowen y Foster, 1978). Ademas 1los
productos liberados por 1las raices pueden tener un efecto
gquimiotactico (Krotzky et al., 1983) gue favorezca el
desarrollc de poblaciones determinadas de microorganismos
(Barak et al., 1983) en detrimento de otras poblaciones de la
comunidad edafica, hecho muy importante pues recordemos que,
en este sentido, Neal et al. {(1968) indican que el namero
mayor de microorganismos en la interfase raiz-suelo puede
disminuir la susceptibilidad de las raices a la invasidén por
hongos patdgenos y por tanto las bacterias rizosféricas
pueden desempefiar un papel fundamental en el control de
ciertas plagas (Elad y Baker, 1985).

Destacan el rizoplano ¥ la rizosfera de ios alisos
arbustivos porque presentan el mayor incremento de microflora
total respecto a 1los valares del dosel y de las zonas libres
de arbolado; en el rizoplano y en la rizosfera de los alisos
mas desarrollados, el aumento del NMP de 1la comunidad
microbiana es menor porgque la densidad de microorganismos
totales en el dosel de estos arboles es la mas elevada de de
todas las zonas no rizosféricas. En la interfase raiz-suelo
de los chopos y de los sauces también se observan valores mas
elevados del NMP respecto al dosel de ambas plantas y a las
zonas sin arbolado, aunque el incremento es menor gque en la
aliseda. Entre los chopos ¥y los sauces las pruebas
estadisticas (anova vy LSD) no manifiestan variaciones

significativas de la densidad de 1los microorganismos totales
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en la zona rizosférica por lo que el efecto del sistema
radical de ambas plantas sera similar. Por el contrario el
aumento de la microflora total en la zona rizosférica de los
alisos sugiere que el simbionte Erapkia influye de forma muy
acusada en el desarrollo de la comunidad microbiana.

La presencia de 1los alisos, chopos, sauces y en
particular de su sistema radicular desempefia un papel
especial en la dindmica del ciclo del nitrégeno por la
interaccion de estas plantas con los microorganismos
mineralizadores de 1los compuestos nitrogenados y asi lo
confirman los resultados del analisis de ordenacidn
efectuado, pues manifiestan un efecto significativo de 1las
plantas citadas sobre las poblaciones de microorganismos
proteoliticos y amonificantes. La densidad y los T50 de las
microfloras proteolitica y amonificante caracterizan el eje
que representa la tendencia de variacidn mayor en el anilisis
de componentes principales. Por tanto las wvariaciones en las
comunidades de microorganismos proteoliticos y amonificantes
adguieren un gran protagonismo que permite diferenciar 1las
muestras de la interfase raiz-suelo de las localiiadas en el

dosel v en los controles sin arbolado.

Las diferencias entre el rizoplano, la rizosfera y el
dosel, en las cuatro =zonas c<coOn arbolado muestran que
rizoplano y rizosfera son zonas Optimas para las pomunidades
microbianas mineralizadoras, probablemente porgue el aporte
de nutrientes promueve el desarrollo de tales
microorganismos. Destaca 1la riqueza de amonio de la zona
rizosférica y los niveles superiores de carbono organico y de
nitrégeno total que también se encuentran a pie de planta en
la interfase raiz-suelo. Por ello resalta la fuente de
nutrientes que representan 1los alisos, chopos y sauces a

través de su sistema radical que proporciona compuestos
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organicos poco frecuentes en el suelo no rizosférico (Smith ¥y
Pooley, 1989) vy, aunque, de composicidon quimica diversa,
abundan los compuestos facilmente metabolizables (Turner y
Newman, 1984), sobre todo en la interfase raiz-suelo de 1los
alisos, hecho que reflejan los analisis de la varianza y las
pruebas del LSD que indican que los microorganismos
proteoliticos y amonificantes varian en densidad y actividad,
mas elevados siempre en el rizoplano y en la rizosfera de los
alisos, descienden en la zona de influencia de la raiz de los
chopos ¥ sauces, que no difieren entre si, y son minimas en
el pastizal y ladera. Las variaciones no significativas en el
rizoplano Yy la rizosfera de 1los chopos y de los sauces
manifiestan que, bajo ambos, los microorganismos
proteoliticos y amonificantes encuentran condiciones
similares para su desarrollo e igual ocurre en las dos zonas
sin arbolado.

El efecto favorable de 1la vegetacidon arbhdrea sobre
proteolisis y amonificacién se extiende al dosel de 1los
chopos y sauces y adquiere un relieve aun mayor en la
aliseda. BAqui se obtienen 1los valores mas elevados de
densidad y menores de los ATSO y las concentraciones
superiores de amonic, 10 gque supone una mineralizacién mayor
de los sustratos organicos y confirma que los microorganismos
productores de amonio se encuentran en un estado fisiolégico
que refleja una actividad intensa. En el entornoc de otras
actinorrizas se han cbservadco resultados similares (Bermadez
de Castro y Gutiérrez Maiiero, 1987 y Llinares, comunicacidn

personal).

Los sustratos organicos fuera de 1la rizosfera estan
menos localizados, pues la fuente principal de compuestos
organicos es el lecho de hojarasca y por tanto el NMP y la

actividad de la microflora proteolitica en el dosel es menor
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que en la rizosfera. Otro factor importante es la naturaleza
del lecho de hojarasca, ya que las hojas senescentes de los
alisos presentan concentraciones superiores de compuestos
nitrogenados (Sharma y Ambasht, 1987 y Domenach y Kurdali,
1989). Esto justifica que ambas actividades, proteolitica y
amonificante, sean mds intensas en el dosel de los alisos que
en las demads zonas no rizosféricas. El dosel de los sauces y
chopos refleja, al igqual que su rizosfera, unas condiciones
semejantes para el crecimiento de ambos grupos de
microorganismos. En las zonas sin arbolado no se registra la
entrada de sustratos derivados de los exudados radicales de
los alisos, chopos y sauces y el aporte de nutrientes de sus
hojas es minimo segin confirman los niveles inferiores de
carbono organico y de nitrégence total gque reflejan unas
condiciones menos idoneas para el desarrollo de los
nicroorganismos protealiticos y amonificantes.

Los resultados mas elevados de 1la densidad e inferiores
de 1los T30 de la comunidad amonificante en relacidn a la
microflora proteolitica, principalmente en 1l1la aliseda, se
atribuyen a que los productos que resultan de la actividad
metabdlica de los microorganismos proteoliticos son
susceptibles de ser metabolizados por numeerosos
microorganismos y, por tanto, un aumento de la proteolisis
induce un incremento mayor de la amonificacién. También
destaca el hecho antes citado de gque la diazotrofia de los
alisos manifiesta a través de 1las raices y del lecho de
hojarasca un aporte de compuestos nitrogenados sustrato de la
microflora amonificante sin que las microorganismos
proteoliticos los degraden previamente. Por ello en las zonas
control {chopera, sauceda, ladera y pastizal) las diferencias
entre las comunidades proteclitica y amconificante son

menores, aunque en la rizosfera de los sauces y de los chopos
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las variaciones aumentan respecto al dosel de las mismas
plantas, debido a la liberacion de exudados radicales que
proporcionan sustratos a la actividad amonificante por una

via alternativa a la iniciada en la proteolisis.

Los resultados de los andlisis de la covarianza de 1la
densidad y actividad de las microfloras proteolitica vy
amonificante con las concentraciones de carbono organico y de
nitrogeno total indican que 1la correlacidén positiva que se
aprecia entre el NMP de ambos grupos fisioclogicos de
microorganismos Y las dos variables fisico-quimicas,
desaparece cuando se desestima el efecto de las tres fuentes
de wariacion que se estudian (zona, sistema radical vy
estacidén) e incluso se observa gue el NMP de microorganismos
proteoliticos y el nivel de materia organica se correlacionan
negativamente, mientras que el contenido de nitrdgeno total ¥
la actividad proteolitica muestran una correlacidn positiva.
El papel de 1las fuentes de variabilidad es primordial en la
correlacion de 1l1los niveles de amonio y de la actividad
amonificante, porque el analisis de la covarianza indica que
ampas variables covarian de forma significativa al 99%, a
causa de las diferencias que inducen los citados factores de
variacidon. Si se consideran los datos de nitrdgeno-amonio
ajustados con 1los valores de la actividad microbiana, el
grado de significacion es del 95%. La explicacidn de estos
resultados no resta importancia al papel de 1los sustratos
carbonados, pues el aporte de materia organica éerca de los
alisos, chopos y sauces refleja una situacion favorable para
el desarrollo de 1la biomasa microbiana y las microfloras
proteolitica y amonificante, perc se puede alterar por otros
factores que modifiquen 1l1la disponibilidad de 1los nutrientes
de origen vegetal o gue incidan directamente sobre las
comunidades de microorganismos que mineralizan los compuestos

organicos nitreogenados. En este sentido se debe mencionar que
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las raices y el lecho de hojarasca de los alisos, chopos y
sauces pueden liberar sustancias, en especial compuestos
polifenélicos (Schwintzer, 1984; D'Arcy Lameta, 1986 ¥y
Greenway y Whatley, 1990), que forman agregados con las
proteinas y aminocacidos y dificultan su disponibilidad como
sustratos de las comunidades proteolitica y amonificante
(Howard y Howard, 1990). El efecto de los exudados radicales
puede ser mas intenso como D'Arcy Lameta y Jay (1987)
registran en las raices de 1la soja que 1libera cumestrol,
inhibidor del desarrollo rizosférico de Pseundomonas sp.,
taxon muy abundante en 1l1la interfase raiz-suelo. Ademas
debemos considerar gque 1la densidad y actividad de 1los
microorganismos proteoliticos y amonificantes se encuentran
bajo el influjo de las miltiples microzonas que se tienden a
crear en la interfase raiz-suelo por la absorcion de
nutrientes vy la competencia por nitrdégeno entre plantas vy
microorganismos ({situacidn extendible al lecho de hojarasca)
¥y por el mayor niumero de microhabitats aerobios y anaercobios
que determinan la estructura del suelo, humedad y respiracién
radical, io que propicia la diversificacion de las
comunidades proteolitica y amonificante. Estas circunstancias
justificarian que las variaciones en los niveles de carbono
organico y de nitrégeno total no se correspondan con las

diferencias de los microorganismos mineralizadores.

Por otra parte hay que resaltar que las diferencias mas
importantes entre 1los niveles de materia orgénica y la
densidad y actividad de los microorganismos radica en el
cambio estacional gque determina que no se aprecie una
correlacion positiva entre 1la materia organica vy los
microorganismos mineralizadores. Las diferencias entre las
estaciones reflejan la importancia de las condiciones
ambientales sobre ambas comunidades de microorganismos Yy

matiza el papel de la concentracién de sustratos organicos
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nitrogenados.

En invierno, tras la caida de 1la hoja, se observan 1los
valores mas elevados de materia organica, pero la densidad y
la actividad de los microorganismos son menores. La humedad
mas elevada gque se registra en esta época promueve una
disminucién de la porosidad, lo que supone una superficie
menor de los agregados donde se localizan los
microorganismos. Esto se traduce en una disponibilidad
inferior de los sustratos organicos nitrogenados para la
microflora mineralizadora (Schaefer, 1973). Las variaciones
en la temperatura también son importantes c¢omo registran
Foster et al. (1989), quienes detectan un descenso de la
mineralizaciéon de los compuestos organicos nitrogenados
cuando disminuye la temperatura de los sustratos organicos.
O'Brien (1972) indica que la proteolisis aumenta del orden de
tres veces cuando la temperatura se eleva de 202C a 37°C vy
Stanford et al. (1975) observan que por debajo de 352C
disminuye la actividad mineralizadora. En verano, estacién
con menor grado de humedad y temperaturas mas elevadas se
registra la maxima actividad de la microflora proteolitica,
aunqgue no difiere significativamente de las que aparecen en
otofio y primavera, estaciones que presentan las _comunidades
amonificantes mas activas, lo que indica que estos grupos
fisioldgicos debido a su heterogeneidad se muestran activos
en un intervalo amplio de humedad y temperatura (Miller ¥y
Johnson, 1964). La interaccidn de ambas variables promueve la
actividad de los microorganismos amonificantes comoc indican

Seneviratne {1985%) y Sparling y Ross (1988).

Un factor abidtico importante es el pH, gque en todas las
fracciones de suelo supera el intervalo O6ptimo que Sahrawat
(1982) sehala para la mineralizacion. Por ello en 1la

rizosfera de las plantas, sobre todo en la aliseda, donde el
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pH desciende vy la concentracidon de protones se aproxima al
nivel idoéneo, se observan los resultados mas elevados del NMP
y menores de 1los T50 de 1las microfloras proteolitica vy
amonificante. Esta circunstancia no se aprecia en los cambios
estacionales del pH y de los TS50 (variables que no covarian),
luego la variaciodn estacional tiene mayor incidenéia que la
concentracion de protones sobre el estado fisioldgico de las

microfloras protecolitica y amonificante.

De estos datos se desprende que las concentraciones
mayores de materia organica y de nitrégeno total gque se
registran bajo los chopos y los sauces, y en particular entre
los alisos, asi como a nivel del sistema radical, influyen en
la comunidad microbiana que descompone los compuestos
organicos nitrogenados. Ademas hay que considerar que 1la
naturaleza de la materia organica y la riqueza en nitrdgeno
condiciona su disponibilidad como sustrato de 1la actividad
metabdlica de los microorganismos Y que junto con otros
factores, en especial las condiciones ambientales (Tiedje et
al., 1984}, determina que no exista ninguna correlacidon entre
la densidad y 1la actividad Dbioldgica como indican Schmidt
(1973) y Alef y Kleiner (1986). '

Los microorganismos nitrificantes manifiegstan pautas de
comportamiento diferentes de los grupos fisiolégicos
anteriores. El1 analisis de ordenacién refleja que las
comunidades de microorganismos nitrificantes caracterizan en
parte 1la principal tendencia de variacion entre las zonas
estudiadas vy, por tanto, contribuyen a diferenciarlas
mediante las variaciones significativas que muestran en su
desarrollo. La microflora nitrificante nitrosa, que supone la
etapa limitante de 1la produccion de nitrogeno-nitrato a
partir de nitrégeno-—-amonio, presenta las comunidades menos

numerosas Y los T50 mas elevados en 1las cuatro zonas con
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vegetacidon arbdrea, en particular a nivel del sistema radical
de los arboles. Los datos del NMP son inferiores a 1los gque
encuentran Pérez Hernandez et al. (1989) cerca de A.
glutinosa, aunque fuera del ambito radical, e indican un
desarrollo menor de los microorganismos nitrificantes
nitrosos en el 4area de influencia de las raices de los
alisos. Los microorganismos que oxidan el nitrito hasta
nitrato también aparecen con menor densidad en el rizoplano y
en la rizosfera de los alisos, chopos y sauces, pero no
ocurre asi con los resultados del T50. Estos valores reflejan
que las raices de los sauces y de los chopos con la misma
intensidad y, en mayor medida, el sistema radical de los
alisos, ejercen un efecto inhibidor importante sobre 1la
densidad y la actividad de las comunidades de microorganismos
de los grupos fisioldgicos citados. Sin embargo la influencia
del aparato radical no modifica la actividad de la microflora
nitrificante nitrica, pues no hay diferencias significativas

entre las muestra del rizoplano, de la rizosfera y del dosel.

En las seis zonas analizadas los niveles de amonio se
mantienen éntre las 10 y 800 ppm que Versiraete (1981) y
Jones y Hedlin (1970) sefialan como concentraciones limitantes
para los micreocorganismos nitrificantes nitrosos. Los
resultados del analisis de la covarianza constituyen un dato
interesante pues muestran que 1la concentracidon de amonio y
los T50 de 1la comunidad nitrificante nitrosa covarian
positivamente al 99%, pero 1la correlacidon se debe a las
modificaciones que inducen 1las tres fuentes de variacion
sobre ambas wvariables. De este hecho se deduce que los
niveles de amonio encontrados tanto en las zonas no arboladas
como en las zonas con alisos, chopos ¥y sauces no alteran
significativamente el desarrollo de los microorganismos

nitrificantes nitrosos.
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Dentro de los limites de nitrogeno-amonio antes
indicados las concentraciones mas elevadas de amonio se
encuentran en la aliseda cerca de las raices, que son las
Zonas con mayor proporcion de carbono organico y niveles
inferiores de nitrogeno-nitrato. Keeney {(1980) interpreta las
diferencias en el contenido de las dos formas de nitrégeno
mineral en las mismas zZonas <Ccomo una prueba de que 1la
nitrificacion esta disminuida, hecho que coincide con los
resultados obtenidos del NMP vy del TH0 de 1la microflora

nitrificante.

El pH es otra variable fisico-quimica que afecta
profundamente a este grupo fisioldégico de microorganismos.
Las raices desempeiian un efecto acidificador sobre la zona
del suelo en que crecen y es mas intenso en la rizosfera de
la aliseda de porte arbdreo, como demuestran los resultados
obtenidos y comentados anteriocormente, pero en ningin caso la
concentracion de protones determina un pH inferior a 5 que
inhibe la nitrificacion autétrofa (Katyal et al., 1988). En
las seis zonas los valores del pH coinciden con el intervalo
que Katyal et al. (1988) indican adecuado para la
nitrificacién, aungque superan el 6ptimo gque Sahrawat (1982)
sefiala. Del andlisis de la covarianza entre los valores de
los T50 de la microflora nitrificante nitrosa vy del pH se
desprende gque las variaciones en la concentracion de protones
no alteran el desarrollo de los microorganismos. Por tanto el
pH no representa un factor limitante para el crecimiento de
la microflora que oxida el amonio en ninguna de las zonas gue
se estudian y cualquier variacidon que pudiera inducir se ve

modificada por efecto de las tres fuentes de variacidn.

El hecho de que la densidad menor vy los T50 mas elevados
de 1los microorganismos nitrificantes aparezcan en las zonas

con mayor riqueza de materia organica nitrogenada se puede
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justificar por diferentes vias. Las raices de los alisos y,
en proporciédn menor, de los sauces y de los chopos aportan
compuestos organicos nitrogenados al medic edafico que
favorecen el desarrollo de 1la comunidad descomponedora
heterotrofa (Pastor et al., 1984) v el nitrogeno-amonio en
presencia de una fuente de carbono estimula la actividad de
los microorganismos heterotrofos que inmovilizan el nitrdgeno
{Robertson, 1982), en clara competencia con la poblacidén
nitrificante gue Jones y Richards (1977} describen como
competidores poco eficaces por el nitrdégeno inorganico. Por
esta razon, los datos mas elevados de 1la densidad e
inferiores de 1los T50 de los microorganismos protecliticos y
amonificantes y los NMP menores de la microflora nitrificante
que se Tegistran en proximidad al sistema radical de los
alisos, sauces y chopos, se pueden interpretar como resultado
de la competicidén entre estas comunidades de microorganismos.
La vegetacion también compite con los microorganismos por los
nutrientes. Las raices de 1los chopos y sauces, Yy en menor
medida de 1los alisos, asimilan el nitrogeno-mineral en
detrimento de la poblacidon nitrificante (Hatch et al., 1990).

Purchase (1974) indica que la competencia entre 1los
microorganismos heterdtrofos vy los nitrificantes autaétrofos
no se limita al sustrato de 1la actividad sino que se puede
extender a otros factores como el oxigeno y el espacio. En
este sentido conviene resaltar que Pastor et al. (1984)
encuentran escasa actividad nit{rificante en suelos con
niveles de amonio elevados e indican gque las raices compiten
con los microorganismos nitrificantes por otros nutrientes
distintos al nitrdogeno inorganico, en especial por el fosfato
disponible en el medio edafico. Los datos expuestos por estos
autores coinciden con los resul tados obtenidos Y
contribuirian a Jjustificar 1la actividad menor de 1la

microflora nitrificante nitrosa en el rizoplano y en 1la
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rizosfera de 1los alisos, chopos y sauces donde, los
microorganismos manifiestan un periodo de latencia que se
explicaria por la baja disponibilidad de nutrientes a causa

de la competencia con las raices.

Por ultimo, debemos tener en cuenta el efecto directo de
los exudados radicales sobre la poblacidn nitrificante. Klein
et al. (1988) v Goékgeoglu (1988) indican que los acidos
organicos de origen radical inhiben 1la nitrificacion y
favorecen la amonificacion. Jordan et al. (1979) inciden en
el papel inhibidor de las raices pues encuentran pocos
microorganismos nitrificantes debideo a la alta concentracidm
de taninos que producen las raices. Los T50 elevados de la
microflora nitrificante nitrica en la rizosfera de los alisos
se explicarian porque el nitrito, sustrato de los
microorganismos, rTeacciona con los compuestos fendlicos
liberados por el sistema radical y se forma nitrégeno
organico (Azhar et al., 1986b) gque se mantiene en el
ecosistema, no se pierde por lixiviado ni por
desnitrificacion y supone un mecanismo de inmovilizacion del
nitrogeno {Montagnini y Buschbacher, 1989). Esta reaccion se
facilita con el aumento de 1la materia organica vy con el
descenso del pH (Smith y Chalk, 1980), hecho que se observa
en la rizosfera de 1los alisos. Por ello en la aliseda se
favorece la conservacion del nitrbgeno al impedir gue se
forme el nitrdgeno-nitrato. Estas consideraciones junto con
el nivel freatico del rio gue promueve el lavado intenso del
suelo y disminuye el sustrato de la actividad nitrificante
nitrica justifican el crecimientc inferior de la comunidad de
microorganismos nitrificantes en el rizoplano y en 1la
rizosfera de los alisos y también explican que no se aprecien
variaciones significativas entre los datos de los arboles vy

de los matorrales de aliso.
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La 1liberacién de productos organicos gque inhiben 1la
nitrificaciéon no se restringe al aparato radical de 1las
rlantas sino que también se observa en el lecho de hojarasca.
Pohlman y McColl (1988) identifican wvarios acidos organicos
en extractos de hojarasca gque suprimen la actividad
nitrificante y Frazer et al. (1990) explican por esta via el
descenso de la nitrificacidn en un bosque de coniferas de
California. Un mecanismo semejante puede justificar 1las
variaciones de las comunidades de microorganismos
nitrificantes en el dosel de 1los chopos, de los sauces y de
los alisos. Por ello bajo estos ultimos se debe registrar el
aporte mayor de productos que inhiban la nitrificacion.

En las zonas control no hay 1liberaciéon de exudados
procedentes de las raices de los arboles, disminuye el lecho
de hojarasca Yy la densidad de microorganismos heterétrofos
gue mineralizan los compuestos organicos nitrogenados es
inferior, condiciones que favorecen el desarrollo de 1las
comunidades de microorganismos nitrificantes frente al
ambiente de 1las zonas pobladas con los alisos, chopos vy
sauces tal y como manifiestan los resultados del NMP vy del
T50. Sin embargo estos datos no se corresponden con los
niveles inferiores de nitrégeno-nitrato de las dos zonas sin
arboles, lo que indica que el ién nitrato se elimina por una

desnitrificacidén activa o por lixiwviado.

La microflora nitrificante manifiesta el efecto de las
condiciones climaticas como indican 1los valores maximo vy
minimo de densidad y actividad de los microorganismos en las
dos estaciones, verano e invierno, de condiciones extremas.
La humedad provoca el descenso de la presién parcial de
oxigeno y por ello afecta a los microorganismos gue
transforman el amonio en nitrato que son aerobios y se

localizan sobre 1la superficie de las particulas del suelo.
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Por tanto la humedad elevada, caracteristica de la estacidn
invernal, inhibe 1la actividad nitrificante (Tate, 1985 vy
Alexander, 1980). La humedad y 1los T50 de 1la microflora
nitrificante no covarian de forma significativa cuando se
elimina la variaciém gque inducen los arboles y el cambio de
estaciones. Por ello este factor por si solo no justifica las
fluctuaciones de los T50 de los microorganismos
nitrificantes. Los datos del verano se explican por el menor
grado de humedad y por la temperatura mas alta, pues la
microflora nitrificante alcanza su actividad maxima entre 20
y 302C (Niemiera y Wright, 1987) lo que también justifica los
resultados elevados de la primavera y del otono. El descenso
de la temperatura durante el invierno promueve la disminucioén
de 1la actividad de los microorganismos nitrificantes como

también registran Niemiera y Wright (1987).
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1. Alnns glutinosa (L.) Gaertn. modifica las condiciones
fisico-quimicas del suelo sobre el que se desarrolla. Esto se

manifiesta por:

El descenso significativo del pH en el suelo bajo los
alisos.

El incremento significativo de 1las concentraciones de

carbono organico, de nitrdégeno total y de nitrogeno-amonio.

2. A. glutinosa interfiere en la densidad y actividad de
los microorganismos del ciclo del nitrogeno que mineralizan
los compuestos organicos nitrogenados y que, posteriormente,
transforman el nitrégeno-amonio en nitréogeno-nitrato.
Favorece el crecimiento de 1la microflora total gque presenta
densidades significativamente mayores en 1la aliseda. Induce,
con una significacion del 99%, densidad y actividad biolégica
mayores en las comunidades proteolitica y amonificante e
inhibe también significativamente el desarrollo de 1los

microorganismos nitrificantes.

3. Las raices de A. glutinosa manifiestan un efecto
rizosfera importante pues promueven concentraciones de
protones, carbono organico, nitrégeno total vy nitroégeno
amonio significativamente mayores que los sistemas radicales

de los sauces y chopOs gue crecen en la misma zona.

4. En el rizoplano vy en la rizosfera de los alisos se
establecen las condiciones optimas para el crecimiento de la

microflora total, de los microorganismos proteoliticos vy
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amonificantes, que presentan densidades mas elevadas vy
actividades bioldgicas mayores, en ambos casos por causas
ajenas al azar, que las comunidades de 1los mismos grupos
funcionales que se desarrollan prdéximas al sistema radical de
los chopos y sauces.

5. El rizoplano y 1la rizosfera de los alisos presentan
caracteristicas diferentes que se reflejan en densidades
significativamente mayores de los microorganismos
protecliticos vy amonificantes y en wuna actividad bioldagica
mas elevada (p<0.0l) de 1la comunidad amonificante en el
rizoplano. Por el contrario los microorganismos
nitrificantes, nitrosos vy nitricos, crecen por igual en el
rizoplano ¥ en la rizosfera de los alisos, por 1lo que deben
encontrar condiciones similares para su desarrollo en ambas

z0nas.

6. Las comunidades proteolitica y amonificante son las
mas sensibles al efecto rizosfera de 1los alisos, pues
aparecen como los grupos fisioldgicos de microorganismos con
factores de carga mas elevados que caracterizan la ordenaciéon

de las muestras en el analisis de componentes principales.

7. Chopos y sauces presentan caracteristicas fisico-
quimicas, densidades vy actividades bicldgicas de los grupos
de microorganismos considerados semejantes alrededor de su
sistema radical. Por ello el efecto de ambas plantas no

fijadoras de nitrégeno debe ser similar.
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8. Las densidades significativamente superiores de las
microfloras proteolitica y amonificante en el rizoplano
respecto a la rizosfera de 1los chopos y sauces indican que
los microorganismos mineralizadores encuentran en la
superficie radicular condiciones mas iddneas. No sucede asi
con la microflora nitrificante que presenta densidades y
actividades bioldgicas parecidas en el rizoplano y rizosfera
de chopos y sauces.

9. La diferencia de edad de los alisos incide en:

Un aporte significativamente superior de materia
organica nitrogenada al medio edafico bajo los alisos de
porte arboreo.

Un aumento significativo de la densidad de los
microorganismos proteoliticos vy amonificantes entre 1los
alisos mas desarrollados.

10. Las variaciones estacionales modifican las wvariables
fisico-quimicas: las concentraciones de nitrdégenc total y de
nitrogeno—amonio son mas elevadas en otofio, mientras gque en
invierno se registra 1la concentracidon mayor de carbono

organico y el pH mas acido.

11. Las variaciones estacionales también inciden en 1la
comunidad microbiana mineralizadora de los compuestos
organicos nitrogenados, aunque el efectoc de 1los arboles y de
su sistema radical, principalmente de los alisos, enmascara
las diferencias de origen estacional. A pesar de ello, la

temperatura mas elevada vy la humedad menor del verano hacen
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de esta época 1la estacion idénea para 1la microflora
nitrificante. La micreoflora total vy la comunidad amonificante
se desarrollan mejor en el otofio, cuando las condiciones

ambientales son menos extremas.

12. El1 efecto de 1los arboles {chopos, sauces y en
particular alisos), de su aparato radical y de las
variaciones estacionales sobre las grupos de microorganismos
que transforman la materia orgéanica nitrogenada en nitrdégeno-
amonio y posteriormente éste en nitrdégeno-nitrato, se realiza
en parte a través de las diferentes condiciones fisico-
quimicas que promueven, pero, como reflejan los analisis de
la covarianza las tres fuentes de variacidon, también ejercen

un efecto directo sobre las comunidades de microorganismos.

13. Las raices de los chopos, sauces, pero sobre todo de
los alisos favorecen 1la movilizacion de los compuestos
organicos nitrogenados vy, por tanto, su aprovechamiento y
promueven la conservacion de las formas nitrogenadas no

organicas en beneficio de la productividad del ecosistema.
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7.1. Medios de cultivo y reactivos

7.1.1. Extracto de tierra

Se prepard con tierra de jardin de Monteprincipe
(Madrid) de pH 7.1 que se recogi¢ entre 10 y 15 cm de
profundidad.

La tierra se mezcld con agua destilada en proporcidnm 1:1
(p/v) vy cada litro se enriqueci6é con 1 ml de la solucidn de
oligoelementos indicada en 7.3. La solucidon resultante se
introdujo en autoclave donde permanecidé una hora a 130°C.
Luego se filtré por papel el liquido caliente con el objeto
de eliminar 1las particulas en suspension mas voluminosas.
Posteriormente se centrifugd el filtrado a 43000 rpm durante
15 min en una centrifuga SORVAL SS-34 Superspeed Refrigerated
con un rotor SORVAL SS-~-34. El sobrenadante se esterilizd en
autoclave durante 30 min a 115°C.

7.1.2. Solucidn salina de Winogradsky

L & 1 0 P 5.0 g
MgSQa.7H=20. . i i it i i s e enmnaaanans 2.5 g
3 £ ok N 2.5 g
MnSOa.Hz20.... ..t imenennnnnnnns 0.05 g
Fex(80a)s. .t eeaunnnnannns 0.05 g
Agua destilada........ ... 1000.0 ml

Se afiadié 1 ml de la solucidén de oligoelementos indicada
en 7.3 y se esterilizd en autoclave durante 20 min a 110°C.
Se ajustd el pH entre 7.0 y 7.5 con una solucidén de OHNa al
10% (p/v). |
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7.1.3. Soluciédn de cligoelementos
Se empled la formula de Gutiérrez Madero y Bermidez de
Castro (1983):

Naz2{MoOa4).2H50. . ittt vt i sannnnnan 0.05 g
K2BaO7.10H20. ¢ e e veeerencnnnnnnnns 0.05 g
Vol I - P o Y  0.05 g
CA(NO5)2-4H200 o e i veeraannacnannn. 0.04 g
Co804.7TH20. . . ... it it eiaenannn 0.05 g
CuSOa4.5H20. . it vttt inannas . 0.05 g
ZnS04a.7H20. .. o i vttt it nersennnnnas 0.05 g
Agua destilada........c.coiumnnnn v 1000.00 g

7.1.4. Medio para microflora total

El medio de cultivo es el extracto de tierra descrito en
el apartado 7.1.

Se pusieron 5 ml del medio en tubos de ensayo de 22 mm
de diametro que se taparon c¢on algoddn y se esterilizaron en
autoclave durante 20 min a 110°C.

Se consideraron tubos positivos aguellos que tras 1la

incubacién presentaban velo.

7.1.5. Medio para microorganismos proteoliticos
Se empled el medio Difco para proteoliticos modificado

como sigue:

Solucidn salina.......ceeueicenea. 5 ml
Extracto de carne.........ccveuunn. 33 g.
Peptona. ... ... .0t menenceancnean 5 g
Gelatina. .. ... .. annn. 120 g
Solucidn de oligoelementos........ 1 mi
Agua destilada.................... 1000 nl

Se ajustd el pH a 7.2 y se distribuyeron 2 ml del medio
en tubos de 10x100 mm gque se taparon con algoddon y se

esterilizaron en autoclave durante 20 min a 110°C.
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Se consideraron positivos aquelles tubos en los que tras
la incubacidén el medio permanecia liquido después de-

refrigerarlos a 2 - 4°C durante una hora.

7.1.6. Medio para microorganismos amonificantes

Solucidn salina.......cceiveeensaa 50 ml
Asparragina..........ccccceccncaan 0.2 g
Solucidn de oligoelementos........ 1 ml
Agua destilada.......ccssnrennnnnn 950 ml

Se pusieron 10 mil del medico en tubos de 16x160 mm que se
taparon con algodon y se esterilizaron en autoclave durante
20 min a 110°C.

Después de la incubacién se retird con una pipeta
estéril 1 ml de cada tubo que se pas® a otro tubo al que se
afiadieron dos gotas del reactivo de Nessler (ver 7.1.9). Se
consideraron positivos los tubos en gue el color amarillo

viré a anaranjado.

7.1.7 Medio para microorganismos nitrificantes nitrosos

Solucidn salina.......cicnienunn.- 50 ml
(NHs)2804. ..ot i it i i i i iceneens 0.5 g
O T 0 0 A 1 g
Agua destilada.... .. cv v ereccans 950 ml

Se pusiercon 5 ml del medio en tubos de 16x160 mm que se
tapafon con algoddén v se esterilizaron en autoclave durante
20 min a 110°C.

Después de la incubacidn se retiraron con una pipeta
estéril 0.2 ml de cada tubo gue se pasarcn a otro tubo donde
se afladieron 10 gotas de acido sulfiarico concentrado vy 10
gotas de difenilamina sulfiarica (ver 7.1.10) Yy se

consideraron positivos los que presentaron coloracidon azul.
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7.1.8. Medio para microorganismos nitrificantes nitricos

Solucioén salina.......eeeueeeeeen. 50 ml
NaNO=. _ ..ottt ittt i i it ascnnasanns 1 q
CaC0a. .. vt i iieeeannnesnnnansnnnns 1 g
Agua destilada...... ... vinenns 950 ml

Se pusieron 5 ml del medio en tubos de 16x160 mm que se
taparon con algodén y se esterilizaron en autocléve durante
20 min a 110°C.

Se opera igqual que en el caso de los microorganismos
nitrificantes nitrosos pero antes de afiadir el acido
sulfirico y la difenilamina sulfirica se incorporan 50 mg de

urea a cada tubo para eliminar los nitritos.

7.1.9. Reactivo de Nessler
Solucidén A:

5 o N 50 g
L 36.5 g
Agua destilada.................... 1000 ml
Solucidon B:

OHK. . ... it ervncreseaannnanascassnesa 150 g
Agua destilada........... ... ... 1000 ml

En el momento de usarlo se mezclan volumenes iguales de

las soluciones A y B.

7.1.10. Reactivo de la difenilamina sulfarica
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