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1. INTRODUCCION

1.1. Los plaguicidas

Los plaguicidas son productos quimicos, en su mayoria
orgdnicos, amplia y crecientemente utilizados en agricultura pa
ra reducir las elevadas pérdidas registradas en la produccién -
agricola a causa de las malas hierbas, los atagues de insectos,

dcaros y nematodos y las enfermedades bacterianas y de hongos.

La evaluacién de tales pérdidas es diffcil, ya que la
informacién sobre las producidas por cada uno de los citados a-
gentes es muy desigual, al considerar los distintos cultivos y
zonas. Una evaluacién global sélo puede hacerse dentro de muy -
amplios limites e inevitablemente estd sujeta a considerable in
certidumbre. Las estimaciones de Cramer (1967) y la FAO (1967),
dadas independientemente, coinciden en sefialar que alrededor =
del 35% de la valoracién total de la produccidén agricola pusde
ser considerada como pérdida global en la que inciden los tres
grupos de agentes, plagas, enfermedades y malas hierbas, en una
proporcién aproximddamente igual. Probablemente este porcentaje
serfa inferior al referirnos a los cultivos de las regiones tem
pladas, donde el dafio producido en las cosechas por plagas y en
fermedades es notablemente inferior al que se produce en las zQ

nas tropicales.

Segin Bommer (1976), durante los préximos diez afios =

la produccién de alimentos deberi ser incrementada en un 100% a
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fin de responder a las previsibles necesidades mundiales, por lo
que la proteccién de los cultivos resulta ser de vital importan-
cia, no sélo para aumentar los rendimientos unitarios, sino tam-
bién para mejorar la calidad de las producciones. Las prediccio-
nes, por lo tanto, apuntan-a una progresiva expansién del consumo
de plaguicidas, estimidndose que en la préxima década de los afios
80 la demanda serd de 1,3-1,6 veces superior a la alcanzada en la

década de los 70 (Roberts, 1975).

Las malas hierbas son, quizds, la causa mds importante
de merma en el rendimiento de los cultivos. Entre otros efectos -
perjudiciales son de destacar: compiten con las plantas cultiva-
das, por el agua, sustancias nutritivas y luz; presentan,a veces,
efectos de antagonismo respecto a las plantas cultivadas; aumen-
tan los gastos de cultivo y recoleccibén; deterioran la calidad de
las producciones; reducen la masa y la calidad del forraje a dis-
posicién del ganado; pueden dar cobijo, en algunas fases de su de
sarrollo, a plagas y enfermedades de las plantas cultivadas, con-

tribuyendo de esta manera a su propagacién.

Por todo lo expuesto, presenta gran interés econdémico -
la lucha contra las malas hierbas, que tan notablemente perjudi-
can a los cultivos, y dentro de esta lucha hay que destacar la -
creciente utilizacién de herbicidas en la agricultura moderna. En
el Reino Unido datos referentes al afio 1973 (Stansfield, 1974) -
dan 8,300 Tm de producto herbicida activo aplicado en 4,15 millo-
nes de hectidreas de terreno, lo que equivaldria a una concentra-

cién de 30 ppm de producto herbicida introducido en el suelo, si
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la anterior superficie se tratase homogéneamente hasta una profun
didad de 0,5 cm, Segin Gournay (1976), en los paises agricolamen-
te desarrollados, las pérdidas producidas en los cultivos por ma-
las hierbas representan alrededor del 10% del valor del producto
recolectado. En Francia, segin el mismo autor, la inversién en =
herbicidas es igual o aln superior a la inversién realizada en el

resto de los plaguicidas.,

La introduccién de los herbicidas hormonales ha contri-
buido poderosamente al desarrollo de la lucha quimica contra las -
malas hierbas y su aplicacién a la escarda quimica de los cerea-
les ha llegado a ser una operacién més entre las prdcticas de su
cultivo (Graham-Bryce, 1976). En Espafia, el uso de los herbicidas
es habitual en las explotaciones racionales, por ejemplo, son apli
cados en mas del 40% de la superficie dedicada a cereales y en el

caso del maiz se llega casi a un 80%.

1.1.1. Herbicidas y grupos principales

Puede decirse que en 1941 comienza la historia moderna -
de los herbicidas con la sfntesis del 4cido 2,4-diclorofenoxiacéti
co y su posterior utilizacién como herbicida. Este compuesto fue -
el primer herbicida orgdnico efectivo a bajos niveles y no téxico
para los mamiferos (Blackman, 1945). Su descubrimiento ha revolu-
cionado la agricultura, ya que a partir de su éxito el desarrollo
de la investigacién de nuevos productos herbicidas crece en propor

ciones geométricas,

Los compuestos orgdnicos que presentan propiedades herbi



-4-

cidas se encuentran en muy distintos grupos quimicos. Un crite-

rio de clasificacidén segin la estructura quimica es dtil y puede
establecer ciertos patrones de modo de accidén en el vegetal, aun
que se presentan numerosas excepciones. Quizd este criterio de a

grupacién sea el mds extendido y menos conflictivo.

Los principales grupos quimicos (Muzik y Garcfa Baudin,

1971; Bailly y Dubois, 1978) son:

- Compuestos fenélicos

- Fenoxidcidos

- Derivados de &cido carbimico

- Derivados de urea

- Diazinas

- Triazinas

- Amidas

- Dipiridilos

- Benzonitrilos

- Derivados de anilina

- Triazoles

- Varios: Derivados del &cido benzoico
" del oxidiazol
" de benzofurano

" pirid{nicos

Los herbicidas estudiados en el presente trabajo son de
rivados de piridina, los cuales constituyen un grupo en la ante -

rior clasificacidén; pero considerando su modo de accidén en el ve=-
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getal, algunos de ellos entre los que se encuentran los dos ob-
jeto de estudio, picloram y 3,6-D, presentan actividad hormonal

"tipo auxina" semejante a los fenoxiicidos.

En el siguiente apartado pasaremos a considerar el con

junto de los herbicidas hormonales con accién auxina.

1.1.1.1. Herbicidas hormonales tipo auxina

Después del descubrimiento de las auxinas, fitohormo--
nas o sustancias naturales reguladores del crecimiento vegetativo
y de otras funciones en la planta, se obtuvieron por sintesis --
quimica diversos compuestos con cardcter herbicida selectivo, que
producfan efectos semejantes a los de las auxinas en la morfolo-
gfa y fisiologfa de las plantas susceptibles. Las alteraciones -

en el vegetal son debidas a la persistencia de la accién auxina.

Sus efectos en las plantas

Su accién se extiende desde el lugar de contacto a dis
tintas partes del vegetal produciendo, principalmente, las si- -

guientes alteraciones:

- En el crecimiento: Elongacién celular y proliferacién
de tejidos, induccién de raices adventicias, epinastia en hojas y

otros 6rganos.

- En el metabolismo: alteracién de la actividad respira

toria, disminucién de las reservas de almidén y aumento de azica-
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res, reduccién més o menos acentuada de la fotosintesis, altera-
ciones en el metabolismo de 4cidos nucleicos, en la distribucién

de fésforo y aminodcidos y disminucién de la absorcién de Na+y K*.

Grugos

Como herbicidas hormonales del tipo auxina se conside-
ran los siguientes grupos, segin su estructura quimica, (Corbett,
1974; Moore, 1979); presentindose dentro de ellos algunas propie-

dades generales comunes:

a) Fenoxidcidos y compuestos relacionados: son auxinas
persistentes en la planta, de potente eficacia. Los fenoxiéicidos
son especificamente llamados herbicidas hormonales. Se agrupan -

segin el 4cido del que derivan:

Acidos fenoxiacéticos: 2,4-D, 2,4,5-T7, 2,4-DEP, MCPA

Acidos fenoxipropiénicos: mecoprop (2,4-MCPP), diclor

prop (2,4-DP), fenoprop (2,4,5-TP),y erbon.

Acidos fenoxibutiricos: MCPB, 2,4-DB

Compuestos relacionados: clorfenac

b) Acidos derivados del naftaleno: Acido naftalenacéti-

co y &cido metilnaftoxiacético.

¢) Derivados del 4cido benzoico y compuestos relaciona-

dos: solamente algunos derivados del Acido benzoicc, entre muchos
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que son herbicidas, presentan actividad auxina (Audus, 1976), -
siendo, sobre todo, los derivados clorados los de mds potente ac
cién de este tipo, favorecida por su gran persistencia en la plan
ta (Keitt y Baker, 1966). Los principales son: dicamba, 2,3,6-TBA

y cloramben,

Por otra parte, otros compuestos herbicidas, con accién
auxina, como el cloruro de triclorobencilo, se consideran relacio
nados con el 4cido benzoico (Martin, 1972), pudiendo ser debida -

su accidén a su conversién en el citado 4cido.

d) Benazolin (4cido 4-cloro-2-oxobenzotiazolin-3-acéti-
co): su efecto herbicida es probablemente debido a su accién co-
mo auxina (Leafe, 1964), ya que estructuras quimicas relaciona-
das con é1 y sin accién hormonal de este tipo no resultaron her

bicidas (Brookes y Leafe, 1963).

e) Derivados de piridina: hasta ahora pocos compuestos
de este tipo se han empleado como herbicidas y de ellos picloram
y 3,6=D, de los que nos ocuparemos en el apartado 1.1.1.2., pre-
sentan reconocida accién auxina en el vegetal. Otros herbicidas

de este grupo son: pyriclor y triclopyr.

Modo de accién

Muchos autores apoyan la teoria de la accién de las au-
xinas a nivel de gen, estimulando la produccién de RNA (Moore, -

1979).
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As{ la actividad herbicida de 2,4-D se atribuye a cam-
bios en el RNA y la sintesis de proteinas y la respuesta bioqui-
mica pudiera ser iniciada en la membrana plasmitica (Ashton y =-
Crafts, 1973). Hardin y col. (1972) encuentran que un factor = =
transcripcional se libera de membranas aisladas de células de so

ja en presencia de 2,4-D, pero no de su andlogo inactivo 3,5-D.

Ante la rapidez de respuesta del vegetal a las auxinas
Yy las experiencias con inhibidores, parece probable la existencia
de un lugar o lugares de accién especificos para la auxina en el
vegetal (Moore, 1979). Segin Hardin y col. (1972),un receptor a-
sociado a la membrana plasmdtica podrfa, simultédneamente, provo-
car la respuesta inmediata en el crecimiento y la posterior res-

puesta nuclear caracteristica.

Los herbicidas tipo auxina afectan, por otra parte, mar
cadamente la permeabilidad de la membrana celular reflejindose en

el transporte idnico (Ashton y Crafts, 1973).

Relacién estructura-actividad

Se han intentado establecer los requerimientos estructu
rales para la actividad auxina pero los resultados no han sido -
concluyentes ya que, a menudo, el descubrimiento de una nueva au
xina invalida la hipétesis antes emitida. La mds satisfactoria es,
probablemente, la de Porter y Thimann (1965) y Thimann (1969), en
la que se sugiere que la actividad auxina depende de la presencia

de una carga positiva fraccional situada aproximddamente a 0,55 nm



-9-

de.la negativa de un grupo carboxilo. El diagrama siguiente mues

tra este requerimiento en el IAA, 2,4-D, 2,3,6-TBA y picloram.

La sustitucién del H por Cl ‘en la posicién 6 del 2,4-D,

as{ como en la 4 de los derivados benzoicos, elimina la actividad
auxina, presumiéndose que se inhabilita as{ su combinacién con el
probable lugar de accién en la planta, Sin embargo, la actividad
auxina de algunos compuestos, como cloramben, no encaja dentro de

esta teorfia (Thimann, 1969).

1.1.1.2., Herbicidas hormonales tipo auxina derivados de piridina

PICLORAM: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico,

Efectos en plantas

Aunque el picloram es estructuralmente distinto de otros
compuestos con actividad auxina, Kefford y Caso (1966) y Eisinger
y Morré (1971), entre otros autores, citan sus propiedades de au-

xina., Asf, el picloram, aparte de otros sintomas t{picos, estimu
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la la elongacién celular de una amplia variedad de tejidos vege-

tales, produce epinastia y conduce a la pérdida de clorofila.

Es uno de los compuestos ﬁerbicidas de m4&s potente ac-
cién sobre el crecimiento vegetal, produciendo una amplia altera
cién en la planta debidoa.su gran movilidad en la misma. El1 piclo
ram no interrumpe inmediatamente el sistema de captura y traslo-
cacién del vegetal, efecto que es consecuente con su accién como

auxina (Davis y col., 1972).

También se ha observado que actia como una auxina sobre
algunos procesos bioquimicos. Asf{, inhibe la captura de O2 (Foy vy
Penner, 1965) e incrementa el contenido de 4cidos nucleicos,. so-
bre todo, en las plantas sensibles (Malhotra y Hanson, 1970; Chen
y col., 1972).

La mayorfa delas dicotiledéneas, excepto las cruciferas,
son sensibles al picloram, sin embargo, éste presenta sélo modera
da toxicidad en las gramineas. A concentraciones herbicidas, el =
picloram causa,en las plantas susceptibles, alteraciones en el -
crecimiento semejantes a las causadas por 2,4-D y 2,4,5-7 (Hama-
ker y col., 1963), pero es, en general, un herbicida mds selecti

vo en su accién sobre las distintas especies.

Utilizacién ccmo herbicida

El picloram es un potente herbicida de post-emergencia

utilizado para el control de muchas especies de arboles, arbustos
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¥y plantas herbiceas dicotileddneas, mostrando selectividad entre

especies,

Es muy efectivo contra malas hierbas perennes de raiz

profunda como Cirsium arvense (Vanden Born, 1969), Polygonum con-
volvulus (Friesen, 1965; Molberg, 1965) y otras y en la erradica
cién de una gran variedad de plantas arbdreas (Dickens y Fears, =-
1977; Coartney, 1977) y malas hierbas nocivas en prados ¥y pasti

zales (Gantz y Laning,1963; Scifres y col., 1977).

A pesar de que las gramineas son relativamente toleran
tes a este herbicida, existen deficultades para su empleo en el -
desherbaje de cereales, ya queya la dosis permitida por el culti-
vo, las plantas vivaces, a veces, son poco afectadas (Alfaro, - -
1974)., Presenta, ademds, el inconveniente de su persistencia en =~
el suelo y en mezclas de suelo que contienen una fuerte proporcién
de pajas procedentes de cultivos tratados (Vallée y col., 1975).
As{, el control prolongado de las especies perennes en la tierra
de labor viene limitado por la persistencia del picloram en suelo

¥y la susceptibilidad de cultivos tales como trigo (Triticum aesti-

-zgg) y otros no cereales, a cantidades muy pequefias de este herbi
cida (Nalewaja, 1970). Sin embargo, la aplicacién inicial de 0,07
6A4,48 kg/Ha puede ser utilizada en avena o cebada y en tierra -
de barbecho respectivamente, sin dafiar el trigo de la siguiente
cosecha (Keys y Friesen, 1968; Ragab, 1975). La aplicacién a cul=-

tivos de cereal suele hacerse conjuntamente con otros herbicidas.

La eliminacién de malas hierbas en pastos es de gran
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interés: en el conjunto de la economia nacional es importante el
mantenimiento de una composicién adecuada de plantas herbdceas -
aptas para el pastoreo, evitando la conversién de la pradera en

jaral o en monte bajo. Por ejemplo, en el caso de recuperacién -
de una pradera invadida por "tojo" la utilizacién de herbicidas,
tales como 2,4,5-T y picloram, junto a un abonado conveniente, =

ha dado muy buenos resultados (Arroyo, 1971).

El uso del picloram esti muy extendido para desherbaje
total en terrenos sin cultivo a razén de 0,5-1,2 Kg/Ha. Se apli-
ca también conjuntamente con otros herbicidas en la roturacién -

de terrenos.

Degradabilidad y persistencia en el suelo

Se trata de un compuesto no voldtil y muy persistente
en la planta y el suelo, en este dltimo tanto en condiciones ae-
rébicas como anaerébicas, dependiendo su degradacién de la ac- =

cién de microorganismos (Hance, 1967).

Se conoce poco acerca de su degradacién. El dnico meta
bolito detectado en suelo ha'sido el 6-hidroxiderivado. Aunque se
ha obtenido 14002 a partir de picloram marcado en su totalidad -
con T4c (Redemann y col., 1968), no hay evidencia de descarboxi-
lacién como se ha comprobado en plantas. Su rotura en el suelo 1i
bera gran cantidad de cloro inorgénico, y el 6-hidroxipicloram -
no se acumula en el suelo en mas del 1% del picloram afladido. Se

sugiere que en condiciones aerdébicas una dioxigenasa rompe el a-
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nillo de piridina, tal como ocurre en la degradacién de la vita-

mina B y el &cido nicotinice (Meikle y col., 1974).

Se ha estudiado la susceptibilidad al ataque microbiano
de los derivados de piridina, deduciéndose su dependencia del ti-
po, posicidén y nimero de sustituyentes del heterociclo (Naik y =

col., 1972).

El picloram es considerado como un herbicida de gran -
persistencia en el suelo, variable segin la dosis de aplicacién,
la naturaleza del suelo y las condiciones climéticas(Grover, 1967;
Keys y Friesen,1968; Baur y col., 1972), Los resultados de estudi-
o8 de perdistencia, con procemientos y condiciones experimentales
distintos, asignan desde 71 hasta mas de 400 dfas de permanencia
en los distintos suelos frente al méximo de 30 dias a 1 afio del -
dicamba (Altom y Stritzke, 1973). El picloram es mids persistente
que 2,4-D, 2,4,5-T, 2,3,6-TBA y dicamba, siendo su desaparicién -
del suelo debida principalmente a la lixiviacién (Keysy Friesen,

1968 y Burnside y col., 1971).

3,6=D: Acido 3,6-dicloropicolinico

Efectos en plantas

Es un herbicida de potente accidén sobre el crecimiento
vegetal induciendo en el mismo respuestas tipo auxina, semejantes
a las causadas por su andlogo estructural picloram. Aéi, produce

severa epinastia y anastomosis en ciertos Srganos (Naish, 1975).
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Es absorbido por hojas y raiz y traslocado con gran ra
pidez a través del vegetal, ejerciendo un mayor efecto en plantas
jévenes en activo crecimiento; mientras, en condiciones desfavora

bles al mismo, los efectos se manifiestan lentamente (Morel, 1977).

Ha sido observado aumento del contenido de RNA y  pro-
tefina en hipocotilo de soja tratado con este compuesto (Chen y -

Lin, 1977).

Utilizacién como herbicida

El 3,6-D es un herbicida de post-emergencia con la par-
ticularidad,respecto a otros de tipo auxina,de su efectividad so-
bre especies de compuestas muy resistentes. Es, también, muy e-
fectivo sobre malas hierbas perennes de raiz profunda como Polygo
num spp. (Brown y Uprichard, 1976). Se ha encontrado dtil su apli
cacién, en general, en cultivos de gramineas y cruciferas, como -

maiz, sorgo, lino, cereales y colza (Morel, 1977).

Por el restringido espectro de especies vegetales sen-
sibles a él1, se aplica en combinacién con fenoxiherbicidas a do-
sis aproximadamente de 0,1 Kg/Ha, con amplio margen de seguridad
tanto para el cultivo de cereal de invierno como de primavera, -
presentando, particularmente el cereal, tolerancia al herbicida
en cualquiera de las etapas de su crecimiento (Brown y Ubrichard,
1976). Hasta 0,2 Kg/Ha es aplicado en cultivos de colza conjunta
mente con otros herbicidas., Dosis mucho mayores se utilizan para

el control de malas hierbas en tierras en barbecho.
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Degradabilidad y persistencia

»

La diferencia esencial entre 3,6-D y picloram es la ma
yor susceptibilidad del primero a la degradacidén, siendo asi, de
bido a su menor persistencia en suelo, mds Util para la dplica-

cibén en tierras de cultivo.

No se ha encontrado ain que sea metabolizado en las =-
plantas, sin embargo, estudios en distintos tipos de suelo reve-
lan su caricter biodegradable, convirtiéndose en CO,, antes de -
100 dfas, el 50% del producto activo y habiéndose detectado el =-
6-hidroxiderivado en suelc como en el caso de picloram (Brown y

Uprichard, 1976).

El 3,6-D es eliminado del suelo, ademds de por degrada
cién microbiana, por lixiviacién, ya que en la mayoria de los sue
los de pH por encima de la neutralidad, este compuesto se halla =

en forma iénica (Pik y col., 1977).

1.2, Interaccién plaguicida-medio ambiente

De las operaciones que requiere la proteccién de los -
cultivos, as{ como de otras muchas actividades del hombre, se de-
riva un posible dafio en el medio ambiente, lo que ha suscitado un
creciente interés acerca de los efectos de productos quimicos
sobre el suelo y su equilibrio biolégico. En el contexto agricola,
interesarfa conocer los efectos sobre la microflora del suelo co

mo determinante de su fertilidad, ya que los microorganismos es-
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tédn {ntimamente ligados a procesos tales como el reciclado de los
nutrientes esenciales para las plantas, descomposicién y formacién
de humus, estabilidad estructural del suelo, supervivencia de pa-
tégenos y otros. Asimismo, la degradacidén de productos plaguicidas
es, principalmente, debida a la accién de microorganismos. E1 fun
cionamiento eficaz de estos procesos requiere un delicado equili-
brio entre los microorganismos, el suelo y las plantas, en el cual
influyen muchos factor?s ambientales y del que resulta un estado -
conocido como fertilidad del suelo. Es claro que el aporte de un
compuesto quimico al suelo podria alterar este equilibrio: alrede
dor de la mitad de los compuestos herbicidas son directamente a-
plicados al suelo, ademids de que los de aplicacién foliar, even-
tualmente, también llegarfan al mismo. Por otra parte, tanto las
pulverizaciones agricolas como los productos voldtiles pueden lle
gar a horizontes superiores del suelo, lejos del lugar de aplica-
cibén, siendo ademds, el agua, en ocasiones, el vector de estos

productos a larga distancia.

Después del agua, el nitrégeno es el compenente limitan
te de la produccién més importante en agricultura y es particular
mente crftico en la produccién de aliméntos de alto contenido en
protefna. La necesidad de poner a disposicién de la cadena alimen
taria mayor cantidad de nitrégeno es evidente, y por tanto, fun-
damental el evitar las pérdidas que puedan producirse, sobre to-
do, en el suelo o proteger, por otra parte, su entrada en el mis-

mo.

Los procesos de reciclado del nitrégeno en la naturaleza
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¥, en particular 1los que tienen lugar en el suelo, son del midximo
interés, no s6lo ante consideraciones de necesidad de mantenimien
to de la fertilidad, sino porque el suelo es el sustrato mds im-

portante de los procesos, fundamentalmente biolégicos, implicados

en el reciclado de este elemento.

Posteriormente expondremos los aspectos fundamentales
del Ciclo del Nitrégeno y la importancia que tienen en el mismo,

los procesos de nitrificacién y fijacién bioldégica de nitrégeno.

1.3, Ciclo del Nitrégeno

La secuencia compleja de reacciones implicadas en el =
Ciclo del Nitrégeno supone actividades metabdlicas de organismos
vivos y adicionalmente incluye importantes conversicnes abiolégi

cas de nitrégeno.

En el movimiento global de este elemento se pueden con
siderar dos grandes subciclos: Ciclo Fijacidn N2-Desnitrificacién
y Ciclo de Volatilizacién-Precipitacién; el primero es de caric-
ter fundamentalmente biolégico y el segundo abiolégico. En la at
mésfera los dos ciclos parecen funcionar independientemente, pero
en el "pool" suelo-agua pierden la independencia y tienden al e

quilibrio a través de compuestos intermedios comunes.

El "pool" suelo-agua es, claramente, el centro dindmi-
co del Ciclo del Nitrdégeno, por la magnitud y variedad de las con

versiones que tienen lugar en él, principalmente las mediadas por
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organismos vivos (ver esquema). Asf, el mantenimiento de un cier
to estado de equilibrio estable en este "pool" se debe, fundamen
talmente, a los procesos de fijacién de N2, nitrificacién y desni
trificacién, llevados a cabo por microorganismos y que, por otra

parte, son cruciales en el reciclado global de este elemento.

Las reacciones biolégicas implicadas en el Ciclo del Ni
tr6geno presentan dos tipos principales de actividad: reacciones
relacionadas con la sintesis de material celular y reacciones re
lacionadas con la obtencién de energfa. Entre las primeras, la fi
jacién de N, es el inico proceso biolégico que aporta nitrégeno al
"pool" suelo-agua. En las segundas se incluyen la nitrificacién y

desnitrificacién.

Interconversiones de nitr6geno en el "pool" suelo-agua y su rela
cién con la atmésfera.

SUELO-MAR
] g‘“ « |
. ~ Biomasa PRECIPITACION
+ NH', NO_, NO
B MUERTE —» 42 3
v - o
§ Materia Orginica FIJACION INDUSTRIAL (30) g
; & A =
§ |AMONIFICACION y FIJACION BIoLocIca (135) (40048
H |NITRIFICACION "y - » E
H Nitrégeno inorgénico ) VOLATILIZACIOR
. a, b
< ;;’{.%“b;;- no DESNITRIFICACION (140) (70)
4’ 2 T3 (BIOLOGICA, ABIOLOGICA)
+ > )
Nitrégeno inorgénico | AMONIFICACION MARINO
insoluble

7

Las cifras son millones de Tm por afio.a)Suelo.b) Mar.
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En la nitrificacién el nitrégeno funciona como reductor,

produciéndose nitrato. Por el contrario en la desnitrificacién -
funciona como oxidante, siendo la secuencia de sus reacciones el
caso especial de utilizacién de nitrato disimilatoria, que condu-
ce a la formacién de compuestos de nitrégeno gaseosos (N20‘y N2)

que pasan a la atmdsfera.

La nitrificacién y desnitrificacién son pasos forzosos
en la via del nitrégeno hacia y desde el "pool" suelo-agua, y - -
constituyen para los principales organismos que llevan a cabo es-

tos procesos la forma normal de obtencién de energia.

La estimacién cuantitativa de algunos procésos del Ci-
clo del Nitrégeno viene dada en el anterior esquema. En este as-
pecto, la significacién de la nitrificacién puede reflejarse en -
los valores correspondientes a la desnitrificacidén, ya que este -
dltimo proceso es, en gran medida, de caracter biolégico y depen-
diente, en parte, del aporte de sustrato energético resultante de

la nitrificacién.

1.3.1. Nitrificacién

La nitrificacién es la transformacién bioldégica de com-
puestos de nitrfgeno inorgénicos u orgénicos desde un estado redu
cido a otro mds oxidado (Alexander y col., 1960). Otras definicio
nes mas restrictivas se refieren a la oxidacién biolégica de ni-

tr6geno en forma de sal de amonio a nitrato.
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Desde el punto de vista agronémico la nitrificacién ha
sido considerada durante mucho tiempo como un proceso microbiolé-
gico beneficioso en virtud de su contribucidén al mantenimiento de
la fertilidad del suelo, pero hoy dfa la opinién general parece -
inclinarse al lado opuesto, ante el hecho de que las plantas di-
fieren considerablemente en el grado de captura de las dos formas

de nitrégeno, amonio y nitrato (Viets, 1965).

En periodos de oxidacién activa de NHZ, el NOg no absor
bido por las plantas o inmovilizado por la microflora, puede ser
eliminado del suelo por ser una forma de nitrégeno fdcilmente 1li-
xiviable. Quizd ésta sea la principal causa de la baja recupera-
cibén del nitrdgeno fertilizante (Allison, 1966; Prasad y col., -
1971). .aidemds la nitrificacidn puede ser favorecedora de la pér-
dida de nitrdgeno por el suelo, como proceso que suministra sus-
trato (NO% 8 NOE) a la microflora desnitrificante, la cual actia
vigorosamente en la mayorfa de los suelos en condiciones anaerdébi
cas, favorecidas, también, por el consumo de O2 llevado a cabo =

por los nitrificantes (Greenland, 1958; Burns y Hardy, 1975).

Por otra parte, la contaminacién de las aguas superficia
les y subterridneas por Nog, con riesgo para la salud y contribucién
a la eutroficacién, es otro aspecto negativo de la nitrificacién o

del excesivo uso de fertilizantes nitrogenados (Alexander, 1977).

A pesar de todo, las consecuencias de la nitrificacién
no estédn precisadas cuantitativamente y por tanto, el alcance de =-

su beneficio o perjuicio no esti claro.
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1¢3.1.1. Nitrificacién y microorganismos nitrificantes

Las reacciones de nitrificacién parecen ser las princi
pales funciones metab6licas s6lo en las bacterias autotrofas, in
clufdas, segin el manual de Bergey,(Buchanan y Gibbons, 1974) en

la familia Nitrobacteriaceae con siete géneros, de los cuales =

dos son marinos y capaces de oxidar dUnicamente NOE a Nog.

Estas bacterias nitrificantes se dividen en dos grupos:
las oxidantes de NHX ¥y las oxidantes de NOE, no siendo ninguna -
capaz de llevar a cabo las dos reacciones. Del primer tipo, Nitro

somonas parece ser el género més extendido, seguido de Nitrosos-

pira y Nitrosobolus y como oxidador de NOE mds frecuente estd Ni-
trobacter. Las especies de mds amplia distribucién son Nitrosomo-

nas europaea y Nitrobacter agilis o N. winogradskyi.

Estas bacterias autotrofas obtienen la energia necesa-
ria de la oxidacién del nitrégeno, segin las siguientes reaccio-

nes (Aleem, 1970):

N} + 3/2 0, NELTOSOMONAS, oo , op* 4+ H,0 (AP=-65Kcal/mol NH})
NO, + 1/2 0, Nitrobacter > NO3 (AF=-18Kcal/mol NOZ)

Un amplio nimero de microorganismos heterotrofos, in-
clufdas ciertas bacterias, actinamicetos y hongos, son capaces, =
también, de oxidacién, aunque limitada, de compuestos nitrogena-
dos, pero su contribucién al proceso de nitrificacibén se cree -

que es menor.
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Los compuestos nitrogenados oxidados por los heterotro
fos pueden ser tanto inorgénicos como orgdnicos, presenténdose -
en estos Ultimos el nitrégeno en el estado reducido de R-NH2 0,

incluso, en uno mis oxidado.

Las cantidades oxidadas por los heterotrofos son mini-
mas comparadas con las de los anteriores autotrofos (2000 ppm o

mds, transformadas por Nitrosomonas spp. frernte a las 100 ppm de

Aspergillus flavus). Asf, ciertas bacterias y actinomicetos hete

rotrofos, cultivados en presencia de sales de NHZ,fueron capaces
de generar Unicamente NOE (Hirsch y col., 1961; Verstraete y Ale-
xander, 1972; Witzel y Overbeck, 1979), el cual aparecfa al cesar
la fase de crecimiento activo cuando el NHZ no era ya necesario -
en la asimilacién (Brisou y Vargues, 1962; Obaton y col., 1968;
Verstraete y Alexander, 1972). Estos organismos no llegan a pro-

ducir NOB’ encontridndose sélo algunas especies de hongos que lo

formaron a partir de NOE. Por otra parte, algunos géneros de bac

terias, como Arthrobacter, y de hongos, como Aspergillus, son ca
paces de producir Nog a partir de NHZ, formidndose, en el caso de

los hongos,NOE como producto intermedio (Marshall y Alexander,1962).

La significacién de la nitrificacién heterotrofa en el
suelo estd adn por evaluar. Hasta ahora es evidente que la nitri-
ficacién en la mayorfa de los casos no implica a microorganismos
heterotrofos, aunque si{ puede ser importante en ciertos habitats,
como suelos 4cidos, en 1los que el proceso de nitrificacién es aiin
poco claro, Weber y Gainey (1962) observaron produccidn de Nog en

suelo suplementado con SO4(NH4)2, incluso a pH menor de 4, mien-
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tras en otros la aplicacibén de este compuesto inhibié la nitrifi
cacién., Ishaque y Cornfield (1976) refieren nitrificacién en sue
lo a pH 4,2 en ausencia de bacterias quimioautotrofas, pero sin

lograr el aislamiento de los posibles heterotrofos responsables.,
En algunOS‘frabajos es referida la existencia de inhibidores que
no impiden la produccién de Nog a partir de N-humus pero si de -

NHZ, revelando, asf, dos tipos de poblaciones nitrificantes.

Por otra parte, los estudios en cultivo puro muestran -
la lenta y limitada nitrificacién por heterotrofos, aunque su ine
ficacia podria ser compensada por su gran nimero en el suelo, pu-
diéndose pensar, a la vista de su densidad, que los heterotrofos
nitrificantes juegén un papel, aunque secundario, en el proceso =-
de nitrificacién con rendimiento mucho menor que el de las bacte-

rias autotrofas.

1¢3.1.2., Nitrificacién e influencias ambientales

Tanto factores quimicos como fisicos afectan el gradode
oxidacién de NHZ en el suelo: la nitrificacién presenta una gran
gsensibilidad a las influencias externas, que es atribuible, en -
parte, a la gran similitud fisiolégica de las especies responsa-

bles, con notorio resultado en la formacién de producto final,

Entre las propiedades fisicoquimicas del habitat micro-
biolégico que afectan el grado de nitrificacién estén:

La disponibilidad de nutrientes. Asumiendo que la nitrificacidn

se trata fundamentalmente de un proceso autotréfico seria - -
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improbable que otro factor, distinto del sustrato energético, fue
se limitante del proceso, ante el escaso material celular formado
como consecuencia directa de la nitrificacién. S6lo el NHZ no so_
luble o el quimicamente extra{ble es directamente accesible para

ser oxidado por los autotrofos nitrificantes, ya que su habilidad
para utilizar el NHZ fijado no parece tan efectiva como la de mu_
chas especies heterotrofas (Jansson, 1958). Por otra parte, la =~ -
sensibilidad de los nitrificantes autotrofos, especialmente de -
Nitrobacter, a la presencia de grandes cantidades de urea, NH3 0 sa-
les de amonio en suelos de alto pH, o que resultan con alto pH co
‘mo consecuencia de la adicién de cualquiera de los dos primeros -
compuestos, parece ser resultado de la inhibicién de la bacteria

por amoniaco libre mds que por efecto del ién NHZ (Aleem y Alexan

der, 19607 Dommerges y Mangenot, 1970).

Los productos finales, NO, y No;, también, afectan a =
las bacterias nitrificantes autotrofas. Sin embargo, la concentra
cibn de No; téxica raramente es alcanzada en el suelo y el NOE, -

téxico sélo en Nitrosomonas, reduce la actividad de éstas dnica_-

mente a pH bajo (Lewis y Pramer, 1958) y por otra parte el nitrito

no persistirfa en suelos 4cidos.

El pH. Es considerado como el principal entre los factores ecold_
gicos de influencia en la nitrificacién. Es un hecho conocido =~
que en suelos 4cidos la nitrificacién procede muy lentamente, adn
en presencia de adecuadas cahtidades de sustrato y que los orga_-
nismos nitrificantes son escasos o0 no aparecen en ambientes -

muy 4cidos. Asf{, la acidez determina no sélo la actividad sino =
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también el tipo y densidad de la poblacién nitrificante. Bhuiya

y Walker (1977) detectaron autotrofos oxidantes de NHZ en varios

suelos moderadamente 4cidos (pH 5,0) aislando cepas de Nitrosobo

lus, Nitrosomonas y Nitrosospira. A partir de suelos ain méds 4ci

dos Walker y Wickramasinghe (1979) obtuvieron, en cultivo puro,
+
4’
tes de NO., los cuales habfan sido detectados en varios suelos.

especies de oxidantes de NH,, pero no lograron aislar los oxidan
Estos mismos autores tampoco consiguieron el aislamiento de bac
terias autotrofas en los suelos 4cidos estudiados por Ishaque y

Cornfield (1976).

En general, la actividad de los nitrificantes autotro_

fos disminuye considerablemente por debajo de pH 6 y es despre_
ciable por debajo de 5 (Dancer y col., 1973). La nitrificacién

a pH menor, obgervada en algunos suelos, es atribuible a cepas _
de bacterias autotrofas adaptadas o a la existencia de diferen_
cias quimicas dentro del hébitat. As{, dependiendo de la proce_
dencia de los aislamientos {oH del suelo de origen) el pH 6ptimo
podria variar para las distintas cepas, pero se puede generali_

zar que la actividad médxima de la mayorfa de los autotrofos oxi
dantes de NHZ se encuentra por encima de la neutralidad y la de

los oxidantes de NOE préxima a ella (Morrill y Dawson, 1962)., -
Hay que tener en cuenta que, con frecuencia, los microorganismos
ocupan lugares microecolégicos de acidez diferente a la supuesta
segin las determinaciones obtenidas a partir de muestras de sue_

lo, las cuales incluyen muchos microambientes.
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A diferencia de la nitrificacién autotrofa la heterotro
fa no va ligada al crecimiento. Por ejemplo, la actividad nitrifi

cante de Aspergillus flavus requiere condiciones neutras ¢ alcali

nas, aunque el hongo crezca bien en medio 4cido; la inhibicién por

acidez se deberfa a la accifén sobre los sistemas enziméticos res_
ponsables de la oxidacién de los compuestos de nitrégeno (Hirsch

y col., 1961). Sin embargo, otros heterotrofos nitrifican a bajo

3
tribuye a nitrificacién heterotrofa, que conduce fundamentalmente

a NO

pH % ain m4s, la formacién de NO, en algunos suelos 4cidos se a_

2 pasando éste a NO3

Ishaque y Cornfield, 1976).

abiolégicamente (Tyler y Broadbent, 1960;

Tensidn de oxfgeno.Tanto las especdes nitrificantes autotrofas co_

mo las heterotrofas son aerobias (Alexander, 1965b),siendo la ten_

sién Sptima de O, para una activa produccién de nitrato similar a

2
la del aire (Grechin y Ch‘eng, 1960).

Las bacterias autotrofas nitrificantes muestran alta afi
nidad por el ox{geno, pudiendo ocurrir la nitrificacién a concen_
traciones tan bajas como 6/4M de oxfgeno y no requiriendo as{ al_

tos grados de aireacién ante la baja demanda de este elemento por

Nitrosomonas y Nitrobacter (1,5 y 0,5 moles respectivamente para

la oxidacién de 1 mol de sustrato energético).

~ Son muchos los factores edafolégicos y climatolégicos -
que afectan la aireacién, constituyendo el agua del suelo la prin
cipal barrera de accesibilidad del ox{geno a los microorganismos.

Se ha considerado que contenidos en agua entre 1/2 y 2/3 de la -
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capacidad de campo muestran un grado éptimo de humedad del suelo -

para una buena aireacién. En suelos encharcados o sedimentos, la
nitrificacién est4 limitada por el grado de difusién de ox{geno y,
dependiendo del contenido de materia orgédnica del suelo, por la ma
yor o menor demanda de oxigeno por parte de la flora heterotrofa -
(Vanderborght y Billen, 1975). Sin eﬁbargo, los nitrificantes auto
trofos pueden sobrevivir en ambientes anéxicos largos periodos de

tiempo, aunque no puedan crecer (Painter, 1970).

o)
Temperatura. La nitrificacién transcurre entre los 5 y 40 C. Fuera

de estos limites algunos investigadores han encontrado actividad, -
aunque muy baja (Frederick, 1956). A pesar de las diferencias se_

gin las especies, el 6ptimo se ha establecido entre los 30 y 35°C

para Nitrosomonas y 34-3500 para Nitrobacter (Deepe y Engel, 1960;

Alexander, 1977), desconociéndose la existencia de especies nitri-

ficantes autotrofas terméfilas.

Materia orgdnica. Los autotrofos presentan sensibilidad a muchas -

sustancias orgédnicas e incapacidad para crecer sobre compuestos or
gédnicos suplementados ex6genamente. En medio de cultivo, se han en
contrado muchos compuestos orgdnicos que les son inhibitorios. En

contraste, llama la atencién el hecho de que la nitrificacién ten_
ga lugar, también, en suelos ricos en materia orgédnica y ademés, -
los nitrificantes se adhieren a part{culas de suelo, probablemente

muchas de ellas orgdnicas (Vanderborght y Billen, 1975), en los lu-
+

4
pbtesis, como la que postula que la bacteria en el suelo habita un

gares donde el NH, es accesible. Asf, se han formulado diversas hi-

ambiente particular distinto del medio de cultivo o incluso, la de
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la existencia de una posible simbiosis autotrofos-heterotrofos.

Por otra parte, a menudo la materia orgénica que llega -
al suelo favorece el desarrollo de la flora heterotrofa y puede re
ducir o detener la formacién de nitrato, lo cual puede obedecer a
diversas causas como: la competitividad por el NHZ que conducirfa
a la inmovilizacién del nitrégeno por otra flora distinta de la -
nitrificante. Asimismo, podrfa ocurrir deplecién de 0, en el suelo,
condicién desfavorable a la nitrificacién y, por el contrario, favo
recedora del proceso de desnitrificacién. De todo ello resultaria
reduccién de la actividad nitrificante del suelo como consecuen_ -

cia indirecta de la entrada de moléculas orgédnicas en el mismo.

1.3.2. Fijacién biol6giqg de nit:égeno,-La simbiosis Rhizobium-le

ggginosa |

Entre los muchos factores que podrfan contribuir a la me_-
Jora en el rendimiento de los cultivos, probablemente, los de mayor
importancia sean los que incrementan la disponibilidad de nitrége_-
no. La produccién industrial de fertilizantes nitrogenados, cada -
vez més insuficiehte, requiere un gran gasto energético y supone un
alto coste de produccién. Dado, ademés, el bajo aprovechamiento de
estos fertilizantes por los cultivos (por término medio un 50%) es
de especial interés, a parte de otras alternativas tecnolégicas, la

alternativa de la fijacién biolégica de N,.

Actualmente la principal fuente de alimento es el cereal de

grano, con una produccién mundial anual de alrededor de 1300 -
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millones de toneladas (FAO, 1972), debido, sin duda, a la mejora
en el rendimiento de su cultivo conseguida, en gran parte, gracias
al empleo de fertilizantes: existe una directa correlacién entre -
el incremento de su produccién y el uso de fertilizantes nitrogena
dos. Por otra parte, la leguminosa grano tiene gran importanbia co
mo fuente proteinica, tanto para consumo humano como para alimenta
cién del ganado, debido a su alto contenido en protefina 20-45% -
frente al 8-20% del cereal. La produccidén de grano de leguminosas
supone s6lo el 10% de la del cereal con un &rea de cultivo corres-
pondiente al 15%, debido, quizd, a no haberse conseguido la mejora
de su cultivo con la aplicacién de fertilizantes nitrogenados, ade
més, los requerimientos en nitrégeno son cuatro veces superiores,
por unidad de rendimiento, a los del cereal (Hardy y Havelka, 1975).
Por todo esto, en el desarrollo y proteccién del aprovechamiento -
del nitrégeno por las leguminosas estarfa la clave de la mejora de
su produccidén y en este sentido es del médximo interés la capacidad

fijadora de N2 del Rhizobium en simbiosis con las leguminosas.

La cantidad de N2 fijado bioldégicamente es dificil de e-
valuar por la heterogeneidad de los organismos fijadores, la de su
distribucidén y ambiente en el que se desarrollan, asi comé por la
limitacién de datos base de que se dispone., Recientes estimacio-
nes asignan la cantidad de 140 millones de Tm anuales de nitrége-
no fijado biolégicamente en el suelo, de los que unos 90 millones
corresponden a suelos agricolas, cifras de gran significacién com-
paradas con las de otros procesos que aportan nitrdégeno al suelo -
(ver el anterior esquema del apartado 1.3). Entre las diferentes

formas de fijacién biolégica de nitrégeno existentes, 1libre, -
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asociativa y simbiética obligada, la §ltima,representada fundamen
talmente por la simbidésis Rhizobium-leguminosa,es de la méxima im_
portancia.en suelos agricolas y no agricolas. Se estima que contri
buye anualmente con 35 millones de toneladas de nitrégeno fijado

por los cultivos de leguminosas, incluidas las praderas temporales
para pasto y otros fines, y ya que el 4rea de cultivo de las legu_
minosas se cifra entre el 18 y 25% del total del suelo cultivado =
se podrfa decir que los campos de leguminosas son lugares con gra_
dos de fijacién muy superiores a los de otras formas dé fijacién -

biolégica de Nye

En las praderas permanentes y pastizales son fijados -
otros 40 millones de toneladas de nitrégeno, en gran parte, atri_-
bufdos a la simbiosis Rhizobium-leguminosa, ya que estos suelos al
bergan una amplia gama de especies de leguminosas silvestres. Asi_
mismo, la introduccién en los pastos a gran escala de leguminosas
de importancia comercial tiene ya considerable éxito (Burns y

Hardy, 1975).

Las leguminosas arbéreas, también, presentan apreciables-
aunque lenta,fijacién de nitrégenos sin embargo, en los bosques,

otros tipos de fijacién parecen tener mayor significacién.

Por dltimo, la nodulacién de leguminosas silvestres con_
tribuye al reciclado del nitrégeno en la superficie de la tierra,
aunque su contribucibn sea muy diffcil de evaluar (Alexapder, -

1977).
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1.3.2.1. E1 género Rhizobium

El criterio para definir este género se refiere a su habi
lidad para formar nédulos en las leguminosas, estando incluido en

la familia Rhizobiaceae, segin el Manual Bergey (Buchanan y -

Gibbons, 1974). Otros géneros de esta familia, como Agrobacterium,

estdn taxonémicamente muy préximos al género Rhizobium como mues_-
tran estudios de taxonomfa numérica, andlisis del DNA etc. (Lange,
1961; Graham, 1964): A menudo, existe mayor proximidad taxonémica

entre los rizobios de crecimiento rdpido y Agrobacterium que entre

los de crecimiento lento y crecimiento rédpido dentro del propio gé
nero Rhizobium (Graham, 1964), discutiendose si todas las especies
infectivas de las leguminosas deberfan agruparse bajo un inico gé_

nero.,

La clasificacién en especies del género Rhizobium se hace
en base a la especificidad de las cepas frente al huésped, esta -
bleciéndose los siguientes grupos de inoculacién cruzada (Vincent,

1977) :

1 = Cepas de crecimiento rédpido,.

a) R._leguminosarum-R, trifolii (Lathyrus, Vicia, Lens,
Pisum, Trifolium)

b) R, phaseoli (Phaseolus vulgaris, P.angustifolius,

P,multiflorus)
¢) R, meliloti (Medicago, Melilotus, Trigonella)

d) Algunos rizobios de Lotus, Cicer, Lupinus, Leucaena,

Anthillis,



~-32-

2 = Cepas de crecimiento lento.
a) Grupo "cowpea" (Vigna, algunos Phaseolus, Macropti -
lium, Lotus pedunculatus y otros)

b) R, japonicum (Glycine max)
c) R. lupini (Iupinus, Ormithopus)

Norris (1965) sugirié la divisién de los rizobios en dos
grupos, los productores de 4cido y los alcalinizantes, cuando se
cultivan en extracto de levadura-manitoly por otra parte, los p:i
meros, en general, éoinciden con cepas de crecimiento rdpido y -

los segundos con los rizobios de crecimiento lento.

Los rizobios libres son bacilos gram negativos, muy mdvi
les con flagelacién polar, subpolar o peritrica. Son productores
en mayor o menor proporcién, segin las cepas, de mucflago hidro_
soluble y presentan abundancia de grdnulos de polibetahidroxibuti
rico., Dentro del nédulo se presentan en forma de bacteroide, con
diferencias estructurales y funcionales respecto de 1la bacteria
libre (Vincent, 1977) y que varfan considerablemente de unas legu

minosas a otras.

Los rizobios son organismos aerobios que utilizan como -
fuente de energfa una gran variedad de hidratos de carbono, mo- -
nosaciridos, disacdridos e incluso tri y polisacédridos. Las di- -
ferencias en la utilizacién de estos hidratos de carbono junto a
otras propiedades establecen, a veces, diferencias entre especies
y cepas. En vida libre necesitan nitrégeno combinado, aunque re_-

cientemente se han encontrado cepas capaces de fijar NZ’ con -
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independencia de la leguminosa y bajo ciertas condiciones de culti.
vo, como son: fuente de carbono (xilosa,arabinosa o galactosa), un
Scido dicarboxflico (4cido sucefnico) y una fuente de nitrégeno =
combinado (Stanier y col., 1976). Las dltimas investigaciones so_-
bre la categorfa nutricional del género Rhizobium han mostrado la
existencia de cepas autotrofas, dentro de las que poseen hidrogena

sas (Hanus y col., 1979).

1e3¢2.2. Rhizobium en el suelo y rizosfera

Es claro que una adecuada densidad de rizobios en la ri
zosfera favorece la infeccién de las raices de la leguminosa, aun
que sélo unos pocos centenares de bacterias por gramo de suelo -

sean suficientes para ello.

Los rizobios estdn normalmente presentes en el suelo en
nimero variable dependiendo de la cepa, de la naturaleza del sue
lo y del tratamiento agricola a que se ve sometido. Utilizan para
su crecimiento, a parte de otros nutrientes, los materiales segre
gados por las raices de las plantas y, también, posiblemente por
la microflora asociada a la rizosfera. Mientras un suelo bajo un
cultivo, como trigo, contiene pocos rizobios (10 células/g) el -

mismo bajo leguminosas, podria contener hasta 107 células/g.

La habilidad de Rhizobium para mantenerse en el suelo se
puede deducir del hecho de que cultivos de leguminosas nativas -
establecidas después de otros cultivos, llegan a presentar nodu_

lacién eficiente., Es evidente el efecto rizosfera de la -
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leguminosa, estimulador del crecimiento de los rizobios, que se ex
tiende a 10-20 mm de distancia de sus rafces: esta estimulacién es
espec{fica, as{ Rhizobium es favorecido més que otras bacterias, y
adem4s cada leguminosa estimula rizobios especificos. Las sustan_ -
cias responsables de la estimulacién no han sido identificadas, re
ro se cree que el aumento de los rizobios en la rizosfera no es de
bido a liberacién de los mismos por los nédulos ya que en ausencia

de nodulacién también se ha observado este incremento (Dixon,1969).

Ha sido referido un efecto rizosfera positivo para el -
Rhizobium por parte de plantas no leguminosas. Rovira (1961) lo =
observé con Trifolium pratense y Paspalum dilatatum, ambos estimu_
laron, pero la estimulacién por Paspalum no fue selectiva para --
Rhizobium y s{ la de Trifolium. Asimismo Poa australis estimulé -
Rhizobium trifolii y R.meliloti (Robinson, 1967), aunque el efecto
fué siempre menor que el de la leguminosa, Hay otras y suficientes
evidencias de que el Rhizobium sobrevive y crece en la rizosfera -
de no leguminosas (Dixon, 1969), lo cual es esencial para su mante
nimiento en el suelo en ausencia del huésped: 1a desaparicién des-
pués de diez afios se atribuyé a los periodos de barbecho, mds que
a la ausencia de leguminosas ( Dixom, 1969). Sin embargo, es un
hecho establecido que las leguminosas excretan sustancias especi -
ficas estimuladoras de los rizobios. En este sentido apuntan re_ -
sultados como los obtenidos por Rovira (1961), segin los cuales -
Rhizobium spp, fue mds estimulado por trébol, y a mayor distancia,

que el resto de la poblacién microbiana de su rizosfera.
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1¢3¢2.3. E1l cultivo de las leguminosas

El cultivo de leguminosas es el \inico que puede abaste -
cerse de gran parte del nitrégeno que necesita. As{, dependiendo,
principalmente, del contenido de este elemento en el suelo, puede
por término medio, conseguir un 80% a partir del N, atmosférico-
(Burns y Hardy, 1976).

El cultivo de leguminosas bien en rotacién de cultivos
0 como abono en verde, constituye una préctica tradicional intro_
ducida en oposicién a los monocultivos y como consecuencia del =
constante incremento de precios de los fertilizantes nitrogena_-

dos (Dobereiner, 1978).

El balance de nitrfgeno en un suelo bajo leguminosas, es
influido por las pricticas del cultivo, Asf, en el caso de que -
no sea recogida 1la cosecha y se incorpore al suelo, la totalidad
del nitrégeno queda en &1, pero aun si la cosecha se recoge el ba
lance puede resultar positivo, con un pequefio incremento del con_
tenido del mismo en el suelo (Tabla 1), muy importante, si consi_
deramos lo que ocurre con otros cultivos, como cereales, en los -
que el suelo, queda desprovisto de nitrégeno y es preciso aportar
grandes cantidades de fertilizantes para recomponer el balance de
este elemento. Los resultados expuestos en la tabla 1, presentan
las ganancias en nitrégeno,en experiencias de campe realizadas =
en condiciones éptimas, mostrando que éstas son pricticamente =-
iguales en cultivos mixtos de leguminosas y cereales o gramineas,

que en cultivos simples de leguminosas. Ademds, la alfalfa y el
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Tabla 1: Fijacién y ganancia de nitrégeno en suelos de Ithaca,

New York.
Nitrégeno cosechado  Balance nitrége*
Cultivo en cultivo en 4 aflos no en suelo en
(Kg/Ha) 4 afios (Kg/Ha)
Fleo pratense 157 45
Bromo 132 43
Fleo + N*XX 480 - 47
Bromo + N 535 - 69
Fleo + Loto 778 823
Bromo + Alfalfa 1169 1169
Loto de cuernecillo 809 876
Alfalfa 1146 1168

¥ Pérdida o ganancia de nitrégeno, teniendo en cuenta el obtenido
en el cultivo, los cambios en el suelo y el fertilizante afiadido.
xx Se aplicé un total de 695 Kg de nitrégeno. El resto recibieron
22 Kg de fertilizante nitrogenado.

loto parecen fijar la misma cantidad de nitrégeno en ambas si_-

tuaciones.

Los efectos beneficiosos del cultivo de leguminosas per_
sisten durante varios afios, como demuestra la mejora del rendi_ -
miento de cereales o gramineas cultivados en terrenos en los -~

que previamente hubo leguminosas (Alexander, 1977).



-37=

1.4. Problemdtica de la evaiugéién de los efectos.de los plagui-

‘cidas sobre la microflora del suelo

}La evaluacién del impacto de los. herbicidas sobre la mi_
croflora del suelo, se presenta complicada ante la multitud de in_
teracciones entre el producto quimico y este sustrato, as{ como -

ante la diversidad de su microflora y sus actividades.

Existe una lamentable carencia de métodos precisos para
valorar la contribucién real y actual de lamicroflora enlas trans-
formaciones del suelo, tanto como poca claridad ante la eleccién -
de pardmetros interesantes, buenos indicadores del dafio potencial
de los plaguicidas sobre ella; siendo esencial para la correcta -
interpretacién de los efectos producidos por factores externos en
un ecosistema, el conocimiento del estado en que se presentan los

organismos y el modo como actdian en el mismo.

Ante la gran cantidad de plaguicidas existentes y la.d;_
versidad de su composicién quimica, serfa deseable establécer -
ciertas generalizaciones sobre la interaccién ﬁicroorganismo-pla;
guicida, sin embargo las establecidas hasta ahora no son firmes,
encontréndose muchas excepciones ademés de resultados de diffcil
comparacién. En general, los efectos de los plaguicidas sobre los
organismos del suelo, vienen determinados por cada plaguicida en
particular, su persistencia y la concentracién presente, con gran
influencia de las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del sue_
lo; siendo, primariamente, los plaguicidas selectivos en sus efec

tos sobre los distintos microorganismos y sus actividades,
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Ya que un microorganismo coexiste en el suelo con otras
especies,microbianas o no, serfa inexacto presuponer que los re_-
sultados de estudios sobre especies aisladas, en cultivo puro, pu_
dieran ser extrapolados al suelo. En términos generales, los facto
res fisicoquimicos incidentes sobre una poblacién pueden ser enume
rados, y ain deducidas sus influencias sobre dicha poblacién; sin
embargo resulta diffcil precisar sus efectos combinados, ain cuan_
do se trata de especies individuales, y todav{a més el evaluar los
efectos que el cambio de actividad de una especie o poblacién pu_-

diera tener sobre otras.

Otra razén para considerar lo inadecuado de los estudios
en cultivo puro para deducir los efectos de los plaguicidas sobre
la microflora del suelo, se debe en parte a la interaccidén de es_-
tos productos quimicos y la materia orgénica e inorgédnica del sue_
lo, pudiendo resultar inaccesibles a los microorganismos o, por el
contrario, presentar mayor toxicidad en el suelo. Asi los coloides
del suelo absorben o hidrolizan ciertas sustancias orgénicas con_-
duciendo, frecuentemente, a una disminucién de la toxicidad o a
una menor duracién del efectoc. Ademds, la presencia de una determi
nada poblacién puede, también, alterar la toxicidad de un plaguici

da sobre otra poblacién sensible.

Es también necesario destacar que los métodos empleados
en el estudio de actividades biolégicas interrelacionadas en el =
suelo, dejan bastante que desear en cuanto a su utilidad y reprodu
cibilidad de los resultados, debido al complejo habitat en que tra

bajan los microbidlogos del suelo. En consecuencia, la tendencia
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actual parece dirigida en el sentido de conceder mayor confianza a
los resultados de estudios en cultivo puro frente a la experi_-
mentacién en suelo, pero la inica solucién satisfactoria podrfa es
tar, mas bien, en el uso de ambas alternativas, aunque permanezca

el interrogante de a cual conceder prioridagd.

Los estudios con cultivos puros son de gran valor, tanto
indicativo del efecto potencial del herbicida en el suelo, como pa
ra el esclarecimiento de los mecanismos de accidén sobre microorga_
nismos concretos. Sin embargo, estos no revelarfan los posibles -
efectos secundarios o terciarios de la introduccién de un plagui_
cida en el suelo, sobre un determinado tipo de microflora. Desde
un punto de vista ecolégico, los efectos en la microflora pueden -
considerarse debidos, por ejemplo, a la competencia por el 02, nu_
trientes, etc. o a efectos de antibiosis, parasitismo o depreda_-
cibén: as{, en este sentido, la reduccién en el nimero o especies
por la presencia de plaguicidas ha sido, a menudo, atribuida tanto
a estimulacién de protozoos, bdellovibrios, bacteriofagos o acti_
nofagos, como al efecto directo del compuesto quimico sobre la es_
pecie afectada, También ha sido considerada, a veces, la toxicidad
de un plaguicida como resultado de su interaccién con la materia
orgdnica e inorgédnica del suelo: liberacién de Acidos orgénicos -

téxicos, o formacién de clatratos y quelatos.

Otro problema importante es la eleccién entre el estu
dio con suelo "in situ” o con suelo "incubado" bajo condiciones =
controladas en el 1laboratorio. Concretamente, al estudiar los =

efectos de herbicidas en un sistema "in situ" se hace diffcil la
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comparacién de los resultados obtenidos en suelos tratados con =~
los de su control, no tratado, el cual conservarfa toda su vegeta
cién y as{ los organismos de su rizosfera. Por otra parte, las =
parcelas tratadas contendrfan cierta mayor proporcién de materia

orgénica, restos de la flora destruida por el herbicida, y por -
tanto mayor cantidad disponible de posibles nutrientes para la mi
croflora. La experimentacidén con suelo bajo condiciones controla_
das en laboratorio parece ser actualmente mejor aceptada, aunque

deber{an cuidarse, en especial, las condiciones de temperatura ¥

humedad del suelo.

En resumen, alin existiendo, una extensa y desarrollada,
aunque insuficiente, metodologfa para el estudio del complejo habi
tat microbiolégico del suelo, son muy recientes los estudios de mi
crobiologia ecolégica, esenciales para poder interpretar los efec_

tos de factores externos en un ecosistema.

1.5. Efectos'de loé-herbicidés sobre procesos del Ciclo del Nitrg

geno
1¢5.1. Nitrificacién

1.5.1.1, Aspectos generales de los efectos de los herbicidas en

la nitrificacién

Los organismos nitrificantes, extremadamente sensibles
a los cambios en su habitat, lo son a veces, a la presencia de tra

zas de muchos productos de aplicacién agricola (Domsch, 1972).

Las mas completas revisiones, como la de Grossbard -
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(1976) coinciden en sefialar la inocuidad general de los herbicidas
sobre la nitrificacién a las dosis de aplicacién de campo, aunque
los hay que afectan significativamente este proceso a tales dosis,
como son: PCP, DNOC,dinoseb, TCA, dalapén y trifluralina (Audus,
1970), diclorprop (van Schreven y col., 1970) y asulam (Ratnawera,
1973), aunque dependiendo en todos los casos del tipo de suelo., -
Sin embargo, los efectos inhibidores a menudo observados en la ni-
trificacién, se producen a dosis muy superiores a las utilizadas
en la prédctica agricola, incluso con herbicidas considerados téxi-
cos como los derivados de urea y carbamatos, siendo requeridas al
menos 50 ppm de producto herbicida en suelo para reducir la forma-
cién de NOE (Bartha y col., 1967; Debona y Audus, 1970; Grossbard
y Marsh, 1974; Domsch y Paul, 1974).

La recuperacién de la actividad nitrificante o de la po-
blacién responsable del proceso es, en general, bastante rdpida y
completa después de la desaparicidén del herbicida. Ademds de pre-
sentarse adquisicién de tolerancia, como parece ocurrir con deri-
vados clorados alifdticos, carbamatos y sus homélogos (Otten y -
col., 1957; Teater y col., 1958) considerados persistentes mas a-

114 de la duracién de las experiencias.

La mayorfa de los trabajos no distinguen efectos sobre
las etapas de la nitrificacidén, pero con los datos de que se dis-
pone se ha considerado a menuda que los herbicidas inhiben mas fre
cuentemente la oxidacién de NHZ que la de NOE (Grossbard, 1976).
Sin embargo, Domsch y Paul (1974) entre los 35 herbicidas ensaya-

dos, encuentran que la oxidacidén de NOE present§ mayor sensibili-

dad, lo que fue también observado con dineseb,linurén (Sommer,1970)
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y simazina (Gaur y Misra, 1977). Caseley y Luckwill (1965) tam -
bién obtuvieron mayor sensibilidad de Nitrobacter a varios herbi_-

cidas. En los dltimos afios son frecuentes las referencias de inhi_
biciénde nitratantes(Dubey, 1969; Corke y Thompson,1970;Ratnawera,
1973) cuando se utilizan técnicas de percolaciénm, resultados que no
. estdn de acuerdo con los de Grossbard y March (1974) que trabaja_-
ron con suelos incubados., La observacibén de acumulacién de NOE en
suelos estructuralmente alterados parece ocurrir con frecuenciaa dg

sis relativamente bajas (Grossbard, 1976).

La nitrificacién ha sido estudiada sobre todo "in situ"
y considerando solo el nitrato final formado. A pesar de la acumu_
lacién de datos en este sentido, cada vez se hacen mis dificulto_-
sas las generalizaciones de los efectos de productos herbicidas u
otros productos sobre este proceso ante la cantidad de resultados
aparentemente contradictorios. Sin embargo, es un proceso que pue_
de ser cuantificado con cierta precisién, por los métodos analfti_

cos dtiles de que se dispone.

El tipo de suelo, con sus caracteristicas fisicoquimicas
y biolégicas puede ser determinante del efecto sobre la nitrifica_
cién, especialmente, porque es un proceso muy afectado por las al_
teraciones del ambiente con algunos factores de mixima importan -
cia. As{ se héce especial hincapi€ en la influencia del pH: -
Domsch y Paul (1974), en experiencias con 35 herbicidas y compa_-
rando con modelos matemdticos, obtuvieron mayor inhibicién a pH me
nor de 7. Por el contrario, Smith y Weevaratna (1974) observaron =-

retardo de la nitrificacién en suelos alcalinos y estimulo en ==
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suelos écidds por simazina e ioxinil, sugiriendo la implicacién de

heterotrofos en la nitrificacién.

La respuesta puede depender también del suplemento de =
iones NHZ o del sustrato nitrificable: as{ el enriquecimiento con
NHI antes del tratamiento con herbicida puede modificar sus efec_-
tos. Van Schreven y col. (1970)‘ﬁos£raron que dalapon, mecoprop y
diclorprop, en suelos enriquecidos con NHZ, causaron acumulacién -
de NOE frente a s6lo ligeras reducciones de la nitrificacién obte_
nidas en suelo no suplementado. Vlassak (1975) apunta la dependen_
cia de la respuesta con el sustrato oxidable, siendo la oxidacién
de 804(NH4)2 aparentemente més sensible que la nitrificacién a =
partir de urea. Sin embargo, Vlassak y Livens (1975) obtienen inde-

pendencia del sustrato.

Se ha sugerido que los suelos tienen una inherente capa_
cidad nitrificante y los que presentan alta capacidad son menos =
inhibidos que los de baja capacidad (Dubey y Rodriguez, 1970; --
Domsch y Paul 1974).

Los productos resultantes de la degradacifén de los herbi
cidas pueden diferencialmente afectar la nitrificacién, como por -
ejemplo ocurre con los herbicidas fenilamfdicos (Corke y Thompson
1970), siendo as{ conveniente prestar atencién a la degradacién de

estos compuestos en el suelo, durante el periodo de ensayo.

Otra posibilidad es que el descenso de No;, resultante -

de un tratamiento herbicida, podrfa ser debido a efectos en el ==
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proceso de desnitrificacién, pero esto ha sido considerado por muy
pocos investigadores. Por ello recurriremos al ejemplo de fungici_
das: segin Saive (1974) la apliocacidén de benomiloy fentin condu_-

cfan a incrementos similares en los niveles de N0; pero alterando

procesos distintos. As{ el primeio parece estimular la oxidacién -
de NOE a Nog,mientraa el segundo parece disminuir el grado de des
nitrificacién.

El estudio con suelo "in vitro" segin técnicas de incuba
cién y percolacién ha sido tratado con cierta. frecuencia. La dis_-
tincién de los efectos producidos en el crecimiento de los nitrifi
cantes o en su actividad fue abordada por Debona y Audus (1970), -
mediante técnicas de percolacién, comparando las respuestas de sue
los frescos frente a las de suelos con velocidad de nitrificacién
constante, donde el factor proliferacién casi no cuenta. De esta -
manera, sSe ha observado que la actividad y el crecimiento de los =
quimioautotrofos nitrificantes pueden ser afectados independiente_

mente (Quastel y Scholefield, 1951; Debona y Audus, 1970).

Son muy pocos los autores que abordan estudios sobre cul
tivos puros de quimiocautotrofos nitrificantes., Caseley y Luckwill
(1965) citan mayor sensibilidad de Nitrobacter agilis que Nitroso_
monas europaea a varios herbicidas derivados de urea y atrazinas,
Del §ltimo grupo, la simazina (6 ppm) inhibié N.agilis pero no -
N,europaea (Farmer y Renoit 1965), sin embargo Kulinska (1967) no -
encontré efecto a 100 ppm de este herbicida, concentracfon inhibito
ria delanitrificacién segin Torstensson (1974). Estas diferencias

pudieran ser debidas a distintas cepas bajo ensayo, Winely y San
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Clemente (1971) usando extractos libres de células de N,agilis
demostraron el desacoplamiento de la fosforilacidén oxidativa por =-
carbamatos, CIPC y eptam, habiendo puesto de manifiesto la inhibi

cién de la actividad de Nitrobacter sp. en un trabajo anterior =

(Winely y San Clemente, 1970). Los fenoles clorados presentan mode
rada toxicidad en los organismos nitrificantes, siendo requeridas

concentraciones de 200-1000 ppm de DNOC para inhibir N.,europaea =

en cultivo puro (Jensen y Petersen, 1952), en contraste con la do_
sis de 25 ppm inhibitoria de la nitrificacién en suelo, efecto que
duré mientras estuvo presente el herbicida (Douros, 19%6).

1.5.1.2. Efectos de herbicidas hormonales en la nitrificacién

Los herbicidas hormonales no parecen afectar,o s6lo tran
sitoriamente,la nitrificacién, aplicados al suelo a dosis préximas
a las de uso agricola, aunque esta conclusién esta basada en una =
mayor{a de trabajos realizados "in situ", habiendose obtenido re -
sultados muy diversos para el mismo herbicida, quiz4 debido a la -
variedad de suelos y condiciones experimentales. Por otra parte, a
pesar de la ausencia de otro tipo de ensayos, con la mayor parte -
de los herbicidas de este grupo, los existentes apuntan a conside_
rar escasa su actividad sobre los nitrificantes: 2,4-D y MCPA no tu_-
vieron efecto en especies nitrificantes en cultivo puro (Chundero_
va y Zubets, 1970; Ratnayake y Audus, 1978) ni en suelos en perco_
lacién bvajo condiciones controladas. MCPA y 2,4,5-T inhibieron la
nitrificacién sdlo transitoriamente y a altas dosis (100 ppm). Asi
mismo, los derivados benzoicos, 2,3,6-TBA, dicamba y tricamba pre_

sentaron sblo ligera variacién de algunos pardimetros de la -



—46-

nitrificacién tanto de suelo en percolacién como de cultivos puros

de especies tipo (Ratnayake y Audus, 1978).

Entre los fenoxidcidos el 2,4-D ha sido muy estudiado a
dosis préximas a las de uso agrfcola, mostrando diversos efectos.
Asf{, la estimulacién de la actividad nitrificante fue referida por
Tyagny-Ryadno (1967), Pisyunov (1969), Boiko y col. (1969) y -
Deshmukh y Shrikhande (1975) en suelos diversos, entre los que se
encuentran algunos de pH 4cido (5,3), asi como de la densidad de =
poblacién nitrificante (Abueva, 1970) en un derno-podzol. Las refe
rencias al retardo de la nitrificacién por 2,4-D o su ester son tam
bién frecuentes (Kudzin y col., 1973; Abueva y Bagaev, 1975), a la
vez que diversos autores no encuentran ningin efecto a tales bajas
dosis (Teater y col,, 1958; lLiederman y col., 1971; Kudzin y col.,
1973; Deshmukh y Shrikhande, 1974), incluso, después de repetidas
aplicaciones (Chunderova y col., 1971). En otros trabajos se refie
re, en el mismo suelo, ausencia de efecto o retardo de 1la nitrifica
cién dependiente de la dosis de herbicida para 2,4-D y también con—
2,4,5-T (Teater y col., 1958; Singh,1971; Torstensson, 1974). Con
otros herbicidas derivados del écido fenoxiacético, como MCPA, se .
obtuvieron parecidos resultados. Seglin Hauke-Pacewieczowa j Krolowa,
(1968) y Grossbard (1971) no afecté la nitrificacién a las dosis =
de ensayo (5 ppm), pero aplicaciones menores condujeron a la re_ -
duccién de la poblacién nitrificante o a disminucién de su activi_
dad (De y Mukhopadhyay, 1971; Hauke-Pacewiczowa, 1971 y Hoffman-Ka
kol y EKwarta, 1972). Mezclas de MCPA y el fenoxibutf{rico MCPB tam_
bién tuvieron efecto negativo, después de repetidas aplicaciones,

aunque la nitrificacién no fue afectada por estos productos por -
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separado (Chunderova y col., 1971).

2,4-DES y 2,4-DEP fueron estimulantes a bajés dosis, --
aunque a partir de 10 y 30 ppm respectivamente redujeron la nitri_

ficacién (Zavarin, 1966).

Los fenoxipropiénicos, diclorprop y mecoprop, redujeron
la actividad nitrificante en razén creciente a la dosis (van Sch -
reven y col., 1970) y el fenoxibutfrico, 2,4-DB, present§ inhibi_ -
cién a 1,5 ppm, pero dosis menores no tuvieron efecto aiin después

de repetidas aplicaciones (Chunderova y col., 1971).

De los derivados benzoicos, dicamba inhibié la nitrifica
cién en un suelo derno-podzol franco (Bezuglov y col., 1973), pro_
duciendo el mismo efecto 2,3,6-TBA en un suelo pardo (Chandra,

1964).

Los organismos nitrificantes podr{an adquirir tolerancia
frente a los herbicidas hormonales, segin fue sugerido por . Slepe_
cky y Beck (1950) y Pearce (1958) al obtener la desaparicién de la
inhibicién inicial por 2,4-~D, después de percolacién continua. Lo
mismo sugieren Debona y Audus (1970) en el caso de 2,3,6-TBA y
picloram. Una segunda aplicacién en suelo de 2,3,6~TBA o 2,4-DB -
produjo menor inhibicién que la inicialmente obtenida (Chandra,
1964).
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1¢5.2o Pijacién de N, en la simbiosis Rhizobium-leguminosa

1.5.2.1. Aspectos generales de la accién de herbicidas en la sim
biosis Rhizobium-leguminosa

Es evidente que se trata del estudio de una situacién -
compleja que implica los posibles efectos en dos organismos muy di
ferentes y/o su interaccién. En la simbiosis Rhizobium-leguminosa
son aspectos fundamentales la capacidad de infeccién de los rizo_-
bios y la fijacién efectiva de N2, pudiendo los herbicidas alterar
estos procesos tanto a nivel de la bacteria como de la planta hués

ped o de su simbiosis.

Los efectos sobre Rhizobium spp. "in vitro" son de inte_
rés como indicadores del efecto potencial sobre la poblacién de =
Rhizobium en vida libre en el suelo: la posible alteracidén, transi
toria o no, de procesos bioqufmicos en la bacteria podrian condu_-
cir a defectos en la infeccién de la planta huésped o en la fija_-
cién de N2. Por otra parte, cambios genéticos considerados, en es_
pecial, cuando se trata de exposicién prolongada al herbicida, co_
mo es el caso de compuestos persistenteé, podrfan modificar aspec_
tos como la resistencia de los rizobios a fagos, antibiéticos -

etc., peligrando as{ su supervivencia en el suelo.

Los efectos sobre la planta huésped, tratdndose concre_-
tamente de herbicidas, son probables y decisivos: Grossbard (1970)
encontré que R. trifolii, pretratado con 50 ppm de asulam no afec_
té la nodulacién ni la efectividad siempre que de sus células hu -

bieran sido eliminados los residuos del herbicida. Asimismo, la -
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resistencia a TCA y dalapon fue mayor en R.leguminosarum que en su

planta huésped, Pisum sativum (Sud y col., 1973). En general, la =-

dosis de herbicida requerida para inhibir la nodulacién, reducir -
el peso seco o el nitrégeno total en las leguminosas es muy peque_
fia (Fletcher y col., 1957; Garcfa y Jordan, 1969; Hauke % Pacewicz
owa, 1970), mientras que concentraciones mayores del mismo herbici
da son requeridas para inhibir el crecimiento de los rizobios, pu_
diéndose afirmar que, en muchos casos, el efecto dltimo en el cre_
cimiento de la planta es debido m&s a la accién téxica sobre el -
huésped que sobre la bacteria. As{ ocurre con el 2,4-D, 2,4,5=T
MCPA,paraquat (Pletcher y.col., 1956 y 1957; Nilsson, 1957; = = -
Mickovski, 1966 ) y linurén,incluso tratandose de un herbicida — -
como el Wltimo que afecta sensiblemente al Rhizobium (Grossbard, -
1975). También trifluralinay'carbetamida redujeron la nodulacién y
nitrégeno fijado en trébol y loto, posiblemente por efecto sobre =-
la planta (Brock, 1972).

Por otra parte, los efectos,ocasionalmente estimulanteso
nulos,causados por triazinas en la nodulacién de haba y altramuz -
(Kaiser y col., 1970) junto a una nula toxicidad obtenida para =--
los rizobios en cultivo puro (Kaszubiak, 1966) sugieren que el -

efecto primario de estos herbicidas es sobre la planta,

Sin embargo se presentan casos de mayor tolerancia por -
parte de la planta huésped que por parte de la bacteria; Vlassak
(1975) refiere la especifica inhibicién de la fijacién de N, por -
dinoseb en la nitrogenasa del Rizobium y Makawi y col., (1971) ob_

servaron que simazina reduce el nimero de nédulos formados en ==
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Phaseolus vulgaris propdrcionalmente a la dosis, a la vez que cre_
ce la toxicidad en la bacteria nodular.

1.5.2.2. Aspectos generales de la acecién de herbicidas en Rhiz ;}ﬂ_

W'BEE‘.
Enla bibliograffa se encuentran recopilaciones mds o me_-
nos amplias de los trabajos sobre los efectos de herbicidas en =

Rhizobium (Audus, 1964, Grossbard, 1976; Anderson, 1978).

Rhizobium spp. es un género de resistencia relativamente
grande a los herbicidas, y as{ en vida libre (in vitro o en el sue
lo) es, en general, poco o nada afectado a dosis de uso agricola.
Kecskes(1972) encuentra que de 104 herbicidas sélo seis inhiben el
50% de las cepas ensayadas, pertenecientes a seis especies de -

RhiZObium .

Se presenta una clara selectividad en las respuestas de
las rizobios frente a ciertos herbicidas a nivel no sélo de espe_-
cie sino también de cepa. Kapusta y Rouwenhorst (1973) encontraron

diferencias de sensibilidad al clorprofam en las seis cepas de =

R. japonicum ensayadas.

La tolerancia se ha referido, a veces, dependiente de -
las condiciones y medio de cultivo, resultando influenciada por el
pH (Kaszubiak, 19663 Balicka, 1969) u otros factores: por ejemplo,
asulam fue mé4s téxico para Rhizobium en medios deficientes en ==

ca* (Grossbard, 1970). La posible interaccién entre el polisacdri



-51=

2+

do formado por el Rhizobium y el Ca del medio, pudiera influir =

en la sensibilidad a este herbicida (Grossbard, 1975). El efecto

de 2,4-D en la respiracién de R.meliloti fue dependiente de M32+

(Johnson y Colmer, 1957). En algunos casos la toxicidad varfa con

las condiciones fisiolégicas de las células: el 2,4-DB cuando se :

S ——"
-

afladié a células en fase logar{tmica de crecimiento no se vié afec
tado el Rhizobium pero s{ se afectd si se afiladfa a células en fase

de latencia (Jordan y Garcfa, 1969).

A menudo, se ha encontrado mayor tolerancia por parte de
los rizobios de crecimiento rdpido, R,trifolii, R.leguminosarum y
R.meliloti, frente a los de crecimiento lento, R.lupini y R.japoni

cum, en ensayos con fenoxiherbicidas, derivados de urea y dinitro_
fenoles (Jensen y Petersen, 1952; Kaszubiak 1966, 1968a). También

pyrazonay DNOC, herbicidas de los mas téxicos para las anteriores-
especies de crecimiento rdpido (Jensen, 1969), presentaron en és_-
tas segin Grossbard (1970) inhibicién desde 1000 ppm, mientras -
R.lupini y R.japonicum fueron inhibidos de 100 a 500 ppm (Kaszubiak,

1968a) .Ante las diferencias encontradas por diversos autores en el
grado.de sensibilidad de cepas de la misma especie de Rhizobium, -
se podrfa generalizar que la susceptibilidad de los rizobios fren_
te a los herbicidas depende mds de la cepa que de la especie Vinti_-
kova y col., 1965; Makawi y Abdel-Ghaffar, 1970). Bn -apoyo de esta
afirmacién pueden invocarse los resultados obtenidos por Kaszubiak
(1966) en los cuales cepas con velocidades de crecimiento mayores

presentaron mayor tolerancia frente a los herbicidas ensayados, pe

ro aiin entre estas cepas de crecimiento rdpido, R.meliloti, R.legu

minosarum, R.phaseoli y R.trifolii, se observdé una amplia escala =
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de dosis inhibidoras desde 5 a 300 ppm para un mismo herbicida =
(Mickovski, 1966).

Enla bibliografiase cita la inversién de efectos para -
una misma cepa dependiente de la dosis de herbicida: por ejemplo,
dinoseb resulté ser estimulante de la respiracién de Rhizobium has
ta dosis de 50 ppm pero ya a 70 ppm la inhibié completamente, mien
tras el conteo de viables fué significativamente reducido desde -

2 ppm (Grossbard, 1975).

En términos generales se presenta toxicidad variable y -
dependiente de la estructura qufmica del compuesto herbicida, aun_
que a menudo, también especifica para ciertos compuestos muy simi_
lares. As{, las triazinas y derivados halogenados alif4ticos no =
fueron téxicos y s{ los carbamatos, derivados de urea y dinitrofe_
noles, estando en este Wltimo grupo algunos de los herbicidas mé4s
téxicos de los encontrados para Rhizobium (Garcfa y Jordan, 1969;
Kaszubiak, 1966, 1968a, 1968b; Jensen, 1969; Grossbard, 1975).

Se encuentran algunos trabajos sobre efectos mutagénicos
o de seleccién de mutantes, causados por herbicidas de muy diferen
te estructura qufmica. Pero en general la tolerancia de Rhizobium
a los herbicidas parece ser mds frecuentemente debidaa la-adapta
cién fisiolégica de la bacteria (Jensen y Petersen, 1952; Kasubiak
1966). Sin embargo, en ocasiones se presenta incapacidad de los ri
zobios para adaptarse a dosis subletales de herbicida, como se ob_
servé con algunos derivados de urea y dinitrofenoles (Kaszubiak,
1968a; 1968b), que por otra parte ejercen accién mutagénica, como

3e observd entre la poblacién superviviente a dosis bactericidas
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de afalon; y presentan toxicidad selectiva sobre ciertos mutan -
tes de Rhizobium. Gillberg (1971) seleccioné mutantes de Rhizobium
resistentes a altas dosis de dinoseb y MCPA que conservaron e, in_
cluso, aumentaron la fijacién de N2 en simbiosis con la legumino_-
sa. Dosis de 500 y 1000 ppm de dinoseb y paraquat fueron mutagén;_
cas para Rhizobium y 100 ppm, dosis tambien mutagénica,fue tolerada

igualmente por los rizobios procedentes de sueios tratados y no -
tratados (Namdeo y Dube, 1973). Otros efectos mutagénicos o de se_
leccién de mutantes se han investigado después de la exposicién de
los rizobios al herbicida durante largos periodos de tiempo, estu_
didndose, entre otros, las consecuencias en su infectividad y efec
tividad en la fijacién de N2: en estas condiciones la atrazina no

afecté el crecimiento de trébol‘siempre que hubiese sido eliminada
del inéculo, sin embargo cambios genéticos adversos parecen produ_

cirse con linuron (Grossbard, 1970, 1975).

1.5.2.3. Efectos de herbicidas hormonales en Rhizobium spp. ¥ sSu

simbiosis con leguminosas

'El particular interés surgido, en cuanto a los efectos -
de los herbicidas hormonales sobre Rhizobium spp., se debe al he_ -
cho de que IAA (4cido 3-indolacético) es excretado al medio de -
cultivo en considerable cantidad por cepas efectivas, as{ como por
la posible implicacién de dicha auxina en la infeccién de la raiz
de la leguminosa (Libbenga y Bogers, 1974).

En estudios "in vitro" la adicién de IAA produjo laten_-

cia en la iniciacién del crecimiento de Rhizobium, sin efecto en
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la divisidén exponencial de las células, y dependiente de la rela -
cién IAA/nGmero de bacterias (Dullaart y col., 1971). Sin embargo,
el 4cido giberélico no afecté directamente el crecimiento en las
cepas estudiadas, tres de R.trifolii y una de R.meliloti (Fletcher
y col., 1959).

Los herbicidas hormonales tipo auxina no afectan los ri_
zobios a dosis de campo, siendo en general, téxicos sélo a concen_
traciones muy superiores a las toleradas por la planta hu€sped =--
(Pletcher y col., 1958). Se presenta muy a menudo, una amplia esca
la de dosis t6éxicas para la misma especie de Rhizobium y determina
do compuesto herbidida, segin un significativo nimero de trabajos
realizados por distintos autores. Pero la valoracién y comparacién
de estos resultados experimentales se hace df{ficil debido a que =
los métodos de determinacién de toxicidades estén basados en la me
dida de halos de inhibicién o implican la adicién de sustancias -
solventes, no inocuas, asf{ como por la variabilidad de tiempos y =
condiciones de incubacién. A pesar de todo se tiende a considerar
que la sensibilidad es dependiente mds de la cepa que de la espe_-
cie de Rhizobium (Audus, 1964; Makawi y Abdel Ghaffar, 1970; -
Grossbard, 1970). As{ para los fenoxiherbicidas 2,4-D, MCPA, MCPB,
2,4-DB y 2,4,5-T las dosis inhibitorias oscilan entre 50-4000 ppm,
100-3000 ppm y 400-8000 ppm para R.trifolii, R.lupini y R.legumi -
nosarum respectivamente. La mejor ilustraciénde la diversidad de to-
xicidades inter e intraespecificas se fefleja en los datos referen
tes al 2,4-D, herbicida muy estudiado: este compuesto retrasé el
crecimiento de R.leguminosarum a 50 ppm, mientras dosis cinco ==
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veces mayores fueron requeridas para R.meliloti y R.japonicum -

(Gaur y Misra, 1972). También Krasil ‘nikov (1967) cita tolerancias
de algunos rizobios a 300 ppm. Segin Mickovski (1966) 2,4=D y tam_
bién MCPA y MCPB presentaron un amplio rango de dosis téxicas, de.

5-300 ppm en Ias especies deﬁcfécimiditd répido, R.meliloti, R.le_

guminosarum, R.phaseoli y R.trifolii.

La supresién temporal del crecimiento de rizobios de Lo
tus corniculatus por 2,4-DB se dié desde 50 ppm y la inhibicién -

completa desde 500 ppm (Jordan y Garcfa, 1969), resultando inocuo
en 17 cepas de R.meliloti a dosis de 3 mg/disco (Camugli yG.Btchart
1974). El 2,4,5=T produjo inhibicién proporcional a la dosis desde
200 ppm, siendo total a 1000 ppm (Jordan y Garcfa, 1969).

A pesar de la incertidumbre que da el disponer de pocos
datos, parece que el efecto de los 4cidos fenoxiacéticos o sus és_
teres no difiere esencialmente del de los fenoxibutfricos (Alexan_
der, 1958), aunque los primeros se mostraron ligeramente mas t6xi_
cos para Rhizobium (Fletcher, 1956, 1957). Ademds, se ha referido
que los fenoxibuti{ricos presentan mayor toxicidad en cepas de cre_
cimiento rdpido (Kaszubiak, 1966). Se ha citado,también,que la in_
troduccién de halégenos aumenta la toxicidad de los fenoxiherbici_
das (Fletcher y col., 1956).

Los rizobios parecen presentar capacidad de adaptacién a
concentraciones inhibitorias de algunos fenoxiherbicidas (2,4-D,
MCPA, MCPB, 2,4=DB), pero no de otros (2,4,5=T) (Fletcher y -
Raymond, 1956). La tolerancia de este género a los herbicidas -
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hormonales es en general, una adaptacién fisiolégica, como se ha -
demostrado para el 2,4-DB (Jordan y Garcfa, 1969), pero también -
puede ser consecuencia de la seleccién de mutantes. Asf Gillberg
(1971) aislé mutantes resistentes a MCPA los cuales, en simbiosis
con la leguminosa, mostraron, incluso, estimulada su capacidad f£fi_

jadora de Nz.

Los herbicidas hormonales causan dafios en las legumino_-
sas, en general, a dosis relativamente muy‘inferiores a las tolera
das por Rhizobium. Incluso aplicaciones a dosis de uso agrf{cola -
pueden afectar la nodulacién y crecimiento de la planta, por un =
efecto téxico sobre la misma, induciendo entre otros efectos, alte
raciones en la raiz. As{ ocurre con 2,4-D, 2,4,5-@, MCPA y MCPB en
trébol (Fletcher y col., 1957), con MCPA en alfalfa (Nilsson, 1957)
¥y 2,4-DB en lotos (Garcfa y Jordan, 1969) y trébol (Peters y Ben -
Zbiba, 1979). Sin embargo, se ha comprobado reduccién de nodula_-
cién sin efectos sobre la raiz por 2,4~D en Phaseolus vulgaris -
(Anderson y Baker, 1950) y por MCPB en trébol dlanco (Fletcher y col
1956). Muy bajas concentraciones de 2,4-D y MCPA, sin efecto en el
crecimiento de la planta, ni en la nodulacién, redujeron el nitrd_
geno fijado. Hauke - Pacewiczowa (1969), obtuvieron reduccién de
la nodulacién por MCPB y no por 2,4=-D y MCPA, en el mismo suelo.
Por el contrario, 2,4=D y MCPA aplicados a alfalfa redujeron tanto
su nodulacién como eficiencia (Mickovski, 1966); incluso a dosis =
tan bajas como 0,1 ppm fueron afectados alfalfa, guisante y trébol
blanco (Torstensson, 1975). 2,4=-DB no tuvo efecto en la nodulacién

y rendimiento de alfalfa (Fletcher y col., 1957), pero si afect§ -
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severamente la nodulacién de Lotus corniculatus (Garc{a y Jordan,

1969). Cloramben en cultivos de soja produjo efectos ligeramente =-
téxicos en algunos casos, pero en otros presenté estimulacién de -
la nodulacién (Avrov y col., 1968). La toxicidad en soja también -
fué citada por Dunigan y col., (1970).

Hay pocos trabajos referentes a la supervivencia de los
rizobios en el suelo en presencia de herbicidas. En este sentido,

Jensen (1969) no vié ningiin efecto por parte del 2,4-D y MCPA.

1,6, Efectos de herbicidas piridfnicos tipo auxina en el Ciclo del

Nitrégeno
1.6.1. Antecedentes bibliogrdficos de la accién de herbicidas deri

vados de piridina en la nitrificacién

El picloram es el dnico herbicida de este tipo estudiado
en cuanto a su efecto sobre la nitrificacién. Prédcticamente todos
los trabajos se han realizado en suelos "in situ" o en suelos incu
bados en laboratorio, determinando iinicamente los niveles de No;
alcanzados después de un cierto tiempo de contacto con el herbici_
da; presentdndose una gran diversidad de resultados que no permi_ -
ten, por ahora, establecer conclusiones sobre su accidén en el pro_

ceso de nitrificacién.

As{ a dosis bajas de aplicacidén (2 ppm) de picloram -
Dubey (1969) encuentra ya inhibicién significativa de la nitrifi_
cacién en las 8 semanas del ensayo en dos de los tres suelos incu_

bados en laboratorio, inhibicién que fué total a 100 ppm. Sin ==
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embargo, Grover (1972) a dosis de hasta 1 ppm y Thorneburg y Twee-
dy (1973) de hasta 12 ppm no observaron reduccién del No; for-
mado. y Goring y col. (1967) refieren solo el 50% de inhibicién de
la nitrificacién a la alta dosis de 1000 ppm y ninguna a 100 ppm.

Otros autores, en experiencias realizadas "in situ" en -
diferentes suelos y a bajas dosis de aplicacién, refieren ausencia
de efecto (van Schreven y col., 1970) o disminucién de la nitrifi_
cacién (Bezuglov y col., 1973), as{ como incremento de la pobla_ -

cién nitrificante (Goguadze y col., 1972).

Solamente el trabajo de Debona y Audus (1970) estudia,
entre otros muchos herbicidas, el efecto del picloram sobre la ni_
trificacién de suelo por técnicas de percolacién. E1 autor lo si_-
tia entre los de baja potencia inhibidora. Por otra parte, es el
Unico trabajo que aporta alguna luz sobre la posible forma de res_

puesta de la poblacién nitrificante a la presencia del herbicida.

1.6.,2. Antecedentes bibliogrificos de la accién de herbicidas deri

vados de piridfna en Rhizobium spp. y su simbiosis con legu

minosas

Pricticamente no se encuentran en la literatura revisada
estudios sobre los efectos de compuestos derivados de piridina so_
bre la simbiosis Rhizobium-leguminosa, a excepcién de los citados

a continuacién, referentes a la accién sobre Rhizobium spp.

Camugli y G6mez Etchart (1974)estudiaron la sensibilidad
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de 17 cepas de R.meliloti al picloram, observando inhibicién gene_

ral en la especie s6lo a las dosis més altas de ensayo, Ademés -
tres de las cepas fueron estimuladas a concentracién variable, En
comparacién, el 2,4-DB, herbigida hormonal incluido también en es_
te trabajo,no afect§ a ninguna de las cepas a las mismas dosis,
Los ensayos realizados por estos autores consistieron en la obser_

vacién de halos de inhibicién alrededor de discos impregnados con
el herbicida.

La tolerancia de una cepa de R.phaseoli a 1000 ppm de -
picloram fue referida por Goring y col. (1967).

1.7. Objetivo de la presente tesis

Se ha abordado el estudio de los efectos de dos herbici_
das estructuralmente relacionados (derivados de piridina), piclo_-
ram y 3,6-D, sobre dos procesos microbiolégicos del suelo: la Ni_-
trificacién y la Fijacién Biolégica de Nitrégeno en la simbiosis
Rhizobium-leguminosa., Ambos procesos tienen importancia fundamen -
tal desde ei punto de vista de la fertilidad del suelo y en el re_
ciclado global del nitrégeno en la naturaleza.

Teniendo en cuenta que la nitrificacién es llevada a ca_
bo, principalmente, por microorganismos autotrofos, considerados -
dentro de la variada flora microbiana del suelo como de los mis =
sensibles a las alteraciones de su habitat, incluida cualquier dis
torsién del equilibrio biolégico, se ha considerado el estudio de

los efectos de compuestos quimicos aplicados al suelo sobre el -
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proceso de nitrificacidén, como indicador del posible efecto dele
téreo de los mismos en el conjunto de la comunidad microbioldégica

que sustenta dicho suelo.

Los dos compuestos objeto de estudio son herbicidas de
gran potencia y modo de accién semejante en el vegetal, siendo su

diferencia fundamental la susceptibilidad al ataque microbiano.

El estudio de los efectos en la nitrificacién se ha rea
lizado tanto en suelo "in vitro", bajo condiciones controladas de
laboratorio, como en cultivo puro de las especies autotrofas més
comunes responsables del proceso. Los dos tipos de estudios son
védlidos y complementarios ante el doble hecho de la gran sensibi
lidad de los autotrofos nitrificantes a las alteraciones en su -
microhdbitat y la similitud fisiolégica de dichos autotrofos jun
to a una amplia distribucibén de sus especies tipo en los distin-

tos suelos.

El estudio de los efectos de los herbicidas en la sim-
biosis Rhizobium-leguminosa se ha centrado en ensayos en cultivo

puro y orientados bajo un doble aspecto:

- Accién ejercida en cepas de Rhizobium de varios gru-
pos fisiolbégicos, como indicativo del efecto potencial de la pre
sencia de herbicida en la bacteria en vida libre; as{ como contri
bucién al esclarecimiento del modo de accién de estos compuestos

sobre este grupo microbiano y la respuesta del mismo,
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- Efecto producido por los herbicidas en Rhizobium en -
relacién con su capacidad de infeccién y efectividad fijadora de
nitrégeno en simbiosis con la leguminosa, evaluando esta dltima me

diante la determinacién de la actividad nitrogenasa de los nédu_-

los.

Nota: El nombre quimico de los compuestos plaguicidas que aparecen
en este apartado y siguientes se da en el zpéndice 3.
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2, MATERTIAL Y METODOS

2.1. Ensayos sobre nitrificacién

2.1.1. Cepas

Las cepas objeto de estudio en cultivo puro fueron Nitro

somonas europaea, ATCC 19718 y Nitrobacter agilis, ATCC 14123.

Las cepas se conservaron a 42C en cultivo l{quido. N. eu-
ropaea en el medio de Skinmer y Walker (1961) (apéndice 1.4.) y -
N. agilis en el recomendado por la ATCC (apéndice 1.5.).

2012+ Suelo

Las muestras se tomaron de un suelo inculto de vega a§ﬂ£~
la finca de experimentacién "El Encin" del Instituto Nacional de -
Investigaciones Agrarias, situada en el término municipal de Alca-
14 de Henares (Madrid).

Las principales caracteristicas de este suelo,segin el
andlisis facilitado por el Departamento de Ecolog{a del INIA, son

las siguientes:

Textura: Franco-arenosa

Arena gruesa 25, 7%
Arena fina 35,5%
Limo 26, 3%
Arcilla 12,5%

pH (1/2,5 en agua, p/v) 7,75
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Materia orgénica 3,4%
Nitrégeno total 0,284 - -
Bases de cambio: Ca'’ 16,2 meq/100 g
Mgt | 0,6 meq/100 g
x* 0,6 meq/100 g
Na' 0,1 meq/100 g
Capacidad idénica de cambio total 17,5 meq/100 g
Capacidad de campo 21%

Preparacién del suelo

Las muestras de suelo fueron tomadas a una profundidad
entre O y 25 cm, Se dejaron secar al aire, siendo luego pasadas =
por tamices de 13 y 2 mm para utilizar la fraccién intermedia obte

nida.

2.1.3. Herbicidas

Los herbicidas estudiados fueron: picloram (4cido 4-ami
no=3,5,6=tricloropicolfnico) y 3,6=-D (4cido 3,6-dicloropicolinico)
suministrados por la Dow Chemical Company de Madrid.

Cuando se traté de estudios en cultivo puro ambos com_-
puestos se aplicaron en la mayoria de los ensayos, salvo indica -
cién contraria, bajo la forma de producto técmnico, con grados de
pureza del 99% y 99,3% en producto 4cido, para picloram y 3,6-D
respectivamente. En los ensayos con suelo fueron utilizadas las -

formulaciones comerciales: Tordon 22K (sal potdsica de picloram;
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con un 25% de riqueza en producto activo) y Lontrel 300 (sal de -

monoetanolamina de 3,6-D, con un 33% en producto activo).

Las dosis ensayadas estdn referidas a producto 4cido Pu_
ro, siendo distintas para cada herbicida e inclufdas en cada caso

dentro de los respectivos l{imites de solubilidad en agua.

Propiedades fisicoquimicas

Picloram _
NH,

[ [ ci
Férmula estructural ‘

Cl \N COOH

Estado fisico Polvo blanco

Peso molecular 241,5

Punto de fusién 190°¢

Presién de vapor . 6,16 x 10~ Tum Hg a 35°C
Solubilidad 430 ppm a 35°C en agua,

1,98% en acetona,
0,55% en isopropanol y
0,06% (p/v) en cloruro

de metileno
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Férmula estructural

Estado ffsico
?eso molecular
Punto de fusién
Presién de vapor

Solubilidad

Cl7 Xy COOH

S61lido cristalino blanco
192

151-152°C

1,2 x 107 mm Hg a 25°C

1000 ppm a 20°C en agua,
25% (p/p) en acetona, xi

leno y metanol

2.1.4, Técnicas de percolacién de suelo y métodos analf{ticos

Técnicas de percolacién

Se aplicaron las técnicas de percolaciénde Lees y Quastel

(1946), utilizéndose para ello el aparato de percolacién de la fi_

gura 1, acoplado a una bomba peristiltica IXB, modelo 2115 MULTI_-

PERPEX, que permite el funcionamiento de cuatro percoladores simul

t4neamente,

Las columnas de cada unidad de percolacién se montaron con

32 g de suelo preparado segin se detallé anteriormente en el apar_

tado 2.1.2. y al que luego se afladieron las cantidades requeridas

de herbicida diluidas en 10 ml de agua estéril. Una vez seco de -
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nuevo, el suelo se homogeneizé y utilizé para llenar las columnas

de percolacién.Para facilitar el drenaje fue necesario incluir apro
ximddamente un 20% de arena estéril distribuida en capas intercala
das en la columna de suelo, las unidades de percolacién se esteri-

lizaron previamente junto con el medio de percolacién.

La percolacién sellevé a cabo continuamente con 250 ml de
medio de Winogradsky (Girad y Rougieux, 1967)(apend. 1.2) conteniendo
SO4(NH4)2 a una concentracién inicial de N-NHZ de alrededor de =
100 mg/ml y a un flujo de 16 ml/h, el m&ximo que no producia en_-
charcamiento de la columna de suelo. Las percolaciones transcurrie

ron a temperatura ambiente 20 y 25°C,y en la obscuridad.

Se pudo seguir simulténeamente la marcha de la nitrifica
cién en cuatro percoladores, de los cuales uno fue siempre un con_
trol sin herbicida y los tres restantes se probaron para las dis_-
tintas dosis de tratamiento. Se realizaron al menos dos experien_ -

cias por dosis,

El proceso de nitrificacién fue seguido por andlisis dia
rios de las concentraciones de nitritos y nitratos separadamente,
de alfcuotas de un ml de lfquido de percolado y se determiné, a su
vez, a intervalos de tiempo mis espaciados la suma de nitritos y =
nitratos, en andlisis conjunto, bajo la forma de N-Nog. El pH del
1lfquido percolante se vigilé, por sus posibles diferencias en cada

percolador segin el tratamiento herbicida aplicado.
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Andlisis de nitritos

El andlisis cuantitativo de nitritos en la solucién de -
percolacién se hizo usando el método de Griess-Llosvay descrito por

Lees y Quastel (1946).

Alfcuotas de 0,5 ml de liquido percolante o su dilucién
si es necesario, se llevaron hasta 11 ml con agua destilada a los
que luego se afiadieron 2 ml de la mezcla, a partes iguales y re_ =
cién preparada, de reactivo de diazotacién y reactivo acomplejante
(apéndice 2.1). Después de agitar la muestra se dejé§ reposar unos
20 minutos, midiéndose luego, a 520 nm en un espectrofotémetro, la

intensidad de color desarrollada.

La concentracién de nitrito de las muestras se determiné
por referencia a la curva de calibracidén obtenida con los resulta_
dos a partir de distintas diluciones de una solucién patrén de -
NO,Na, en el rango de concentraciones de N-NO7 entre O y 0,120 ==

mg/ml,

Andlisis de nitratos

Se siguié el método colorimétrico del &cido fenoldisulfd

nico (Bremner, 1965).

Una de las variantes que permite este método, y que ha -
sido empleada en este ensayo, consiste en el siguiente proceso:
un ml de lfquido percolante se lleva a tubo de ensayo al que se afia

de CO3Ca en polvo fino, evaporando 1luego, la muestra a sequedad
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preferiblemente en bafilo de agua hirviendo. En el caso de determing
cién de la suma de nitratos mas nitritos, bajo la forma de nitra_-
tos, se afiadieron 0,2 ml de perdxido de hidrégeno al 6%. Al resi_ -
duo seco se le afladen 2 ml de reactivo de 4cido fenoldisulfénico
(apéndice 2,2), diluyendo, al cabo de 20 minutos de contacto, con
agua destilada hasta disolucién total del residuo. Se transvasa a
matraz aforado donde es llevado a reaccién débilmente alcalina ==
(indicado por la aparicién de coloracién amarilla), por adicién de
solucién de NH4(OH) en agua al 50%. Después de afiadir 2 ml de exce
so de esta solucién, se completa el volumen hasta 100 ml con agua
destilada, midiéndose la intensidad de color desarrollada a 420 nm

en un especrofotémentro.

La curva de calibracién se obtuvo en un intervalo de con
centraciones de N-Nog entre O y 100/(g/ml, a partir de una solu_-
cién patrén de NO3K.

El 1{quido de percolacién no presentd color ni turbidez ==
que interfiera con los andlisis colorimétricos, as{ no fue necesa_
rio el pretratamiento con agentes clarificantes o decolorantes de

los alicuotas de la solucién percoladora.

2.1.5. Técnicas de solucién de suelo y métodos analfticos

Se prepararon tubos conteniendo 4 ml de lcs medios de -
Winogradsky, bien para nitrificantes autotrofos oxidantes de amonio
(con SO4(NH4)2 como sustrato) o bien para oxidantes de nitrito (con

N02Na)(GiradgrRougieux,1967)(apéndice 1.2 y 1.,3), incorporando =-
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en ambos las diferentes dosis a ensayar de los herbicidas, ademis

de los respectivos controles de los mismos medios sin herbicida.

A partir de 1 ml de las diluciones decimales sucesivas =
de suelo, desde 10~ a 10'6, se inocularon réplicas de cinco tubos
por dilucién, para cada grupo de los anteriores nitrificantes y ca

da tratamiento herbicida. La dilucién 10~

se considera la obteni_
da suspendiendo 10 g de suelo en 95 ml de solucién Ringer al 25%
estéril, tomdndose las muestras después de 10 minutos de agitacién
de la suspensién en presencia de bolitas de vidrio, que favorecen
la disgregacién de las partfculas y microorganismos (Alexander y

Clark, 1965) °

La incubacién se 1llevd a cabo a 28°C hasta un m4ximo de
35 dfas, investigandose a intervalos de una semana la presencia de

nitritos y nitratos.

Cuando el sustrato oxidable es SO4(NH4)2 la presencia ya

de nitritos o nitratos supone actividad de Nitrosomonas o géneros

afines; en el caso de ser NO,Na la presencia de Nitrobacter o semg

jantes se detecta por desaparicién del nitrito y deteccién de los

nitratos formados.

Métodos analfticos

Para el andlisis cualitativo de nitritos seutilizé el -
reactivo de Griess-Ilosvay, ( apéndice. 2,1 ). Los nitratos se -

detectaron valiéndonos de la misma reaccidn, llevdndose a cabo as{
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su previa reduccién a nitritos, por la adicién de una pequefia can_
tidad de polvo mezcla de Zn-Cu-Mn02 (apéndice 2,3). En ambos casos
son positivas las muestras en las que hay desarrollo de color que,
seglin la concentracién de nitritos, podrd variar tanto en el color

como en su intensidad desde el rosa hasta el naranja oscuro.

Para el cdlculo del mimero mis probable (NMP) de microor
ganismos viables de la muestra original utilizamos las tablas de

probabilidad de Cochran (Alexander, 1965a).

2.1.6. Técnicas de incubacidén de suelo y métodos de recuento de

nitrificantes

Técnicas de incubacién de suelo

Se estudié la evolucién de la poblacién nitrificante en
el mismo suelo utilizado en las anteriores experiencias, sometido
a igual pretratamiento (apartado 2.1.2) e incubado bajo condicio_
nes ajustadas de laboratorio: asf, se suplementé con 304(NH4)2 co_
mo sustrato oxidable y con distintas dosis de los herbicidas a es_
tudiar, expresadas, tanto estas como la concentracién de SO4(NH4)2
en base al agua libre del suelo. Un control se mantuvo sin herbici

da.

El procedimiento fué el siguiente: a muestras de 1000 g
de suelo, se les afiadié el volumen de medio de enriquecimiento de
Winogradsky (apéndice 1.2 ), con la correspondiente cantidad de her_
bicida, necesario para llevar la humedad al 80% de su capacidad de

campo. Asf, tanto la concentracién de NHZ como la de herbicida en
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la fase 1f{quida del suelo es la que se considera a efectos compara
tivos con otros ensayos. Se mezclé esto cuidadosamente y dividié
cada muestra en dos réplicas de 500 g cada una, que se introduje_-
ron en bolsas de polietileno cerradas con plistico adhesivo impi -
diendo este sistema la pérdida de humedad pero permitiendo a su -

vez el intercambio de gases necesario para la actividad microbiana.-

Estas bolsas se mantuvieron a temperatura ambiente. en_-
tre 20 y 25°C, tomdndose muestras a los O, 7, 15, y 30 dfas de in_
cubacién para realizar recuento de viables autotrofos nitrifican_ -

tes.

Recuento de viables

El recuento de viables autotrofos nitrificantes se reali
z6 Por separado para los nitrosantes y nitratantes, 1llevdndose a

cabo en medio lfquido, seglin el método del NMP,

De cada una de las bolsas réplica por tratamiento fué to
mada una muestra de 10 g de suelo para la preparacién de sucesivas
diluciones decimales en solucién Ringer al 25%, (segin procedimien
to del apartado 2.,1.5.) a partir de las cuales se inocularon se_=-
ries de tres tubos por dilueién con 4 ml de medio de enriquecimien

to, bien de Nitrosomonas o bien de Nitrobacter de Winogiadsky, -

(apéndices 1.2 y 1.3 respectivamente),

Al cabo de 35 dfas de incubacién a 26°C se analizé la -

presencia de nitratos y nitritos, como indicadora de actividad de
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gérmenes nitrosos,o sélo de nitratos, indicadora de los nitricos.

La determinacién del NMP de organismos viables en el sue
lo a los distintos tiempos de incubacién se hizo con ayuda de las
tablas de probabilidad de Cochran.

Métodos quimicos de andlisis

Para la deteccién cualitativa de nitratos y nitritos en los

tubos de recuento se procedié como en el apartado 2.1.5.

2.1.7. Técnicas de cultivo puro de bacterias nitrificantes y méto_

dos analiticos

Los efectos de los herbicidas se probaron en los siguien

tes medios lfguidos, segin la cepa: Nitrosomonas europaea: en me_-

dio de Winogradsky para nitrificantes nitrosos (apéndice 1.1) y en
el medio de Skinner y Walker (apéndice 1.4). Nitrobacter agilis se =

cultivé en medio Winogradsky para nitrificantes nftricos (apéndice

1,2) ¥ en el recomendado por la ATCC para esta cepa (apéndice 1.5).

El cultivo de ambas cepas en condiciones de agitacién se
realizé en matraces de 200 cc con 30 ml de medio nutritivo con y
sin las distintas désis de los herbicidas a ensayar, mientras que
para los cultivos en condiciones estdticas se utilizaron tubos de
ensayo de 30 mm de didmetro con 25 ml de los mismos medios de cul_

tivo.

En todos los casos la inoculacién se hizo con 0,5 ml
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de un cultivo lfquido que contenfa de 20 a 50/ug/ml,.de los pro_-
ductos finales nitrito o nitrato, segin se tratase de Nitrosomo -

nas sp. o Nitrobacter sp.

El pH de los cultivos de Nitrosomonas en el medio de -
Skinner y Walker se mantuvo, a lo largo del crecimiento, entre -
7,5 - 8,0, por adiccibén de solucién estéril de 003Na2 al 5%, cuan
do el rojo fenol (indicador incluido en el medio) viraba de rosa

a amarillo como consecuencia de la caida del pH por debajo de 7,5.

La incubacién se llevé a cabo a 26°C, tomdndose mues_-
tras diariamente para la cuantificacién, en cada caso, de los ni
tritos o nitratos producidos, segin los métodos analf{ticos del -

apartado 2.1.4.

2.2. Ensayos sobre Rhizobium

2.2.1. Cepas

Las cepas de Rhizobium utilizadas en este trabajo y re_
sefladas en la tabla 2, fueron aisladas de un suelo 4cido (pH 4,5~
-5,0) de fondo de valle, franco limoso, perteneciente a la locali
dad de Caflamero (Ciceres).

En algunos ensayos se utilizaron los siguientes mutan-
tes de la cepa nativa Ca-T7: . -
Ca-7 Kan', resistente a 200 pg/ml de kansmicina.

Ca-7 Str+, resistente a 250 pg/ml de estreptomicina.

Ca-T7 Kan+ Str+, resistente a los dos antibiéticos a las concen-
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traciones anteriores.

Las cepas se conservaron en BExtracto levadura-manitol-
agar (EMA) (Vincent, 1970) (apéndice 1.6.) y los mutantes en el

mismo medio mas el correspondiente antibiético.

Tabla 2. Cepas nativas de Rhizobium utilizadas en las experien-

cias con herbicidas.

Cepa Efectividad en

Tr-3 Trifelium repens

Ts=7 Trifolium subterraneum
B-12 Ornithopus compressus
B=-7 Lotus pedunculatus
Ca=-7 Cicer arietinum

Aislamiento de las cepas

Se utilizaron suspensiones de suelo en agua estéril -
para la inoculacién, en condiciones asépticas, de pléntulas de
las siguientes leguminosas: Trifolium spp., Medicago spp., Lotus

Sppe., Vicia spp., Phaseolus sp., Hed¥sarium sp., Pisum sativum,

Cicer arietinum, Glycine max, Ornithopus compressus.

Se inocularon volumenes de 1 y 5 ml de suspensién de -
suelo (1/5 p/v) por planta. Las plantas habfan sido dispuestas -
para su cultivo en tubos de ensayo o tiestos dependiendo del ta-:
mafio de la leguminosa. Otros detalles sobre el cultivo aséptico

de las plantas se dan en el apartado 2.2.4.2.
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A partir de los nédulos obtenidos se procedié al aisla-
miento de los rizobios segin el siguiente procedimiento: los né-
dulos se lavaron fuertemente con agua conteniendo trazas de -
tween 80. Luego se esterilizaron superficialmente por immersién
momentdnea en alcohol de 962 ‘seguida de otra, durante 3 minutos

en una solucién de Cl_Hg en agua al 0,1%, acidificada con Cl1H -

2
(0,5 ml1 de ClH, d=1,16, por litro). La eliminacién posterior del
Cleg se hizo por repetidos lavados en agua destilada estéril -
(Vincent, 1970).

El aislamiento de los rizobios nodulares se realizé ino
culando,un asa de siembra del machacado de un nédulo,en EMA (a-
péndice 1.6.). Una vez llevada a cabo la purificacién de las ce-
pas aisladas se procedié a la inoculacién en la leguminosa co- -
rrespondiente para comprobar su nodulacién y capacidad fijadora

de nitrégeno.

Ensayos de caracterizacién figiolégica de los rizobios

La velocidad de crecimiento se calculé a partir del -
tiempo de generacién determinado siguiendo la absorbancia a 550nm
durante la fase exponencial de crecimiento, en medio Extracto de
levadura-manitol (BM) (Vincent, 1970) (apéndice 1.6.).

. La capacidad para modificar el pH del medio de cultivo
EM se investigé después de 4 & 7 dfas de crecimiento de los rizo-

bios, segin la cepa.

Los cambios producidos en leche tornasolada se observa-

ron después de dieciocho dfas de incubacibén a 269C en tubos de -



-77-

ensayo conteniendo 10 ml de leche tornasolada (Harrigan y McCan-
ce, 1968) (apéndice 1.11.), inoculados con 0,1 ml1 de un cultivo
en fase exponencial de crecimiento en medio EM.

La produccién de mucflago se pudo observar tanto en cul
tivo 1{quido en medio EM,como en sélido EMA.

El ensayo de especificidad cepa-huésped se realizé ino-
culando cada cepa de las aisladas en las restantes leguminosas -
resefiadas en la tabla 2, seguin detalles del cultivo de plantas -
del apartado 2.2.4.2.

2.2.2. Herbicidas

Los dos herbicidas objeto de estudio,%picloram y 3,6-D
se utilizaron, en todos los casos, bajo la forma de producto téc-

nico, con grados de pureza del 99% y 99,3% respectivamente.

Ambos compuestos se incluyeron en 1los medios de culti-
vo en solucién acuosa, ya que prdcticamente todos los ensayos -
fueron realizados a concentraciones comprendidas dentro de los -
respectivos limites de solubilidad en agua,.  Cuando fue preciso u-
tilizar otros disolventes por necesidad de solubilizar mayores -

-

dosis se indicaréd expresamente.

La esterilizacién de los medios de cultivo con los her

bicidas incluidos se realizé en autoclave a 1152C durante veinte
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minutos. El1 picloram es un compuesto muy estable tanto en medio -
b4sico como Acido, hidrolizdndose a 6-hidroxiderivado, sdlo en -
alcalf{ concentrado caliente (Ransey, 1967). Ademds hemos compro_-
bado, mediante cromatograffia de gases la estabilidad del picloram
y 3,6-D al tratamiento térmico a que se sometieron las disolucio

nes acuosas,

2.2.3., Técnicas para el estudio de Rhizobium "in vitro"

2.2.3.1. Crecimiento en medio. sélido

El herbicida fue inclufdo en el medio de cultivo Rhe-
-agar (apéndice 1.7) sin modificar el pH resultante como conse_-
cuencia de la adicién del compuesto o alternativamente ajustando_

lo a pH 6,8.

Se sembré, en la superficie del medio en placa, un asa
de una suspensién de rizobios en agua estéril obtenida a partir
de un cultivo joven, La incubacién se llev$ a cabo a 26°C durante

un tiempo variable para cada cepa.

Cuando se traté de ensayos de crecimiento a dosis su_-
periores a las de solubilidad en agua, los herbicidas se aplica -
ron disueltos en etanol sobre discos de papel Whatman, de 100/#1.
de volumen de absorcién. Los discos después de la eliminacién del
solvente fueron aplicados sobre placas de Rhs; que habfan sido -
inoculadas con 0,3 ml de un cultivo l{quido en el mismo medio a

una densidad 6ptica,a 550 nm,de aproximadamente 0,25.
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2¢2.3.2. Curvas de crecimiento

Los efectos de los herbicidas en el crecimiento se ==
evaluaron en cultivo lfquido mediante medidas de la absorbancia a

lo largo del tiempo a 550 nm en un espectrofotémetro,

Con 1 ml de cultivo en fase logaritmica de crecimiento
en medio Rh, se inocularon 50 ml del mismo medio, solo o suplemen
tado con distintas cantidades de herbicida., Las lecturas de absor
bancia se efectuaron a intervalos de tiempo de incubacién depen_-
dientes de la velocidad de crecimiento de cada cepa. La incubacién

se 1llevé a cabo a 26°C y en condiciones de agitacién.

2.2.3.3. Efecto bactericida

Células cultivadas en medio lfquido Rh, fueron recogi_-
das por centrifugacién,y volimenes iguales (alrededor de 2 ml) de
su resuspensién en agua estéril fueron afiadidos al mismo medio =
Rh6 pero conteniendo las distintas dosis del herbicida; asimismo
se 1llevé un control sin herbieida. A intervalos de tiempo durante
la incubacién,a 26°¢ y en agitacién, se tomaron muestras para la
realizacién del recuento de viables en placa en Rhg libre de her

bicida.

2.2¢3.4, Medidas de resgiracién

Se hicieron por el método manométrico directo en un =
Warburg B Braun Melsungen (Dixon, 1952). La respiracién de las =

suspensiones de células se siguibé determinando el consumo de 02,
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elimindndose el 002 producido durante la respiracién por absor_ -
cién sobre hidréxido potésico.

El oxfgeno consumido se determiné aplicando la ecua_-

cién:
/;1 0, consumido = h sz

en la que h es la diferencia (en mm) entre las alturas de flufdo
en la rama abierta del manémetro y la conectada al matraz, corre
gidas para cualquier variacién durante la experiencia mediante
la adicién o sustracién de los cambios en la altura de flufdo en
el termobardémetro. Ko, es la constante, para el oxf{geno, de cada
matraz con su manémetro,calculada segfin la ecuacién:

- 273
Vg_ -, + Vftxbz

2 P,

donde Vg es el volumen de la fase gaseosa, Vf es el volumen de -
la fase lfquida, T = 273-t siendo t la temperatura a la que se =-
lleva a cabo la experiencia,(x02 el coeficiente de solubilidad

del 02 a la temperatura de la experiencia y Po la presién normal

(760 mm Hg) en mm de flufdo manométrico.

Efecto de la adicién de herbicida a células no adaptadas

Células cultivadas en agitacién, en medio liquido Rh6 y
en fase logarftmica de crecimiento, se recogieron por centrifuga

cién a 12.000 g durante 10 minutos y se resuspendieron en tampdn
fosfato 50 mM, pH 7, al que se adicioné Cl,Mg 2,5 mM. Alicuo_-

tas de esta suspensién se llevaron hasta 2,5 ml con el mismo --
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tampén més manitol (200 mM) y se dispusieron en la base de los ma
traces de Warburg. El1 herbicida se puso en la rama de dicho ma -
traz. Cuando la cantidad de herbicida sobrepasé el limite de so_-
lubilidad en agua, se procedié a la inversa, la suspensién de cé_
Iulas fué colocada en la rama del matraz Warburg y el resto de -
los componentes en la base. La densidad de células de la suspen_ -
sién fue ajustada, de forma que la densidad éptica de su dilucién
al 1/20 fuese aproximadamente de 0,2.

El consumo de O, se siguié a intervalos de tiempo des_-
de el momento de contacto de las células con el herbicida, siendo
la temperatura de incubacién 26°C y corrigiéndose los valores se_

gin las variaciones de un termobarémetro que contenfa agua.

Se estudié el efecto de dos concentraciones, una sin -
efecto sobre el crecimiento y otra que lo afectaba de alguna mane

Irae.

Efecto de la adicién de herbicida a células adaptadas

Las células se cultivaron en presencia de herbicida y -
s8e trataron como en el apartado anterior, siguiéndose el efecto
de la adicién de herbicida en el consumo de O,, frente a un con_-
trol sin 61. Se ensayaron las mismas concentraciones que en el =

apartado anterior.
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2.2.3.5. Anfilisis de.- RNA

El 4cido ribonuclefco se extrajo segin el método de -
Ogur y Rosen (1950), por el siguiente procedimiento: Las células
lavadas se centrifugaron y suspendieron en 5 ml de &cido perecld_
rico frio, 0.2 N, centrifugando de nuevo a 4°C. Se repitié este
proceso, suspendiéndose luego el residuo en 5 ml de 4cido perclé_
rico 1N durante 18 horas a 4°C, Pasado este tiempo la suspensién
se centrifugé de nuevo en frio y el residuo se extrajo dos veces
mids con 5 ml de Acido perclérico frio 1N. ILuego se juntaron los -
tres dltimos extractos, los cuales contenfan el RNA.

El RNA se analizé por el método colorimétrico de -—
Herbert y col., (1971), segin el siguiente procedimiento: a tubos
de 15 ml se llevaron 1 ml de muestra y 3 ml de reactivo de orci_-
nol (apéndice 2.4)., Los tubos se calentaron en bafio de agua hir -
viendo durante 20 minutos, se enfriaron y se afiadi§ n-butanol has
ta completar los 15 ml. Se leyé en espectrofotémetro a 672 nm,
Como patrén se utilizé una solucién de ribosa, calculdndose el -

valor del RNA a partir de la ribosa.

2.2.3.6. Andlisis de proteina

El anflisis de la proteina total bacteriana se hizo de
acuerdo con el método del microbiuret segin Goa (1953).

Las células lavadas se centrifugaron y se resuspendie -

ron luego en agua. A muestras de hasta 1,5 ml se les afladieron =
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4 ml de NaOH 0,75 M, calentando a 75°C durante dos horas. Después
de enfriar se afiaden 0,2 ml de reactivo de Benedit (apéndice 2.5),
centrifugado previamente si fuese necesario. Transcurridos 15 mi_
nutos se lee en espectrofotémetro a 340 6 600 nm. Como patrén se

utilizé albimina de suero de bovino.

2.2.3%.7. Capacidad de utilizacién de los herbicidas como fuente

de carbono y energia

Los rizobios se cultivaron en un medio definido (Vincent,
1970) (apéndice 1.9) y en el mismo medio en el que se incluyé el

herbicida a una concentracién de 100-200 ppm.

Inoculos tomados en la fase logaritmica de cada uno de
los cultivos anteriores,se sembraron en el medio definido libre de
fuente de carbono, pero suplementado con 100 ppm de herbicida, si_
guiéndose el crecimiento por absorbancia a 550 nm en espectrofoté_

metro.

2.2.3.8. Resistencia a antibibticos

Los rizobios se cultivaron en medio liquido Rh6 solo o
suplementado con 400 ppm de picloram 6 1000 ppm de 3,6-D., Volime_
nes de 0,3 ml de los anteriores cultivos a igual densidad 6ptica, apro
ximiddamente 0,25, se extendieron homogéneamente sobre placas de

Rh6-agar.

Los antibiéticos se aplicaron sobre discos de papel -
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Whatman a tres dosis distintas, segin el antibiético y cepa, colo
cdndose, después de la evaporacidén del disolvente, sobre la super_

ficie del medio inoculado.

Después de un tiempo de incubacién variable para cada -

cepa se observd la zona de inhibicién alrededor de los discos.

2.2.4. Técnicas para el estudio de la simbiosis Rhizobium-legumi_

nosa

Los efectos de los herbicidas en Rhizobium en relacién
a la simbiosis con la leguminosa se llevaron a cabo con las ce_-
pas Ca-7, Ts=T7 y B-7 y las respectivas leguminosas huésped -

Cicer arietinum var. blanco-venoso (garbanzo), Trifolium subterra

neum var. clare (trébol).y Lotus pedunculatus (loto).

2.2.4.1. Obtencidén del indéculo de Rhizobium

Los rizobios se cultivaron en agitacién en medio ligui_
do Rh6, sin y con las diferentes dosis de herbicida, hasta densi_
dad 6ptica de aproximddamente 0,25, a 550 nm ., Las células fueron
recogidas por centrifugacién y luego lavadas tres veces por suce_
sivas resuspensiones, en tampén Dixon (apéndice 1.13), ¥ centri_-
fugaciones a 12,000 g durante 10 minutos a 15°C. La suspensién fi
nal en tampén fué utilizada como inéculo de las pléntulas de legu
minosas. El nimero de células del inéculo fué ajustado por adi_-
cién del mismo tampén, para que la densidad éptica de una suspen_

sién diluida 1/10, fuese de aproximddamente 0,2,
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2.2.4.2. Cultivo de plantas

Se utilizaron semillas esterilizadas segiin el procedi_

miento siguiente (Vincent, 1970):

Inmersién en etanol 95% seguido de tratamiento durante
3 minutos con Cleg al 0,2% con trazas de Tween 80, Para la este_
rilizacifén de las semillas de garbanzo, de contaminacién més per_
sistente, fueron necesarios de 5 a 6 minutos. La eliminacién de -
los restos de Clzﬂg se hizo por repetidos lavados en agua destila
da estéril.

Las semillas se pusieron a germinar en placas de agar
al agua al 1,5% estéril a 24°C y en la oscuridad hasta que la =

raiz alcanzé unos pocos mili{metros.

Las plantas de loto se cultivaron en condiciones asép
ticas, en tubos de ensayo de 26 mm de didmetro con solucién nutri
tiva libre de nitrégeno, Jensen (Vincent,1970) (apéndice 1.10) -
utilizédndose como soporte de las plantas, papel secante doblado

en el extremo superior, donde era colocada 1la semilla germinada.

Las plantas de trébol y garbanzo se crecieron en ties_
tos,llenos de arena mis vermiculita al 50%, y dispuestos en wuni_
dades Leonard (Vincent, 1970). La solucién nutritiva fue la misma
solucién Jensen. Después de la siembra e inoculacién de los rizo_
bios correspondientes, la superficie del tiesto fue cubierta con

arena parafinada estéril.
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Tanto los tubos como los tiestos se regaron peribdica_

mente con la anterior solucién nutritiva dilufda 1/5.

Se llevaron controles sin inocular tanto sin nitrato -
como con él, En este dltimo caso, fue afiadido NO5K al 0,05%, va_-

rias veces a lo largo del crecimiento.

El crecimiento se efectudé bajo las condiciones de céma
ra climatizada provista de una iluminacién de 25.000 lux, durante
16 horas al dfa., La temperatura durante el periodo dfa/noche fue
de 24°C/18°C, excepto para las plantas de garbanzo que fue de ==

28°¢c/18°¢c.

2.2¢4.3, Inoculacién

Con los rizobios tratados como se detalla en el apar -
tado anterior (2.2.4.1), se sembraron cuatro tiestos por trata -
miento, cada dos con inéculo de un mismo cultivo. En cada tiesto
se cultivaron cuatro pldntulas de garbanzo o seis de trébol. En
el caso del loto se inocularon seis tubos por tratamiento, que -

contenfan una sola planta.

La densidad de la suspensién de rizobios a inocular
estuvo alrededor de 108 células/ml, poniendo sobre cada pléntula
volimenes de 5, 2,5 y 1 ml respectivamente, para garbanzo, tré_-

bol y loto.
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2.2.4.4, Determinacién de la actividad nitrogenasa en nédulos

Los nédulos se obtuvieron de plantas de 30 dfas, en
el caso del garbanzo, mientras que el periodo de crecimiento fué
de 6 semanas para el trébol y loto. Para la medida de actividad
nitrogenasa de los nédulos se tomaron las muestras, al azar, en_
tre las plantas cultivadas en un mismo tiesto, determindndose la
reduccién de acetileno por los nédulos segin el procedimiento si_

guiente (Schwinghmer y col., 1970):

Se tomarén segmentos de raiz o la parte radicular en_
tera (si la planta se cultivé en tubo), que contenfan 0,1-0,25 g
de nédulos frescos en el caso de garbanzo y 0,01-0,03 g para las
restantes plantas, trébol o loto. Este material fué recogido des_
pués de un mfnimo de tres horas de exposicién a la luz e inmedia_

tamente se realizé el ensayo de la reduccién de acetileno.

Las raices con nédulos se introdujeron en viales de =
20 6 30 cc de capacidad, que se cerraron herméticamente, inyectdn
dose 2 6 3 cc de C,H, (10% concentracién final en aire). Con un -
testigo, raiz sin nédulos, se procedié de la misma manera. A par_
tir de los viales, se tomaron muestras del gas para la determina_
cién del etileno producido., E1 tiempo de exposicién al acetileno
fué elegido dentro del periodo de actividad lineal de la nitroge_

nasa, previamente determinada para los distintos nédulos.

La determinacién de etileno se hizo en un cromatégrafo

de gases Konic, modelo Cromatix KNC 2000, equipado con detector de
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ionizacién de llama y columna de 0,3 x 186 cm rellena de poropak

R(80 - 100 de malla).
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3. RESULTADOS

3.1. Efectos de los herbicidas picloram y 3,6-D sobre la nitrifica

cién

3.,1.1. Efectos sobre la densidad de poblacién nitrificante activa

en cultivos suspensién de suelo

Las toxicidades de distintas dosis de picloram y 3,6=D -
sobre la poblacién nitrificante (presuntamente autotrofa) en culti
 vos suspensién de suelo, segin el apartado 2.1.5 de Material y Mé-
todos, se exponen en la tabla 3. En ella se da la media de dos va-
lores de MNP de microorganismos viables, o que presenta actividad

en presencia de herbicida, dentro de los 35 dfas de incubacién.

Hasta las dosis de 50 ppm de picloram 6 100 ppm de 3,6-D,
no se vieron afectadas significativamente ni la poblacién nitrosan
te, ni la nitratante, si se compara con los respectivos controles
sin herbicida -, Asf, la inhibicién aparecid a distintas concentra-
ciones, segin el herbicida: a 200 ppm de picloram § 500 ppm de - -
3,6=D, se redujo la poblacién activa de oxidantes de NHZ a, aproxi
madamente, el 10% y dosis de ensayo superiores a éstas la reduje-

- ron ya al 1% para ambos herbicidas. La poblaciﬁn nitratante presen
t6 mayor sensibilidad que la nitrosante, permaneciendo sélamente -
alrededor de un 0,1% de la poblacién en actividad, en presencia de

200 ppm de picloram o de 1000 ppm de 3,6-D.
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 Tabla 3. Densidad de la flora nitrificante activa en pre

Y 3.6-D!! en cultivo de diluciones

de suelo.
Dosis Poblacién = Poblacién x=
(ppm) Nitrosante Nitratante
Picloram
o 1,8.10° 2,4.10°
50 2,0.107 2,2,107
100 6,4.102 2,3.10%
200 1,4.102 3,3.10°
400 2,1.10" 2,0,10
3,6-D
0 9,5.10° 2,2,10°
100 7,9.10% 1,1.10°
500 1,2,10° 7,3.10%
1000 2,3.102 1,3.102

% Microorganismos viables por gramo de suelo seco.
xx aplicados como formulacidén (Tordon 22K y Lontrel 300
réspectivamente) con la concentracién indicada en -

producto puro

3.1.2. Efectos sobre la nitrificacién de suelo en percolacidn

Los efectos de los herbicidas sobre el proceso de nitri-

ficacién en el suelo bajo estudio y en las condiciones de percola-

cibén que se detallan en el apartado 2.1.4, de Material y Métodos,

se estimaron a partir de los valores de la concentracién de nitra-
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tos alcanzada en la solucién de pereolacién en el transcurso del -

tiempo,

Simulténeamente se siguié la evolucidén de los nitritos -
para la distincién de efectos-en las dos etapas de la nitrificacién,

la oxidacién de NHZ y de NOE.

Los valores experimentales de N-NO% en funcién del tiem

po fueron sometidos a ajuste segin la ecuacién exponencial 1:

y
1) log =———— =k (t-t,)
A -y
donde: y = ug N- NO% / ml percolado .
A = valor asintético de y. TedSricamente préximo a la concen
tracién inicial de N - NHZ de la solucién de percolacidédn

t1= tiempo correspondiente a y = A , en dias

2
t = tiempo transcurrido desde el comienzo de la experiencia
en dias

k = constante

A partir de los pardmetros de las ecuaciones segin 1, se
obtuvieron las correspondientes curvas estimadas de velocidad de -

nitrificacién en funcién del tiempo, cuya ecuacién es:

k (A-y)y - L1O
A

2) dy/dt =

De estas curvas de velocidad deduciremos dos pardmetros

interesantes en la evaluacién de efectos en el proceso de nitrifi-
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cacién (Debona y Audus, 1970):
- Vméx: velocidad médxima de produccién de nitratos alcanzada para
cada tratamiento. Este pardmetro es indicativo de la densidad de
la poblacién saturante y, naturalmente puede, ademds, variar en la
medida en que la velocidad de nitrificacién por célula es afectada

por el tratamiento.

- 1/T1/2: velocidad de proliferacién de los microorganismos nitri-
ficantes, siendo T1/2, el tiempo para el que la velocidad de nitri
ficacién resulté ser semiméxima. Este pardmetro se considera como

una medida del retraso del crecimiento de la poblacién nitrifican-

te.

3.,1,2.1, Efectos de picloram

Los resultados de la aplicacién de distintas dosis de pi
cloram (aplicado como la formulacidn Tordon 22K) en la cinética de
nitrificacién de suelo bajo condiciones de percolacibén, se muestran
en las figuras 2, 3 y 5 y en las tablas 4 y 7. En ellas exponemos -
los resultados de una experiencia representativa de todas las repe-

ticiones efectuadas (al menos dos) para cada dosis de herbicida.

La exposicién de resultados como valores medios de los -
correspondientes a la misma dosis no es posible debido a las signi
ficativas variaciones encontradas en la nitrificacién de los con-

troles (sin herbicida) entre si y dependientes de la muestra de -~
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suelo utilizado. As{ los resultados expuestos son los correspon_-
dientes a la experiencia que en conjunto presenté los mejores ajus
tes al modelo matemidtico segin la anterior ecuacién 1; siendo los
correspondientes valores experimentales los expuestos en la tabla

4.

La observacién conjunta de las figuras 2 y 3 muestra que
para todas las dosis de picloram ensayadas se present$ cierto re_-
tardo de la nitrificacién aunque no proporcional a la dosis de es_
te herbicida; asi fue creciente hasta presentar el mayor retraso a
50 ppm para disminuir luego hasta las 400 ppm, la mayor dosis de =

las ensayadas.

Los pardmetros de las curvas de las figuras 2 y 3 as{ -

como el andlisis estad{stico de los ajustes se dan en la tabla 5.

En ningin caso se presentaron diferencias apreciables en
' los valores finales de nitratos obtenidos para las distintas dosis
de tratamiento,siendo a su vez semejantes al valor del control y

resultado de la nitrificacién total del NH4+ con que habfa sido su

- plementado el suelo.,

La fig.4 representa las curvas estimadas de velocidad de.
nitrificacién en funcién del tiempo segin la ecuacidén 2, siendo ex
puestos en la tabla 6 los pardmetros deducidos a partir de las -

mismas.

Las velocidades méximas de produccidén de nitratos alcan
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Fig. 2. Bfecto de distintas dosis de picloram (formulacién Tordon
22K) en la cinética de la nitrificacién de un sistema de percola-
cién de suelo. e O, m 25 y a 50 mg/ml de solucién. El anélisis es
tadf{stico de los datos representados se recoge en la tabla 5.
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Fig. 3. Efecto de distintas dosis de picloram (formulacién Tordon
22K) en la cinética de la nitrificacién de un sistema de percola-
cién de suelo. ¢ O, m 200 y a 400 Mg/ml de solucién. El anflisis
egtadf{stico de los datos representados se recoge enla tabla 5.
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percolacién en presencia de distintas dosis de picloram.*

Cinética de la nitrificacidén de un sistema de suelo en

Tiempo Dosis (ppm)*%
(dfas) 0 25 50 200 400
1 4,0 (5,0) 3,0 (3,5) 1,5 (2,0) 1,5 (2,0) 1,2 (1,0)
2 8,2 1,0 (1,5) 1,5 1,0
3 12,5 (15) 7,2 (9) 0,3 (0,9) 0,7 (1,0) 3,0 (3,0)
4 0,4 (0,6) 1,0
5 23,0 19,0 (20) 3,2 6,0 (7)
6 35,0 (37) 28,0 0,0 (0) 7,5 (8) 16,0
7 56,0 41,5 (42) 30,5 (31)
8 65,5 (63) 50,5 0,0 (0) 11,0(13) 37,0
9 18,2 62,0 (61) 45,5 (46)
10 94,0 (94) 78,0 2,0 (4) 15,0(18) 74,2
11 95,0 90,2 (90) 4,0 (7) 27,5(29) 89,5 (91)
12 101,0 (100) 93,5 5,5 (8) 38,0(46) 94,0
13 100,0 94,0 8,2 (16) 50,0(53) 95,0 (94)
14 99,5 (100) 98,0 (96) 10,0 (23) 61,5(64) 98,0
15 98,0 17,0 (28) 75,0(80) 96,5 (97)
16 25,5 75,5 100,0
17 35,0 (36) 84,0(86) 99,0 (99)
18 60,0
19 65,5 (66) 90,0 (91)
20 69,5 100,0 (99)
21 89,5 (88)
22 95,0
2% 100,0 (98)
24 98,5

% aplicado como la formulacién Tordon 22K. *% en base al volumen

de solucidn percoladora. i) Concentracidén de N-Nog en /ag/ml. -
2) Concentracidn de N-(NOE+NO§) en /ug/ml. Los valores expuestos

para 25 ppm corresponden a otra experiencia cuyo control presentd

una cinética muy semejante a la del control de esta tabla.
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Fig. 4. Efecto de distintas dosis de picloram (formulaecién Tordon
22K) sobre la velocidad de nitrificacién de un sistema de percola
cién de suelo. Los nimeros sobre las curvas son ug de picloram/ml

de solucién,
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Tabla 6. Pardmetros de nitrificacién® deducidos a partir de las
curvas de velocidad de nitrificacién en funcién del tiempo corres

pondientes a distintas dosis de picloram

?;;;? | Vnax Ty /2 /T4 /2
0 15,6 4 0,25
25 13,7 4 0,25
50 12,0 15 0,06

200 13,0 8 0,12

400 17,2 5 0,20

x ver apartado 3.1.1. y figura 4

zadas en presencia de las distintas dosis de picloram resultaron en
casi todos los casos ligeramente menores que las del control, a la =
vez que el paridmetro 1/T1/2,indicador de la velocidad de prolifera
cién de los nitrificantes,en algunos casos fue sensiblemente dismi
nuido. Sin embargo,a 400 ppm del herbicida, este dltimo pardmetro

no se vié afectado obteniendose, ademds, una velocidad méxima de =

nitrificacién ligeramente superior.

Los niveles de nitritos alcanzados en la solucién de per
colacidn,correspondientes a las anteriores experiencias se detallan

en la tabla 7y figura 5 (A y B).

La méxima concentracidén de nitritos obtenida en el caso

del control (en ausencia de herbicida) fue de 1,1/4g, de N—NOE -
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TablafZ. Concentraciones en/ug N - Nog/ml en la solucién de un —

‘sistema de suelo en percolacién, para distintas dosis*de piclorami!

Tiempo DOSisﬂ(pme\

: : S - —— -

(afas). ) 25 50 200 400
1 0,31 0,46 0,35 <« 0,26 0,13
2 0,63 0,60 0,30 0,38 0,14
3 0,76 0,63 0,21 0,46 0,07
4 0,80 0,46 0,00 0,42 0,00
5 1,01 - -— - 0,07
6 1,11 0,22 0,00 0,51 0,07
7 0,75 0,14 0,06 0,46 0,00
8 - 0,69 0,28 0,10 -
9 0,40 1,80 0,61 0,22 0,32
10 0,36 0,64 1,60 0,29 0,13
11 0,32 0,44 5,10 0,38 0,11
12 - - 6,50 1,70 -
13 0,49 0,14 - - 0,32
14 0,28 0,00 11,00 2,90 0,32
15 0,00 -— 14,30 3,50 0,07
16 -— - 17,00 3,50 0,00
17 - - 17,00 2,50 --
18 - — 16,70 1,80 —
19 - v — 16,00 1,50 -
20 - - 6,50 0,70 -
21 - -— 5,80 0,10 -—
22 - - 0,00 0,00 -

% en base al volumen de solucién percoladora..

~ los valores expuestos para 257ppm‘ééirespondéﬁ—éVot;a”éxpafiqq_,

cia cuyo control presenté una evolucién de nitritos muy

a la del cbntrol de esté tabla,

XX aplicado como la formulacién Tordon 22K.

seme jante
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Fig. 5A. Efecto de distintas dosis de picloram (formulacién Tor-
don 22K) en la evolucién de nitritos en un sistema de percola- -
cibn de suelo. e O, m 25, a 50, 0 200 y 2 400 ug/ml de solucién.
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Fig. 5B. Detalle de la figura 5A.

por ml de solucién, no alcanzéndose este valor inicamente en pre
sencia de 400 ppm de picloram y siendo, por el contrario, supera
do a las restantes dosis, menores, de enéayo: aproximadamente u-
nas diez y tres veces el valor méximo del control fue obtenido -
con 50 y 200 ppm respectivemente, Por otra parte, las ti{picas cur
vas campaniformes de acumulacién de nitritos aparecfan a ambas do

sls retrasadas en el tiempo con respecto al control.

En otras experiencias repeticién, cuyos resultados sé-
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lo se expondridn parcialmente, se obtuvieron, también, para cier-
tas dosis de tratamiento de picloram méximos de acumulacién de ni
tritos superiores a los de sus respectivos controles. As{, en la
tabla 8 se muestran los resultados de otras dos experiencias pa-
ra la dosis de 50 ppm (dosis coh el mayor efecto en cuanto a acu
mulacién de nitritos). Estas experiencias se han elegido entre -
las que presentaron la mayor diferencia en la actividad nitrifi-
cante de sus respectivos controles, de todas las muestras ensaya
das del suelo bajo estudio. Las diferencias observadas, son debi
das a la muestra de suelo utilizada en cada experiencia, tomada

del mismo lugar pero en distintas ocasiones.

En la experiencia 2 de dicha tabla 8 se obtuvieron, en
presencia de 50 ppm del herbicida, valores de acumulacién de ni-
tritos muy semejantes a los obtenidos en otra experiencia recogi
da en la anterior tabla 4, a la vez que los controles respectivos
mostraron, también, gran semejanza entre si. Por otra parte, el =-
nivel midximo de nitritos alcanzado en la solucidn percoladora co-
rrespondiente a la experiencia 3 de la tabla 8, fue a la dosis -
de 50 ppm de picloram, muy superior a los anteriormente obteni--
dos, pero significando un aumento de unas diez veces la concen-
tracién méxima alcanzada en el respectivo control y resultando -
asf{, un factor de multiplicacién comparable al obtenido en las o

tras experiencias,
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Tabla 3. Cinética de la nitrificacidn de un sistema de suelo en percolacién en

presencia de 50 ppm. de picloram en la solucién.

Experiencia 2 Experiencia 3
Tiempo Control Picloram Control Picloram
(dfas) N-NO ™ N-No';E N-NOj N-NO;  N-NO,  N-NO;  N-NO  N-NOj
1 0,25 1,0 0,28 1,0 0,90 4,0 1,00 1,5
2 0,45 1,0 0,13 0,0 1,23 6,5 0,23 0,0
0,70 3,0 0,10 - 1,37 10,5 0,00 -
4 0,82 9,5 0,00 0,0 1,50 20,0 0,00 -
5 0,96 11,5 0,00 0,0 - - 0,00 0,0
6 — - — - 1,70 36,5 0,00 -
7 1,20 36,0 0,00 - 10,10 52,5 - 0,0
8 0,80 50,5 0,10 - 11,20 €3,2 0,62 -
9 0,63 68,5 0,15 0,0 7,60 78,0 1,45 0,0
10 0,54 82,0 0,37 0,0 2,50 92,5 3,70 -
11 0,42 92,0 0,65 2,C 0,68 95,0 10,40 0,0
12 0,28 95,0 4,80 4,0 0,82 98,0 17,90 -
13 0,10 98,5 5,75 5,0 0,00 102,0 22,10 2,0
14 0, 00 102,0 3,30 10,2 - 102,0 48,20 2,0
15 - 104, 0 14,50 16,5 -— - 57,20 3,0
16 -_— - 11,40 24,0 - - €5,00 4,0
17 - — - 30,0 — - 73,30 5,5
18 — - - 44,5 - - 90, 50 8,0
19 - - 0,27 56,5 - - - 10,5
20 - - 0,15 64,7 - - 74,40 16,0
21 - - 0,00 76,0 - - 67,40 25,5
22 - - - 92,0 - - - 60,0
23 - - -~ 96,0 - - 22,50 70,0
24 - - -~  100,0 - - 10,40 84,0
25 - - - - — - 7,60 92,0
26 - - - - - - 0,20 100,0

x pg/ml de solucién percoladora.
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3.1.2,2, Efectos del 3,6=D

Los efectos del 3,6-D, aplicado como Sal de monoetanola:
mina (en formulacién comercial) en la cinética de produccién de
nitratos de suelo en percolacién, se resumen en la figura 6 y la
correspondiente tabla de valores (tabla 9). Como en el caso del
picloram se presentan sélo los resultados de una experiencia ele
gida entre dos repeticiones por dosis, ya que se obtuviercn en -
sendas repeticiones, efectos semejantes si se tienen en cuenta =

las variaciones presentadas por los respectivos controles entre

si.

La expresién matemdtica de las curvas que aparecen en

la figura 6 y su andlisis estad{istico vienen dados en la tabla 10.

Como se puede observar la formulacién de 3,6<D utiliza-
da produjo estimulacién de la nitrificacidén a las concentraciones
de 100 y 500 ppm en producto activo, referidas al volumen de solu
cién de percolacidn, pero ya a 1000 ppm se presentd retardo en la

iniciacién del proceso.

Las curvas estimadas de velocidad de nitrificacién en -
funcién del tiempo, as{ como Vmax'y 1/T1/2 para la misma experieg
cia, se presentan en la figura 7 y tabla 11 respectivamente, don-
de se refleja , mds claramente, como fue afectada la nitrificacién
segin la dosis de herbicida aplicado. Asf a 100 y 500 ppm se supe
r6 la velocidad mdxima de nitrificacién con respecto al control -

sin herbicida, asi como 1/T1/2, considerado como pardmetro indica
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Fig. 6. Efecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacién Lontrel)
en la cinética de la nitrificacién de un sistema de percolacién
de suelo. e 0, a 100, m 500 y a 1000 mwg/ml de solucién. El anélji

sis estad{stico de los datos representados se recoge en la ta- -
bla 10. )
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Tabla 9 . Cinética de la nitrificacién de un sistema de suelo en

percolacién en presencia de distintas dosis de 3,6-DI.‘

Dosis (ppm)*®

Tiempo
(dfas)
100 500 1000

1 1,01 1,5 1,2 1,0

3 1,2 1,2 1,5 1,2

5 0,5 6,0 4,0 0,0

6 0,5 (2,002 9,0 (20) 6,0 (12) 0,5

7 - - 8,5 -

8 5,0 (13) 33,0 (52) - -

9 7,5 (22) 40,5 (60) 25,5 (40) 0,5 (2,0)
10 11,0 55,0 38,0 1,5

11 18,0 (38) 64,0 (88) 52,5 (54) 3,5 (14)
12 28,0 87,5 65,0 6,0

13 35,5 (80) 91,0 (94) 77,0 (78) 10,0 (28)
14 46,0 98,0 93,0 16,5

15 60,5 (82) 104,0 (104) 102,0 (102) 26,0 (56)
16 74,0 104,0 103,0 37,5

17 89,5 (90) - 104,0 (104) 45,5 (86)
18 96,0 106,0 - 58,0

19 100,0 (102) 108,0 (108) 104,0 (104) 70,0 (84)
20 101,0 106,0 108,0 85,0

21 103,0 - - 93,5 (98)
22 99,0

23 102,0 (104)
24 105,0

25 106,0

26 108,0

¥ aplicado como la formulacién Lontrel 300.
xx en base al voldmen de solucidén percoladora.
1) Concentracidn de N-Nog en ug/ml.

2) Concentracidén de N-(N02+N03) en/ﬂg/ml.
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Fig. 7. Efecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacién Lontrel)
sobre la velocidad de nitrificacién de un sistema de percolacién
de suelo. Los nimeros sobre las curvas son ug de 3,6-D/ml de so-

lucién.
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Tabla 11. Pardmetros de nitrificacién® deducidos a partir de las
curvas de velocidad de nitrificacién en funcién del tiempo, se-

gin las distintas dosis de 3,6-D.

Dosis (ppm) Vinax T1/2 1/T1/2
0 13,2 11 0,09

100 14,8 6 0,16
500 15,5 7 0,14
1000 13,4 15 0,06

x Ver apartado 3.1.1 y figura 7

dor del crecimiento de los nitrificantes.

Por otra .parte, bajo todas las dosis de tratamiento -
herbicida ensayadas, se llegé a oxidar la totalidad del NHZ afia
dido en la solucién de percolacidn(aproximadamente 105/Lg/m1 de

+
N—NH4)O

La evolucién de nitritos en funcién del tiempo corres-
pondiente a los distintos tratamientos de la anterior experiencia
estdn representados en la figura 8, exponiéndose los respectivos
datos numéricos en la tabla 12. Los diagramas campaniformes de a
cumulacién de nitritos obtenidos, muestran que en presencia de =~
100 y 500 ppm del herbicida se presenté adelanto en el tiempo, -
con respecto al control, de los niveles de nitritos alcanzados en
la solucién de percolacién,ala vez que el valor mdximo de acumula

cién fue inferior en ambos casos al obtenido en ausencia de herbi
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Fig. 8. Bfecto de distintas dosis de 3,6-D (formulacién Lon
trel) en la evolucién de nitritos en un sistema de percola-
cién de suelo. ¢ Oy m 100, 4 500 y & 1000‘pg/h1 de solucién.

cida. Sin embargo, a dosis de 1000 ppm de 3,6-D se produjo retra
so de la curva de acumulacién de nitritos, con un valor méximo -
semejante al del control o ligeramente inferior como ocurrié en

otra experiencia repeticién no representada.
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Tabla12., Concentraciones en/zg N - NOE/ml en la solucién de un

sistema de suelo en percolacién, para distintas dosis*de 3,6-1)zi

Trempo - Dosis (ppm)

(dfas) T 0 000 500 " 1000
1 0,09 0,25 0,25 - 0,15

2 0,10 0,80 0,35 0,15

3 0,13 1,30 1,50 0,15

5 1,50 3,20 6,00 0,15

6 2,50 9,00 11,40 0,15

7 7,20 13,00 16,90 1,60

8 10,00 19,00 21,50 5,50

9 16,00 18,20 23,40 5,00

10 25,70 20,00 27,50 10,00
11 23,00 1,70 30,20 14,00
12 35,00 0,00 12,70 26,00
13 45,00 -— 0,00 22,80
14 36,00 - _— 30,00
15 20,00 - - 34,00
16 1,60 -— - 31,50
17 0,00 -— -— 46,00
18 — — — 34,00
19 - — — - —— 15,20

20 - - c— 0,00

% La dosis viene dada en base al volumen de solucién percoladora

x% aplicado como la formulacién Lontrel 300.
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3.1.3. Efectos en la viabilidad -y evolucidén de la poblacidén ni-

___w~<,trificante de suelo.. -

Los efectos de la presencia de herbicida en la prolife
racién y viabilidad de los dos tipos de microorganismos autotro-
fos, oxidantes de NHZ y oxidantes de NOE, fue estudiada en mues-
tras de suelo incubado en laboratorio bajo las condiciones que =
se detallian en el apartado 2,1.6. Los resultados de los recuen-
tos de nitrificantes viables (fundamentalmente autotrofos), se-
gin el tiempo transcurrido desde el momento de aplicacién del -
herbicida y segin la dosis del mismo, son mostrados en la figura

9.

No se observé diferencia significativa en la magnitud
de la poblacién viable nitrosante dentro del periodo de treinta
dfas de incubacién del suelo y bajo ninguno de los tratamientos
herbicidas. S6lo se produjo un ligero aumento después de una -
semana de incubacién en presencia de 100 ppm de 3,6-D, lo que =-
pudiera responder a un adelanto en el comienzo de la prolifera-
cibén de la flora nitrosante. Sin embargo, la flora nitratante se
mantuvo, después de una semana de incubacibén, a niveles inferio-
res con respecto al control sin herbicida,sobre todo, a las do-
g8is de ensayo mayores de cada uno de los herbicidas. A 100 ppm
de 3,6=D correspondié la reduccién minima, sin que fuese signifi-
cativamente apreciable hasta el recuento realizado a los treinta

dfas de incubacién.
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3.1.4. Efectos en bacherias autotrofas nitrificantes en cultivo.

puro .-

Los dos herbicidas objeto de estudio se ensayaron para
ver sus efectos en el crecimiento de las cepas de coleccidén Nitro

somonas europaea y Nitrobacter agilis a las mismas concentraciones

en producto activo que las escogidas para los ensayos de nitrifi-

cacién de suelo.

La mayoria de estos ensayos con cultivos puros se lleva
ron a cabo con el producto puro, pero se incluyen,también, algu-
nas experiencias con las formulaciones de cada uno de los herbi-
cidas que habfian sido empleados en los estudios de nitrificacién

con suelo,

El crecimiento y la actividad nitrosante o nitratante,
segin la especie autotrofa nitrificante de que se trate, estén -
intimamente relacionados por ser estas actividades la tdnica fuen
te de obtencién de energfa en este tipo de bacterias. Asf, los e
fectos de los herbicidas han sido estimados a través de la evalua
cién de 1la actividéd nitrificante en presencia de los compues-
tos y cuando las cepas eran cultivadas en distintos medios., En -

las figuras 10 y 11 se comparan las actividades de N, europaea y

N. agilis respectivamente, segin los distintos medios y condicio
nes de cultivo en que se realizaron los ensayos con herbicidas.
Los medios de cultivo elegidos fueron los respectivos medios de

Winogradsky para Nitrosomonas y Nitrobacter utilizados anterior-

mente en los ensayos de nitrificacién de suelo y, preferentemente,
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Fig. 10. Crecimiento de Nitrosomonas europaea segin el
medio de cultivo y condiciones: a medio Skinner y Wal-
ker, agitacién; e idem, estdtico; m medio de Winograds
ky, estdtico., Otros detalles en Material y Metodos 2.1.7.

los medios considerados 6ptimos para el desarrollo de cada una de
las cepas bajo estudio, Las actividades obtenidas resultaron ser
distintas segin las condivciones y medios de cultivo, en parte, -
quizds, a causa de la capacidad de los Wltimos para mantener el -
pH, factor considerado de gran influencia., Los valores de pH ini-

ciales fueron similares en todos los casos y los finales para ca-
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Fig. 11. Crecimiento de Nitrobacter agilis segin el medio
y condiciones de cultivo: a medio ATCC n? 96, agitacién;-
e idem, estdtico; w medio Winogradsky, estdtico. Otros de
talles en Material y Métodos 2.1.7.

da cultivo estidn inclufdos en las correspondientes tablas 13 a -
18 (ver controles en cada caso). Por otra parte, ciertos catio-
nes,a coﬁcentraciones criticas, pueden variar los efectos t6xi-
cos de algunos compuestos. En este sentido,los médios utilizados

tienen algunas diferencias cuantitativas, aunque no cualitativas
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Tabla 14.Actividad® de Nitrosomonas europaea, en cultivo estdti

co en medio Skinner y Walker, segin los distintos tratamientos

herbicidas®.
Piempo Picloram (ppm) 3,6-D (ppm)
(afas) Control
50 400 100 1000
0 4,2 4,0 4,2 4,4 4,4
1 8,0 7,8 8,2 8,4 8,2
2 14,3 13,5 14,5 - 14,6 14,5
3 26,5 26,0 26,8 26,3 25,8
4 33,3 33,3 32,8 33,8 30,5
6 41,1 43,3 42,4 43,6 42,0
8 62,5 63,2 62,2 63,5 61,5
12 105 103 104 104 103

X ug N—NO'2- producido/ml.
%% aplicadls como producto técnico puro.

Las actividades de Nitrosomonas sp.y Nitrobacter sp. en

presencia de herbicida en los distintos medios y condiciones, se

- recogen en las tablas anteriores 13 y 14 y siguientes (15 a 18).

La actividad de N. europaea en medio Winogradsky (tabla

15) no se siguib mé&s alld del periodo de incubacién de 21 dfas, a
pesar de no haber sido agotado ailn el sustrato energéticd, pues se
habfa 1legado a un pH 6 en el medio de cultivo, valor por debajo -
del cual la actividad resulté despreciable; sin embargo,en el me-

dio de Skinner y Walker, el pH fue periodicamente ajustado a 7,5
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Tabla 15 . Actividad * de Nitrosomonas europaea en cultivo estéti-

co en medio Winogradsky bajo distintos tratamientos de picloram -
y 3’6-Do

Tiempo Picloram (400 ppm) 3,6-D (1000 ppm)
Control
(afas) P.puro1 Fonmu1.2 P.puro1 Formul.2
1. 0,94 1,04 0,83 0,97 0,99
3 2,3 2,7 0,83 2,1 2,4
5 6,2 7,2 0,83 5,4 6,0
6 10,5 10,2 0,85 6,0 9,9
7 12,1 14,8 0,99 8,7 12,8
8 15,2 17,7 1,4 11,4 15,2
9 16,6 18,2 - 12,4 16,8
16 22,8 23,9 1,4 22,1 28,1
20 32,2 33,8 1,4 28,1 30,1
22 32’9 34)1 1’4 28,6 30'4
pH final*® 6,2 6,1 T, 4 6,1 6,1

x ug N-No; producido/ml.

¥ En todos los casos el pH inicial fue de 7,5.

1) Producto técnico puro.

2) Formulacién: Tordon 22K (sal potésica de picloram) y Lontrel

(sal de etanolamina de 3,6-D).
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Tabla 17« Actividad*,de Nitrobacter agilis en cultivo estdtico en

medio ATCC segin los distintos tratamientos herbicidas™".

Tiempo Picloram (ppm) 3,6-D (ppm)
(afas) Control
50 400 100 1000
0 10 9 10 10 11
1 13 13 11 13 11
2 20 22 12 22 12
3 36 42 16 44 14
4 52 57 23 56 21
5 69 - 44 74 42
6 86 108 68 112 70
8 138 168 132 176 144
9 152 180 168 196 176
11 184 - 212 216 512
12 202 216 216 220 218
20 220 220 220 220 220
pE Tmal 15 7,4 7,0 7,5 6,6

= ug N-Nog producido/ml.
%% aplicados como producto técnico puro,

- El pH inicial, en todos los casos, fue de 7,7.
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Tabla 18 . Actividad® de Nitrobacter agilis en cultivo estdtico -

en medio Winogradsky bajo distintos tratamientos de picloram y -
3’ 6-D0

Picloram (400 ppm) 3,6-D (1000 ppm)

Tiempo
Control
(dfas) P.puro1 Formul.2 P.puro1 Formu1.2
1 18 11 16 10 12
2 26 13 - 10 -
3 38 19 16 18 15
4 49 25 - 21 -
5 65 28 - 24 22
6 76 36 16 50 ‘ 40
7 - 56 - 58 50
8 104 76 -— 72 68
10 138 132 18 114 110
15 178 186 18 184 182
17 200 222 18 222 220
21 232 232 18 232 232
pH final** Ty 7 Ty5 7,4 7,4 T, 7
x ug N-No; producido/ml.

xx En todos los casos el pH inicial fue 7,7.

1) Producto técnico puro.

2) Formulacién: Tordon 22K (sal potédsica de picloram) y Lontrel
(sal de etanolamina de 3,6-D).
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y la actividad fue seguida hasta el agotamiento del NHZ del medio,
(tablas 13 y 14). En ninguno de los medios y con independencia de
las condiciones del cultivo, el picloram y 3,6-D, hasta las res-

pectivas dosis de mé&xima solubilidad en agua, afectaron el creci-

miento de N,europaea, obteniendose \inicamente una pequefia prolon-

gacién de la latencia en presencia de 1000 ppm de 3,6-D cuando la
bacteria fue cultivada en medio Winogradsky. La formulacién de -
3,6-D ensayada (1000 ppm en producto activo) tampoco afecté a es-
ta cepa, sin embargo, 400 ppm de picloram, como formulacién Tor-

don 22K, ‘produjo una total inhibicién (tabla 1%).

Igualmente la actividad de Nitrobacter agilis fue inhi-

bida completamente por la citada formulacién de picloram, mien- -
tras que la formulacién de 3,6-D sélo produjo prolongacién de la
fase de latencia (tabla 18).

Por otra parte, N.agilis presentf a partir de distintas
dosis segin el herbicida, periodos de latencia mayores que en au-
sencia de los mismos, mis patentes en el medio Winogradsky. Des-
pués de este periodo de adaptacién se observé para todos los tra-
tamientos un cierto estimulo de la oxidacién de NOE, con indepen-

dencia del medio y condiciones de cultivo (tablas 16,17 y 18).

En las tablas, a las que nos hemos referido, se inclu-
ye;‘los pH finales de los medios de cultivo, asfi como el pH ini-
cial en cada caso; siendo de destacar que este dltimo fue muy si-
milar en los distintos medios‘y.se mantuvo pricticamente invaria~

ble seglin la dosis y herbicida afiadido.
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3.2. Efectos de 1los herbicidas picloram y 3,6-D sobre Rhizobium
spp-

3,2.1. Caracter{sticas de las cepas nativas utilizadas en los

ensayos

La inoculacién con suelo en una amplia gama de espe_-
cies de leguminosas (segin Material y Métodos 2.2.,1.) produjeron

nédulos efectivos en garbanzo (Cicer arietinum),loto (lotus pedun-

culatus), serradella (Ornithopus compressus) y tréboles (Trifolium

repens y distintas variedades de ﬂhauﬁterraneum). Aislados los -

respectivos rizobios nodulares se han seleccionado y utilizado -

Tabla 19, Clasificacién de las cepas nativas de Rhizobium usadas

en las experiencias.

' . X Grupo de

Cepa Huéaped Especie inoculacién

Tg=T7 Trébol R.trifolii R.trifolii-R.legumino-
subterréineo sarum

Tr-3 Trébol blanco R.trifolii R.trifolii-R.legumino-

sarum

Ca=T7 Garbanzo R.SPp. Grupo Heterogeneo

B=-T7 Loto R.8p. Grupo "Cowpea™

B=12 Serradella R.8p. R.lupini

¥ R. sp.: segin Vincent 1977, no tienen asignada especie definida

para las experiencias con herbicidas, cinco cepas pertenecientes
a varias especies de Rhizobium y que segin la clasificacién de -

Vincent (1977) (apartado 1.3.2.1.), se incluyen en diversos grupos
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de inoculacién cruzada (tabla 19 ) teniendolen cuenta algunas de
las caracter{sticas fisiolégicas (leguminosa-huésped y velocidad
de crecimiento) presentadas en la tabla 20 , la cual también in -
cluye otras caracteristicas diferenciales de las cepas selecciona
das. Ademd&s cada cepa solo fue capaz de nodular su leguminosa -

huésped correspondiente,

Tabla 20. Caracter{sticas fisiolégicas de las cepas nativas de
- Rhizobium

Velocidad Cambios en’ Accién sobre?  Produccién’
cepa crecimiento PH del medio leche torna_ mucf{lago
(horas=1) solada
Ts=7 0.12 ac. alcal. ab.
Ca-T7 0.092 ac. ac, ab.
zona de suero
B-7 0.049 alcal, alcal, es.
B-12 0.045 alcal. alcal. es,

1 acidificacién o alcalinizacién, significa que las cepas varfan
el pH del medio de cultivo (E.M) por debajo o por encima del
PH inicial 6,8

2 ligera alcalinizacién o acidificacién
3 ?bungante o escaso (ab,es), segin observacién en medio sélido

‘ EMA

3.2+.2. Toxicidad de los herbicidas en medio sélido

Las experiencias en medio sélido se realizaron fundamen
talmente en orden al establecimiento del nivel de toxicidad de -

los herbicidas bajo estudio en comparacién con los resultados ==
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Tabla 21. Inhibicién® del crecimiento de Rhizobium spp. en medio

sélido por distintas dosis de picloram aplicado sobre discos de

papel Whatman.

Dosis Cepa
(ug/disco)
Ts-7 Tr-3 - Ca-T7 B-7 B-12
2.000 7,5 1,7 8,0 4,0 4,2
10500 . 3’7 4,0 4’2 3,2 3,2
1.000 3,7 3,0 3,2 2,0 2,0
750 0] 0 0 0 0

¥ Halo de inhibicién alrededor del disco, en mm.

Tabla 22. Inhibicién®* del crecimiento de Rhizobium spp. en medio

por distintas dosis de 3,6-D aplicado sobre discos de papel -

Whatman.,
Dosis Cepa
(ne/disco Pg—7 Tr-3 Ca-17 B-T7 B-12
2.000 8,5 9,0 12,0 6,5 7,0
14500 7,0 7,0 6,5 5,0 5,2
1.000 3,5 3,2 3,2 2,0 2,5
750 0 0 0 0 0

¥ Halo de inhibicién airededor

del disco, en mm.
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obtenidos por otros autores con otros compuestos herbicidas en el
género Rhizobium, o en otros grupos bacterianos ya que fundamental
mente ha sido la determinacién de la zona de inhibicién del creci
miento, alrededor del punto de aplicacién del herbicida, el paré_
metro de toxicidad m4s frecuentemente considerado. Asimismo se -
llevaron a cabo con el fin de comparar las sensibilidades relati_

vas de las distintas cepas ensayadas.

Nuestros resultados en este sentido se recogen en las -
tablas 21 y 22 . La toxicidad del 3,6-~D parece ser ligeramente
- superior a la del picloram en todas las cepas bajo ensayo, aunque
habrf{a que tener en cuenta el descenso relativo del pH del medio
de cultivo por la introduccién de los herbicidas, ademlds de otras
" propiedades fisicoqufmicas con implicacién en la magnitud de la -
inhibicién observada.

La sensibilidad relativa de estas cepas fue variable =
estableciendose grupos de diferente inhibicién. As{ las cepas -
Ts-7 y Tr-3,ambas de R,trifolii, presentaron sensibilidad semejan

te., Otro grupo lo constituyen 1las cepas B-7 y B-12, que por -
otra parte,fueron las menos sensibles. La cepa Ca-7 presenté, cla
ramente, mayor sensibilidad que las restantes cepas a la dosis

mayor de 3,6-D ensayada.
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3.2.3., Efectos en el crecimiento

La respuesta en el crecimiento de Rhizobium spp.a la pre
sencia de herbicida fue seguida en medio lfquido y en condiciones
de cultivo 8ptimas (pH 6,8 y aireacién). Las dosis de ensayo fue-
ron distintas, segin el herbicida, estando comprendidas dentro de

los 1imites respectivos de solubilidad en agua.

Como resultados representativos de los obtenidos en las
cinco cepas utilizadas en este trabajo,expondremos los correspon-

dientes a tres de ellas.

En las figuras 12 y 13 se muestra el crecimiento de la
cepa B-7 en medio Rh6 y en presencia de distintas dosis de piclo-
ram 6 3,6-D respectivamente., Ademds, la figura 14 recoge las cur-
vas de crecimiento para esta cepa, correspondientes sélo a las ma
yores dosis de ensayo de cada uno de los herbicidas; representén-
dose las absorbancias en escala logaritmica, lo que permite poner
en relieve algunos aspectos del efecto producido en el crecimien-
to e hizo posible la estimacién de los periodos de latencia reco-
gidos en la tabla 23. Labcepa B-12 de caracter{sticas semejantes -
a la anterior (tablas 19 y 20), present§ el mismo comportamiento -

frente a los dos herbicidas (tabla 23).

De la misma manera, la figura 15, junto con los datos in-
clufidos en la tabla 23,resume los resultados obtenidos en la cepa

Ts-7, representante de las cepas de R. trifolii objeto de ensayo,

ya que Tr-3 presenté idéntica respuesta frente a los herbicidas.
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Fig. 12. Crecimiento de la cepa B~7 en presencia de picloram a -
las concentraciones, expresadas en ppm, que se indican en las cur
vas. E1 pH inicial del medio fue 6,8,
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Fig. 13. Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de 3,6-D a las -
concentraciones, expresadas en ppm, que se indican en las curvas.
El pH inicial del medio fue 6,8,
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Fig. 14. Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de picloram - -
(= 400 ppm) y 3,6-D (a 1000 prm). e Control, El pH inicial en to
dos los casos se llev6 a 6,8. 14 y 1o indican los periodos de la
tencia respecto del control, deducidos a partir de las curvas re
presentadas. Bl tiempo cero elegido para la representacién es a-
quel al que la absorbancia alcanzé un valor medible en los tres
casos.
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Fig. 15. Crecimiento de la cepa Tr-7 (A) y Ca-=7 (B) a un pH ini-
cial del medio de cultivo de 6,8 en presencia de picloram (= 400
ppm) y 3,6-D (a 1000 ppm). e Control. 14 y 1, son los respectivos
periodos de latencia respecto del control, deducidos de las cur-
vas representadas. E1 tiempo cero elegido para la representacién
es aquel al que la absorbancia alcanz6 en los tres casos un va-
lor medible.
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Tabla 23. Retardo del crecimiento® de Rhizobium spp. en medio 1{-
quido (pH, 6,8) en presencia de herbicidas. '

Herbicida Cepa
oy
Dosis (ppm) B=7 y B-12 Cca-7 Ts~-7 y Tr-3
Picloram
100 4 0 ' 0
200 8 -1 <1
400 10 1,5 <1
3,6-D
100 1 0 0
500 11 2 <1
1000 14 3 " 1,5

x horas, respecto de un control sin herbicida,

Adems ambas cepas, as{ como la Ca-7, esta dltima de caracteristi

cas fisiolégicas diferentes a las de R. trifolii (tablas 197y 20),

no se vieron,aparentemente,afectadas a dosis de enséyo para cada
uno de los herbicidas de alrededor de 100 ppm, a diferencia de lo
observado con la cepa B-7, segiin las figuras 12 y 13 . Otros re-

sultados con la cepa Ca-7 se exponen en la figura 15 y tabla 23

En ningin caso, se encontr§ que fuera afectada la divi-
sién celular en la fase de crecimiento exponencial ocurriendo un
periodo de adaptacién, o retardo en el inicio del crecimiento,de-

pendiente de la dosis de cada herbicida y de la cepa. Estos perio
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dos de latencia en todos los casos resultaron ser inferiores a -

los tiempos de generacién correspondientes.

Las siguientes figuras 16 y 17 y tabla 24 reflejan los
efectos de los herbicidas en las mismas cepas anteriores cuando
el medio de cultivo se 1llevd a pH 5,5 despues de la adicidén del
herbicida,

Tabla 24. Retardo del crecimiento® de Rhizobium spp. en medio li
quido (pH, 5,5) en presencia de herbicidas.

Herbicida Cepa
y
Dosis: B-7 Ca=-17 Ts-7
Picloram (400) 10 3 4,5
3,6-D (1000) 19 - -

-~

x horas respecto de un ¢ontrol sin herbicida.
— no mantuvieron la velocidad de crecimiento del control.

Estos ensayos aislados de crecimiento a pH 5,5 se rea-
lizaron con el principal objetivo de evaluar la implicacién del pH
en las diferencias en la inhibicién obtenidas entre cepas,en me-
dio sélido, cuando el herbicida era aplicado sobre discos de pa-
pel whatman (tablas 21 y 22 ) donde dado el caracter &cido, sobre
todo del 3,6-D, el pH del medio (6,8) disminuye alrededor del dis_

CO.
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Fig. 16., Crecimiento de la cepa B-7 en presencia de picloram - -
(w 400 ppm) y 3,6-D (4 1000 ppm). e Control. El1 pH inicial en to
dos los casos se llevé a 5,5. 19 y 1o indican los periodos de la
tencia respecto del control, deducidos a partir de las curvas re
presentadas. El tiempo cero elegido para la representazcién es a-
quel al que la absorbancia alcanzé un valor medible en los tres
casos.,
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Fig. 17. Crecimiento de la cepa Tr-7 (A) y Ca=7 (B) a un pH ini-

cial del medio de cultivo de 5,5 en presencia de picloram (m 400

ppm) y 3,6-D (a 1000 ppm). e Control. 11 es el periodo de latencia
respecto del control, deducido de las curvas representadas. El pe
riodo de latencia para 1000 ppm no pudo deducirse a partir de las
curvas de crecimiento obtenidas. E1 tiempo cero elegido para la -
representacién es aquel al que la absorbancia alcanz6é en los tres
casos un valor medible,
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Se eligié el pH 5,5 para este enéayo comparativo de los
efectos de los herbicidas en el crecimiento en medio &cido frente
a medio neutro, ya que a este pH todas las cepas presentaron un -
crecimiento pricticamente igual que al pH éptimo de 6,8 y, por o
tra parte, las cepas B-7 y B-12 no crecieron en medio l{quido a -

ph 4,5.

Las curvas de crecimiento a este pH 4cido del medio, -
muestran que la respuesta para las distintas cepas y tratamientos
herbicidas fue dependiente de la cepa. As{ la cepa B-7, en presen
cia de 400 ppm de picloram 6 1000 ppm de 3,6-D, crecié a igual ve
locidad que el control sin herbicida, pero mostrando periodos de
latencia mayores a los obtenidos a pH 6,8, Se obtuvo lo mismo con
las cepas Ts-7 y Ca=-7 a 400 ppm de picloram (fig. 16 y 17) (com-
parar tablas 23 y 24 ), mientras que en presencia de 1000 ppm de
3,6-D las velocidades de crecimiento respectivas fueron menores -
que las del control, lo que se observa mids claramente en la cepa
Ts-7; as{ en este caso los periodos de latencia no han sido pues

tos en evidencia (fig. 17).

No insistiremos mis sobre los efectos de los herbicidas.
en funcién del pH del medio, lo que serfa objeto de amplios estu-

dios que podrian abordarse posteriormente al trabajo de esta tesis.

En la tabla 25 se muestra la modificacién del pH inicial
del medio de cultivo, Rhg, (6,8 6 5,5) por las distintas cepas y -

segin el tratamiento herbicida.
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Tabla 25. Efecto del crecimientoi de Rhizobium spp. en la modifi-
cacién del pH inicial del medio de cultivo Rh6, en ausencia y pre

sencia de los herbicidas.

Herbicida Cepa
y dosis (ppm)
B-7 Ca=-17 Tr-7
A pH inicial 6,8
Control 7,6 7,2 6,6
Picloram (400) 7,6 '7,0 6,5
3,6-D (1000) 7,6 6,7 6,5
A pH inicial 5,5
Control 7,5 6,5 6,0
Picloram (400) 7,4 6,4 5,0
3,6-D (1000) 7,5 5,7 5,4

%X hasta l1la fase estacionaria

3.2.4., Efecto en la viabilidad

Los ensayos de viabilidad en presencia de herbicida se
plantearon con el objeto de aclarar la naturaleza del periodo de
latencia observado en el crecimiento de los rizobios a partir de
cierta dosis de herbicida., Para ello, fueron realizados recuentos
de viables a intervalos de tiempo distintos, segin la cepa, y du
rante un periodo no superior al tiempo de latencia obtenido para
las dosis mé4s altas de ensayo de cada herbicida, As{, de los re-

sultados‘recogidos en la tabla 26, se deduce que, para todas las
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. Tabla 26. Efecto de la presencia de herbicida en la viabilidad1

de Rhizobium spp.

Cepa
Herb;cida B-T Ca~T T g~T
DOSiS . 2 V
(ppm) Tiempo“ (horas)
6 12 3 6 2 4
Control 17 29 28 42 6,3 8,1
Picloram
50 16 26 28 44 6,5 8,4
200 14 22 25 40 6,1 7,8
400 12 17 23" . 35 5,7  T,0
3,6-D
100 18 27 27 40 6,2 8,4
500 16 23 24 37 6,0 Ty7
1000 14 16 19 27 542 6,8

1) Recuento de viables en placa (x107).

2) Tiempo de exposicién al herbicida. 7 7

~ Los,recuentos medios a tiempo cero fueron 13x10, 18x10 y —-
4,4x10" células/ml para las cepas B-7, Ca-7 y Ts-7 respectivamen
te.
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cepas, el niimero de viables se mantuvo précticamente constante -
durante el periodo de latencia del cultivo, como se observa cla-
ramente al comparar los recuentos,en presencia de 400 ppm de pi-
cloram y 1000 ppm de 3,6-D,con los tiempos de latencia correspon.
dientes, dados en la tabla 24; asimismo,a dosis menores, el nime
ro de viables se vié variablemente incrementado, reflejando tiem

pos de latencia distintos,

3.2.5., Utilizacién de los herbicidas como fuente de carbono y e-

nergia

Ninguno de los compuestos picloram 6 3,6-D, fue dtil -
como fuente de carbono y energfa en ninguna de las tres cepas, ba
jo ensayo, B-7, Ca-7, Tr-7, cuando fueron inclufdos en un medio -
de cultivo definido, libre de fuente carbonada,y a la concentra-
cién de 100-200 ppm de herbicida. Tampoco los mismos rizobios a-
daptados al herbicida, es decir cultivados previamente en el me-
dio definido completo y en presencia de herbicida, fueron capaces
de utilizar ninguno de los compuestos. Asi, no hubo crecimiento -
del cultivo lfguido en ningin caso sin la presencia de fuente de
carbono adicional; partiendo de una densidad 6ptica inicial, a =
550 nm, de 0,1 s6lo se obtuvo un incremento despreciable de la -
misma, hasta 0,13-0,15, que era alcanzado durante el primer perio
do de incubacién para luego permanecer constante antes de decre-

cer,

TR
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3.2.6. Efectos en el consumo de ox{geno

Los efectos de la adiéién de herbicida en la respira- -
cién de células no expuestas anteriormente al mismo, en condicio-
nes de no crecimiento y con manitol como sustrato, resultaron ser
semejantes en las tres cepas de Rhizobium ensayadas. lLas respues-
tas pueden observarse en las siguientes figuras (18 a 21) y otros
detalles de la experimentacién en el apartado 2.2.3.4. de Material
y Métodos. |

1 3 3 1 3 3 4}
t(horas)

Fig. 18. Efecto de la adicién de picloram en el consumo de O, de
una suspensién de células, en tampén pH 7 y manitol de la cepa
B-T7. & Control, ¢ 50, m 200, a4 300 ppm.
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Fig. 19.Efecto de la adicién de 3,6-D en el consumo de
O2 de una suspensién de células, de la cepa B-7, en tam
pon pH 7 y manitol. a Control, a 500 ppm.

La adicién de picloram produjo aumento del consumo de
02, resultando précticamente igual en el intervalo de dosis de -
ensayo‘(fig.18 ), en todas las cepas estudiadas., El efecto fue &
preciable desde el momento de la puesta en contacto de las célu-
las con el herbicida, cuando se traté de las cepas B-7 y Tr-7, -
(fig. 18 y 20). Sin embargo,parece observarse un periodo de laten
cia en la aparicién de la respuesta en la cepa Ca-7 (fig. 21).
Quizé las diferencias cuali y cuantitativas del muc{lago extra-
celular producido por las distintas cepas, pudiera influir en -

la rapidez de la respuesta,

A diferencia con el picloram, la adieién de 3,6-D no . -
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Fig. 20. Efecto de la adicién de picloram (= 300 ppm)
¥y 3,6-D (a 500 ppm) en el consumo de 0, de una suspen
sién de células, en tampon pH 7 y manitol, de la ce-
pra Tr-7. e Control.

afect6 el consumo de 02 a ninguna de las dosis de ensayo, 100 y
1000 ppm, (fig.19 a 21) concentracién esta dltima, que produjo -

un notorio retardo en el crecimiento en todas las cepas (tabla 23).

Por otra parte, cuando las células de Rhizobium habian
sido cultivadas en presencia de herbicida,ia respiracién no se -~
vié précticamente afectada, obteniéndose el mismo grado de consu-
mo de oxigeno, tanto si estaba presente el herbicida como en el
caso de que hubiese sido eliminado. Estos ensayos se realizaron

en condiciones de no crecimiento, cuyos detalles experimentales -
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1 2 3 4 5 6
t(horas)

Fig. 21. Efecto de la adicién de picloram ( m 300 ppm) y 3,6-D -
(a 500 ppm) en el consumo de 02 de una suspensifén de células, en
tampon pH 7 y manitel de la cepa Ca-7.e Control.

se expusieron en el apartado 2.2.3.4. de Material y Métodos.

La respuesta de las cepas cultivadas en presencia de pi
cloram se muestra en la fig. 22, mientras que la de las cepas a-

daptadas a la presencia de 3,6-D se recogen en la fig. 23,
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1 3
t(horas)

4

1 2 3 4

t(horas)
Fig. 22. Consumo de O,, en presencia(m)y ausencia(elde picloram
(300 ppm), por células suspendidas en tampdn pH 7 y manitol 1las
cuales habfan sido cultivadas en presencia de 300 ppm del herbi-
cida. En fig. A,cepa Ts-7 y en fig. B, cepa B-T7.
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1 2 3 i
t(horas)

Fig. 23. Consumo de Op, en presencia (m) y ausencia (e) de 3,6-D
(500 ppm), por células suspendidas en tampén pH 7 y manitol, las
cuales habfan sido cultivadas en presencia de 500 ppm del herbi-
cida. En fig., A, cepa Ca-7 y en fig. B, cepa B-T7.



-148-

3.2.7. Bfectos en el contenido de RNA y protefna celular

Entre los posibles efectos de los herbicidas en el me-
tabolismo celularo en los niveles de constituyentes celulares que
pudieran ser modificados por la presencia de herbicida, nos han -
interesado fundamentalmente, el contenido de RNA y proteina, ya
que, sobre todo el primero se ha visto aumentado o disminuido con
frecuencia en plantas, dependiendo de la especie vegetal y segin

se trate de tejido meristemidtico o maduro.

De las dos concentraciones de herbicidas ensayadas, la
mids baja no habfa producido efecto aparente en el crecimiento -=-
(s6lo en la cepa B-7 hubo un'pequeﬁo retardo); por el contrario,
‘1a dosis m&s alta lo habfa afectado en las tres cepas, segin re-

sultados anteriormente expuestos (épartado 3¢2.3.),

En los resultados que se presentan en la tabla 26 se -~
observa que los niveles de protéfna en todas las cepas fueron in
dependientes del tratamiento herbicida. Sin embargo, parece exis
tir un ligero aumento en el contenido de RNA, a todas las dosis
de picloram y 3,6-D, mi4ximo en la cepa B-7 (13% por término me-
dio);rpocoapreciable en la cepa Ts-=7, en_las condiciones del en-

sayo.

3.,2.8., Sensibilidad relativa a los herbicidas de mutantes, sen-

sible y resistentes a antibiéticos

Estos ensayos se han llevado a cabo con el interés de -

investigar la posible diversidad fisiolégica dentro de la cepa -~
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salvaje en relacién con la sensibilidad a los herbicidas.

Se han utilizado los siguientes mutantes: cepa Ca-7 y
los dos resistentes a antibiéticos, Ca-7 Strep' (resistente a -
250 ug de estreptomicina/ml) y Ca-7 Strep’ Kan® (resistente a -
250/Lg de estreptomicina + 200 ug de kanamicina).

En la figura 24 se muestran las curvas de crecimiento
del mutante sensible y del resistente Ca-7 Strep+ Kan+, cuando e
ran cultivados en ausencia y presencia de 3,6-D (1000 ppm), ha=-
biéndose obtenido semejantes resultados con el otro mutante resis
tente. Con el picloram (400 ppm) se obtuvo, esencialmente, el mis
mo resultado., Las velocidades de crecimientos de los tres mutan-
tes fueron muy semejantes entre s{ y se mantuvieron en presencia
de los herbicidas; asimismo, los periodos de latencia correspon
dientes al picloram y 3,6-D, a las dosis de ensayo, fueron inde-
pendientes del mutante, como se observa en la citada figura ele-

gida como representativa.

3.2.9. Efectos en relacién con la resistencia .a. antibiéticos

Todas las cepas de Rhizobium ensayadas presentaron la =~
misma sensibilidad frente a distintas dosis de estreptomicina y -
kanamicina, tanto si habfan sido cultivadas en ausencia como en
presencia de picloram (400 ppm) 6 3,6-D (1000 ppm), como muestran
los resultados de la tabla 27. No sélo el halo de inhibicién del
crecimiento fue semejante en fodos los casos, sino que dentro de

los mismos no se observaron diferencias significativas en la apa-
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ricién de colonias resistentes a los antibiéticos con el trata-

miento herbicida al que fueron sometidos los rizobios.

3.2.10, Efectos en la simbiosis Rhizobium-leguminosa

Nos han interesado las consecuencias de la accién del .
herbicida en los rizobios -cuando son cultivados en su‘presencia-
en la fijacién de N, en simbiosis con la leguminosa, La actividad
nitrogenasa de los nédulos ha sido aquf considerada como el prin-

cipal pardmetro para estimar la eficiencia en la fijaciébn de N2.

Segin el sistema Rhizobium-leguminosa de que se trate,
la actividad nitrogenasa de los nédulos (con acetileno como sus-
trato), dependiendo de las condiciones de ensayo, presenta un in
tervalo de tiempo, mds o menos amplio, en él que se obtiene una -
relacién lineal. lLa relacidén actividad nitrogenasa-tiempo, para -

los distintos sistemas Rhizobium-leguminosa, se representa en la

figura 25. S6lamente en el caso de los pédulos de Cicer arietinum
parece existir un corto periodo de latencia necesario, quizés;Apg
ra la penetracién dél acetileno al interior de los mismos, En los
otros casos, la reduccién de acetileno comenzé, aparentemente, de
inmediato. Ante las relaciones observadas, las determinaciones de
la actividad nitrogenasa para los distintos tratamientos herbici

das, fueron obtenidas después de una hora de exposicién de los =

nédulos al acetileno; y ya que, en todos los casos la actividad -

fue constante al menos durante dos horas, existe un suficiente

margen de seguridad en el tiémpo elegido para la toma de muestras.
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Fig. 25. Actividad nitrogenasa de nédulos producidos por las ce-
pras Ts ~7, B-7 y Ca-7 en Trifolium subterraneum, Lotus peduncula-
tus y Cicer arietinum respectivamente. A tiempo cero segmentos -

de raiz con nédulos fueron puestos en contacto con acetileno al
10% en aire.




=155-

Tabla 27. Valores de pardmetros relacionados con la infectividad

y fijacién de N_ de la cepa Ca-7 de Rhizobium, en simbiosis con

2
Cicer arietinum, segin el pretratamiento herbicida al que fue so

metida.

Herbicida Etilenoproduci? Peso freg Peso seco
y do por nédulos N2 nédulos conédulos parte ae-
Dosis (ue/n. g peso por planta por planta rea por
(ppm) fresconod.) (g) planta (g)
Picloram
0 13y3i291 35,0 0,23 1,02
400 14,5+2,1 52,6 0,32 1,01
326—D
0 1296i2'6 3116 0,19 0999
100 12,3+2,8 49,3 0, 28 1,05
1000 12,9+1,6 39,3 0,19 0,97

x Los valores son la media + el error estandar de un mfnimo de -
seis determinaciones.

~ El1 resto de los datos son la media de tres valores, cada uno -
obtenido de cuatro plantas del mismo tiesto.

Los efectos producidos por los herbicidas en Rhizobium
Spp., en cuanto a su capacidad de infeccién y eficiencia en la -

fijacién de N,, se reflejan en los distintos pardmetros incluf-
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Tabla 28. Valores de parémetros relacionados con la infectividad
y fijacién de N2 de la cepa Ts-7 de Rhizobium, en simbiosis con

Trifolium subterraneum, segin el pretratamiento herbicida al que

fue sometida.

Herbicida  Etileno produc_:i;! Peso fres- Peso seco
y do por nédulos N2 n6dulos conédulos parte ae-
Dosis (vg/h. g peso por planta por planta rea por
(ppm) fresconod.) (g) planta (g)
Picloram
0 28151495 57,6 0, 11 0’86
50 16911493 64,3 0,12 0,74
3,6-D
0 27,6+2,4 51,6 0, 10 0,82
100 22,8+4,6 66,3 0,13 0,79
1000 22,9i§,8 60,0 0,12 0,76

% Los valores son la media + el error estandar de un minimo de -
seis determinaciones.

- E1 resto de los datos son la media de tres valores, cada uno -
obtenido de seis plantas del mismo tiesto.

dos en las tablas 27, 28 y 29, las cuales recogen, respectivamen
te los resultados obtenidos para los diferentes sistemas EEEEQ"
bium-leguminosa ensayados. Los resultados expuestos en las tablas
27 y28 fueron obtenidos a partir de plantas correspondientes a dos

experiencias, o repeticiones por dosis de herbicida, siendo los =~



-157-

Tabla 29. Valores de pardmetros relacionados con la infectividad

y fijacién de N, de la cepa B-7 de Rhizobium, en simbiosis con -

2
Lotus pedunculatus, segin el pretratamiento herbicida al que fue

sometida.
Herbicida EtilenOproduci? Peso fres-  Pesoseco
y do por nédulos N2 nédulos conbdulos de laplan
Dosis (ug/h. g peso por planta  por planta ta
(ppm) resconod.) (g) (&)
Control 22, 4+7,1 23,3 0,014 0,023
Picloram
50 23, 1_‘*;516 26,3 0,014 0,023
200 15,8+5,2 23,0 0,009 0,020
400 1194:‘“_6,3 19’0 09008 0’019
3,6-D
100 17,646,5 25,3 0,015 0,020
500 9,5+3,2 26,6 0,011 0,017
1000 199+4,5 20,6 0,004 0,010

x Los valores son la media + el error estandar de un minimo de -
cuatro determinaciones.

~ Asimismo, el resto de los datos son la media de los valores -
obtenidos con un mfnimo de cuatro plantas. ‘

inéculos en cada experiencia procedentes de dos cultivos distin-
tos del mismo Rhizobium, Los valores correspondientes a Lotus sp.
recogidos en la tabla 29, fueron obtenidos a partir de seis plan-

tas por tratamiento herbicida, inoculadas cada dos con células -
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procedentes de un mismo cultivo de Rhizobium,

La actividad nitrogenasa de los nédulos de Cicer sp. =
no se vié afectada a ninguno de los distintos pretratamientos -
herbicidas aplicados al Rhizobium. Por otra parte, se obtuvo efec
to positivo en la nodulacién; asf, tanto el nimero de nédulos por
planta como el peso fresco de los mismos fueron ligeramente incre
mentados., Sin embargo, los nédulos de trébol presentaron activi-
dad nitrogenasa inferior a la obtenida para el control, con lige-
ras diferencias en el caso del 3,6-D y mds apreciablesen el caso
del picloram, Paralelamente el peso seco de la parte aerea de la
planta disminuyé, no ocurriendo lo mismo en cuanto a la nodula- -
cién, excepto en el caso de los rizobios cultivados en presencia
de 400 ppm de picloram en el que se presenté§ reduccién. También
hubo desminucién de la actividad nitrogenasa en nédulos de Lotus
sp. para ciertas dosis de picloram y 3,6-D con ligero efecto so-
bre el desarrollo de la planta, coincidente con las actividades
fijadoras de N, mis bajas. Parece observarse cierta reduccién de
la nodulacién a las dosis més altas para los dos herbicidas bajo

ensayo, mds que en el nimero, en el tamafio de los nédulos.
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4, DISCUSION

4.1. Efectos de picloram y 3,6-D en la nitrificacién

Los efectos de compuestos quimicos sobre el proceso de
Nitrificacién, ademds de por su importancia en el suelo, han sido
frecuentemente abordados ante la consideracién de tal proceso co_
mo indicador del posible efecto ejercido sobre el equilibrio de
- la microflora que sustenta el mismo, como sugieren diversos auto_
res (Alexander, 1965b; Domsch y Paul, 1974). Nuestros resultados
muy bien podrfan estar en apoyo de tal consideracién como se dis_

cutiri m4s adelante.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente

trabajo sobre Nitrosomonas europaea y Nitrobacter agilis en culti

vo puro, revelan efectos en especies de autotrofos nitrificantes
de distribucién muy comin en la mayorfa de los suelos, Ademis =
existe una gran similitud fisiolégica entre las distintas espe_-
~cies de los nitrificantes autotrofos que es, en parte, la razén
de la reconocida sensibilidad de los mismos a la influencia del -
“habitat. Por todo ello, en este caso, los resultados obtenidos en
‘cultivo puro serfan de especial valor indicativo del efecto poten
cial de los herbicidas estudiados sobre el proceso de nitrifica_-
" cién en el suelo aungue, por otra parte, la extrapolacién a las
condiciones en que se hallan las bacterias en el mismo serfa, en
el caso de los nitrificantes autotrofos, especialmente objetable,
pudiendose esperar que en sueloypor las interacciones con la com_

pleja microflora que éste sustenta y las condiciones fisico- -
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- quimicas particulares, la cinética e incluso, posiblemente, el

mecanismo de nitrificacién difieran considerablemente. As{ efec_-
'tos primarios ejercidos por compuestos quimicos sobre otra micro_
flora, distinta que la autotrofa nitrificante, podrfan indirecta_
mente tener consecuencias decisivas sobre el proceso de nitrifica

cién.

Los datos obtenidos de cultivos puros nos brindan, so_-
bre todo, un complemento necesario'para una mejor interpretacién
de muchos de ios resultados obtenidos en suelo y la eleccién de -
la experimentacién en suelo "in vitro" frente a la experimenta -
cién "in situ", una forma 1itil para poder controlar, en cierta me
: dida, una serie de factores ambientales externos de considerable

influencia en el proceso de nitrificacién.

4,1.,1, Efectos sobre nitrificantes en cultivo puro

Tanto el picloram como el 3,6 D, compuestos muy semejan
tes en su estructura quimica, resultaron inocuos en las cepas de -

N.europaea y N.agilis bajo ensayo cuando fueron incorporados al

medio de cultivo como productos puros y a dosis hasta los respec_
tivos 1{mites de solubilidad en agua, dosis en general, muy supe_

riores a las utilizadas en la prictica agricola.

A pesar de la pretendida inocuidad sobre los seres vivos
del resto de los componentes quimicos, distintos del producto ac_
tivo, incluidos en las formulaciones herbicidas, con frecuencia,

éstas exhiben toxicidad cuando se trata de nitrificantes autotro-
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fos. Entre el escaso nimero de trabajos que abordan el estudio so-
bre autotrofos nitrificantes en cultivo puro, algunos incluyen a -
la vez ensayos del producto puro y las formulaciones comerciales.

Caseley y Luckwill (1965) obtuvieron para la mayorfa de los herbi-
- cidas derivados de urea y triazinas probadas, una nula o baja toxi
cidad del compuesto puro, mientras la inhibicién fue notable por =~
parte de los productos formulados. Al mismo tiempo, los heterotro-
fos ensayados no fueron sensibles a las mismas formulaciones. Rat-
nayake y Audus (1978) también refieren inhibicién de nitfificantes
por formulaciones que no son atribuibles al compuesto activo. En -
nuestro trabajo asi ocurribé con picloram y su formulacién Tordon -

22K, resultando la Ultima téxica tanto para N,europaea como N.agi-

lis, mientras que el picloram puro no fue téxico (tabla 15). Sin -
embargo, los resultados obtenidos con Lontrel 300 (formulacién del
3,6-D) revelaron, la inocuidad de la sal de monoetanolamina del -

3,6-D ademis de la del resto de los componentes de esta formulacién.

A pesar de la diferencia de actividades, sobre todo de -

N.europaea, en los distintos medios y condiciones de cultivo bajo

ensayo (fig. 10y 11) el efecto del picloram y 3,6-D sobre los dos -
nitrificantes ensayados fue independiente de los mismos, observan-

dose solo en algunos casos ligeras diferencias en el tiempo de adap

: . . . +
tacién. Asi, ni las diferentes concentraciones de cationes comoFe3

y Mg2+ en los distintos medios, ni su diferente capacidad tampén -
(apen. 1.1 21.5) parecen influir en el efecto de los herbicidas so-
bre estos autotrofos. En algunos casos la adicién de herbicida su-
puso una notable diferencia en el pH final del medio de cultivo, -
pero la prolongacién del periodo de latencia no parece estar rela-

cionada con estas variaciones del pH (comparar tabla 17 y 18).
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4.1.2. Efectos sobre la nitrificacién de suelo

la cinética de la actividad nitrificante del suelo uti
lizado en este estudio, en condiciones de percolacién y suplemento
de 804(NH4)2 (N—NH4=100‘yg/m1L tanto en ausencia como en presen -
cia de las distintas dosis de los herbicidas objeto de ensayo, se
ajusté a curvas representativas de un crecimiento exponencial tf_
picamente bacteriano, por lo que se consideran las actividades od
tenidas en todos los casos,fundamentalmente, debidas a nitrifica -
cién autotrofa mas que a la actividad de hongos y actinomicetos,
microorganismos a los que se atribuye,en gran parte, la nitrifica
cién heterotrofa. El anflisis estadifstico de las ecuaciones resul
tantes del ajuste exponencial de los valores experimentales, reco
gido en las tablas 5 y 10, muestra la bondad de dichos ajustes, =-

reflejada en sus coeficientes de variacién.

En nuestros ensayos de percolacién de suelo ciertas do_
sis de picloram (las intermedias entre las ensayados) produjeron
considerable alteracién aunque transitoria de la nitrificacién -
(figuras 2 a 5). Apuntaremos, adem&s, que los niveles de nitratos
acumulados en la solucién percoladora, en funcién del tiempo y -
correspondientes a la actividad nitrificante en presencia de 50 y
200 ppm fueron los que presentaron peores ajustes a las ecuacionesde
crecimiento exponencial (coeficientes de variacién mayores), se_ -

gin tabla 5.

Debemos considerar para la interpretacifén de estos re_-

sultados, la baja o nula toxicidad del producto puro, picloram,
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antes citada sobre los microorganismos nitrificantes en cultivo
puro, frente al efecto t6xico de su formulacién, forma en que fue
’aplicado en estos ensayos de percolacién, Sin embargb esta posi -
ble toxicidad del producto formulado no parece explicar las alte_
‘raciones de la nitrificacién en el suelo,observadas en el interva
lo de dosis 50 - 200 ppm de picloram en el sistema de suelo en -
percolacién,ya que la intensidad del efecto en este intervalo de
concentraciones resulté inversa é la dosis, siendo casi anulado a

400 ppm (tabla 6).

Los constituyentes, aparte 'del producto activo, de -
las formulaciones herbicidas suelen ser compuestos quimicos muy
l4biles a la accién de los microorganismos, por lo que, en gene_-
ral el suelo ejerce una accibén protectora de los mismos frente al
componente o componentes téxicos de las formuiaciones, debido a -
una degradacién bioldégica, o a veces a la implicacién de otros -
procesos, Esta posibilidad parece mé&s probable que una posible se
lectividad de efecto del téxico sobre las bacterias nitrificantes
distinto, para las ceﬁas ensayadas que para la poblacién nativa -

del suelo bajo estudio.

Estas alteraciones de la nitrificacibén podrfan ser dis_

cutidas en términos ecolégicos.

Tos nitrificantes autotrofos muestran gran sensibilidad
a las alteraciones de su habitat, aunque se desconoce ain casi =~
todo sobre las influencias del microambiente, sobre todo,cambios

en la composicién del resto de la microflora (Balickay Sobieszanski
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1969; McLaren y Ardakani, 1972). Actﬁalmenﬁe son de gran interés

los estudios del comportamiento de las bacterias autotrofas nitri
ficantes cuando se hallan en el suelo en un microambiente.ecolégi
co particular (McLaren, 1971); se han formulado hip6tesis como la
posible simbiosis autotrofos-heterotrofos ante el frecuente efec_
to inhibitorio de muchos compuestos sobre los nitrificantes en -
cultivo puro, que no es encontrado en la actividad nitrificante en
suelo (Lees y Quastel, 1946; Alexander, 1965b). También han sido, a
menudo, observadas diferencias de comportamiento segin se trate de
suelo estructuralmente alterado o no (Torstensson, 1974, Gross_-
bard, 1976). As{ la acumulacién de nitritos, en estos suelos pa_
rece ocurrir a concentraciones relativamente bajas, respecto a -
cuando son aplicados a suelos no alterados, explicandose en este -
sentido muchas de las diferencias de sensibilidad a un téxico en_

contradas en distintos trabajos.

La estimulacién de heterotrofos a ciertas dosis de pi_-
cloram podrfa ser causa indirecta de la inhibicién temporal de -
- la nitrificacién obtenida a las citadas dosis del herbicida. Los
microorganismos se presentan en el suelo, a menudo,en condiciones
de ayuno nutricional, E1 efecto de posibles fuentes de energfa -
adicional, tales como herbicidas, o los constituyentes de su for_
mﬁlacién,a dosis no téxicas, pueden causar variaciones temporales
de la actividad de la microflora del suelo o del metabolismo y pa
trones de crecimiento de ciertos microorganismos (Gray, 1970). En
muchos casos la alteracién del equilibrio ecolégico del suelo por
herbicidas es transitoria y de pequefia significancia escapando =~

as{ a la deteccién (Goring, 1970).
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En el caso del picloram hay evidencias suficientes de
alteracién en la microflora del suelo. As{ la misma formulacién
que la empleada en nuestros ensayos, Tordon 22K, aplicada a sue_-
los incubados bajo condiciones controladas de laboratorio,produjo
aumento del consumo de 02 a 100 y 300 ppm, mientras que se obtu-
vo estfmulo de la respiracién a dosis mas bajas,como 10 y 30 ppm.
Paralelamente el desprendimiento de 002 no se vié afectado a nin_
guna de las concentraciones (Grover, 1972). Whitworth y col (1965)
habfan referido anteriormente estimulacién del consumo de 0, a
24 y 48 Xg/Ha de picloram‘, lo mismo que van Schreven y col. (1970) a
5 Kg/Ha, mientras que dosis superiores e inferiores a la anterior
no resultaron estimulantes., A la vez ha sido referida estimulacién
de grupos microbianos heterotrdéficos determinados, con]jiaplicacién
de picloram a dosis préximas a las deuso agricola, en experiencias
realizadas en suelo "in situ", como por ejemplo,bacterias amonifi--
cantes (Tu y Bollen, 1969 ; Goguadze y col., 1972), y de la pobla
cién de hongos (Goguadze y col., 1972 ; Bezuglov y'col., 1973), =-
Un efecto indirecto de la aplicacién de piéloram sobre la flora -
- nitrificante autotrofa podrfia ocurrir a causa de la estimulacién
de la flora heterotrofa, ya sea por su posible antagonismo o por
crear en el suelo cdndiciones microecol6gicas,transitorias 0 no,
desfavorables a la flora nitrificante, bajo ciertas dosis de tra_
tamiento., As{,pueden existir microambientes anaerévicos incluso,
en suelos bien aireados si la demanda biolégica de oxf{geno excede
la velocidad de difusién de este elemento en el suelo (Alexander,
1977). Igualmente en cuanto a pH se pueden dar diferencias micro_

ambientales subyacentes a las determinaciones de pH de las mues_-
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‘tras de suelo, variaciones, por otra parte, de gran importancia

ante la sensibilidad de la actividad de los nitrificantes autotro
fos a variaciones de pH,incluso no mﬁy pronunciadas,Domsch y Paul
'(1974) comparando los valores experimentales obtenidos en siste_-
" mas de suelo en percolacién con curvas correspondientes a modelos
tebricos de inhibicién, encontraron en algunos casos una clara rela-

cibén entre inhibicién y variacién del pH con el tiempo.

En cuanto a la posibilidad de que la acumulacién anéma_
la de nitritos con picloram, sobre todo a 50 ppm,(figura 5) pu_-
diera contribuir la estimulacién de heterotrofos nitrificanteé
oxidantes de NH4+, no tenemos datos experimentales, lo cual po_-
drfa ser objeto de posteriores estudios. Los actinomicetos y bac_
terias heterotrdficas nitrificantes parecen producir preferente_-
mente nitrito como producto final de la nitrificacién (Doxtader y
Alexander, 1966 ; Verstraete y Alexander, 1972; Witzel y Overbeck
1979),mientras los hongos producirian ademis denitrito, nitrato a
partir de amonio (Marshall y Alexander, 1962). Aunque la capaci_-
dad nitrificante de los heterotrofos es baja comparada con la de
las bacterias autotrofas nitrificantes (Gode y Overbeck, 1972;
Focht y Verstraete, 1977) esto podrfa ser compensado por su densi

dad de poblacién en el suelo,

Por otra parte, considerando solo la actividad nitrifi_
cante autotrofa, la acumulacién de nitritos supone mayor sensibi_
lidad por parte de la flora nitratante del suelo que de la nitro_

sante al presentar la primera una mas prolongada fase de latencia,
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Las inhibicidnes observadas en la nitrificacién en pre-
sencia de picloram,fueron en todos los casos transitorias y nunca
se obtuvieron velocidades miximas de nitrificacién muy diferentes
~a las del control sin herbicida. En presencia de 400 ppm la veloci
- dad méxima fue incluso superior, al mismo tiempo que la cinética -
- de la nitrificacién resulté semejante a la del control. Todo ello
apoyaria el escaso efecto directo del herbicida, y formulacién her
bicida, sobre los nitrificantes autotrofos del suelo en percola- -

cién. A la vez, la actividad de Nitrobacter agilis, a esta dosis

de picloram, resulté ligeramente estimulada después de un cierto -
periodo de adaptacién. La flora heterotrofa antagonista podrfa re
sultar, a la mis alta dosis de picloram de las ensayadas, bien in
hibida, o al menos no estimulada por el herbicida. As{, Ratnayake
y Audus (1978), al comparar los pardmetros de crecimiento obteni-
dos para cultivos puros de nitrificantes autotrofos con los de la
nitrificacién de suelo en percolacién, no encontraron relacién, so
bre todo, en cuanto a los efectos observados en los oxidantes de -
, NHZ; ademds la estimulacién obtenida en suelo, por efecto de algu-
. nos herbicidas, tampoco ocurribé en los organismos nitrifiéantes en
- cultivo puro, sugiriendo estos autores que podrfa ser debida a la
inhibicién de microorgénismos antagonistas de los nitrificantes.
Por otra parte, los nitrificantes multiplican su mimero hasta lo =-
que permite la capacidad de soporte por parte de 1a superficie de
las particulas de suelo y, al menos que éste haya sido previamente
esterilizado y luego inoculado con nitrificantes, otros organismos
podrfan ocupar también parte de la superficie intrinseca del suelo

¥til al crecimiento de los nitrificantes (Mclaren y Ardakani, 1972),
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compitiendo, asf, por el nicho ecoldgico.

En el trabajo de Debona y Audus (1970), utilizando téc
nicas de percolacién en ensayos con una amplia variedad de herbi
cidas se refiere,que las velbcidades miximas de formacién de ni
tratos en presencia de clortiamid no resultaron proporcionales a
la dosis de herbicida. As{ a 50 pph disminuyé considerablemente
este pardmetro  respecto del control; mientras que a una dosis -
doble: fue mayor,. aunque fue, a la vez, retardado el inicio de 1la
nitrificacién. Ademds, las velocidades de nitrificacién, en ausen
cia de herbicida y en preéencia de 100 ppm, fueron similares en -
suelo previamente enriquecido en nitrificantes, mientras a 50 ppm
fue significativamente réducida. Casos semejantes, con mayor in-
tensidad de efecto a dosis intermedias de ensayo, fueron referi-

dos por Vlassak (1975) para otras actividades del suelo.

Los efectos obtenidos en la nitrificacién a dosis ba-
jas de picloram, en estas experiencias con suelo en percolacién,
no parecen deberse a la reduccién de la poblacién de nitrifican-
tes, como se desprende del estudio de la evolucién de la pobdbla-
cién viable realizado en el mismo suelo;,en condiciones de incu-
bacién (fig. 9 ). Ademds, aunque la actividad de los nitrifican-
tes autotrofos es ficilmente alterada por influencia de las con-
diciones ambientales, estos microorganismos pueden sobrevivir en
ambientes desfavorables durante prolongados periodos de tiempo,-

aunque no puedan crecer (Painter, 1970).

Los efectos de los herbicidas en la evolucién de la po-



-169-

blacién viable nitrificante se estudiaron en suelos incubados an-
te las dificultades que suponfa el muestreo en los percoladores.-
Aunque no sea exacto extrapolar los resultadbs as{ obtenidos a las
condiciones de percolacién, s{ pueden éstos indicar que los efec-
tos observados en la nitrificacién de suelo en percolacién ten- -
~ drfan mis que ver con un efecto del herbicida en la actividad o -

proliferacién, que en la viabilidad de los nitrificantes.

En principio un compuesto quimico es accesible a los mi-
croorganismos en la medida en que se disuelve en la fase acuosa -
del suelo, asf{ las concentraciones en los ensayos en suelos incuba
dos, se han considerado en base a la fase l{quida y'estuvieron en
el mismo rango que las ensayadas en las experiencias realizadas en
condiciones de percolacién. El1 suelo durante la incubacién se man-
tuvo, a lo largo del ensayo, a una humedad del 80% de su capacidad
de campo, contenido en agua al cual todas las particulas del sue-
lo se consideran embebidas en el lfquido y que ha sido considerado
por muchos autores como dentro del rango de humedad éptimo para la
~actividad nitrificante. Sin embargo, no pretendemos comparar los e
fectos obtenidos en suelo en percolacidén, con los obtenidos en sue
los incubados a dosis iguales de herbicida, ya que habia que tener
en cuenta factores como la adsorcién a las partfculas del suelo. A
pH alcalino, tanto el picloram como el 3,6-D (los pK respectivos -
son 4,2 y 3,7) se encontrarfan, principalmente, en forma iénica -
presentando, asf, una baja adsorcién (Hamaker y col., 1966). Por o
tra parte, las propiedades de adsorcién de estos compuestos, a
los coloides o a las partfculas minerales del suelo, serfan impor-

tantes, ya que se ha considerado gue los nitrificantes autotrofos
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tienen su localizacidén especifica en la superficie de las partfcu
las minerales (Lees y Quastel, 1946), o en lugares del suelo de -

intercambio de iones (NHZ) (McLaren y Ardakani, 1972).

Los efectos producidos por la formulacién del 3,6-D uti
lizada en los ensayos de percolacién de suelo, estdn de acuerdo -
con la tolerancia observada para la misma, as{ como para el 3,6-D

puro, en Nitrosomonas europaea y Nitrobacter agilis en cultivo pu

Iro.

A diferencia de lo ocurrido con picloram, el pfoducto -
formulado del 3,6-D produjo estimulacién de la nitrificacién, me-
nor a medida que aumenté la dosis, llegando, incluso, a presentar
se cierto retardo a 1000 ppm de 3,6-D (fig. 6 ). El ligero efecto
estimulante que parece observarse en N. agilis en cultivo puro no
es suficiente para explicar los anteriores resultados, ademis de

gue la estimulacidén obtenida en la nitrificacién global, ocurrié

paralelamente en la oxidacién de NHZ a NOE, mientras N. europaea,

en cultivo puro, no se vié afectada (tabla 15).

La formulacién utilizada incluye el 3,6-D como sal de
etanolamina y, ain no siendo este dltimo compuesto dtil a los .auto-
trofos nitrificantes como sustrato oxidable,cabe la posibilidad de
que la etanolamina tenga efectos en la nitrificacibén. Los efectos
de algunas aminas en la nitrificacién de suelo, han sido observa-
dos por Quastel y Scholefield (1951) y Lees y Quastel (1946). Es-
tos autores encontraron que estoscompuestos eran nitrificados con

gran retraso respecto del NHZ. Ademds un suelo pretratado con eta
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- nolamina produjo NO3 a partir de ClNHZ, a velocidad constante sin
periodo de latencia inicial, La etanolamina, por otra parte, no -
afect6 1la respiracién de suelos enriquecidos en nitrificantes por
pretratamiento con ClNHZ. Todo esto sugiere que la etanolamina no
inhibe la oxidacién de NHZ a cargo de los nitrificantes y, por o-
tra parte, parece ser que no es oxidada directamente por los nitri
ficantes autotrofos, debiendo ser atacada previamente por la flo-
ra heterotrofa con liberacién del NHZ, Ya quelos niveles miximos de

N0; obtenidos paralos distintos tratamientos, no fueron diferentes.

de los del control, no parece que la estimulacién sea debida a ni
trificacién de la etanolamina, salvo que, dado que el herbicida es
tuvo en contacto con el sqelo de 24 a 48 horas antes de que fuera
realizada la percolacién, alguna liberaciénhde NHZ ocurriese y la
flora nitrificante iniciase su proliferacién antes que el control

sin herbicida.

No podemos explicar el efecto estimulante producido por
este herbicida en la nitrificacién de suelo en percolacién, que =
podria responder a un efecto primario en la oxidacidn de NHZ y es
tarfa de acuerdo con la evolucién de la poblacién nitrificante ob

servada en suelos incubados (fig. 9).

Los ensayos de nitrificacién de diluciones de suelo se
plantearon con el objeto de tener una aproximacién de los efectos
de los herbicidas en este proceso y en el suelo bajo estudio. En -
este sentido, los resultados obtenidos no han sido muy dtiles. Por
un lado, las inhibiciones observadas segin estas técnicas, no co-

rrespondieron a los efectos encontrados en los ensayos de percola
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- cibén de suelo. Asf la formulacién de picloram produjo una notable
 inhibicién de la nitrificacién de suspensiones de suelo (tabla 3)
que no parece ocurrir en el suelo en percolacién (fig. 2, 3 y 5)

Y que sin embargo no llegé a ser una inhibicién total como la ob-

tenida en Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp, , en cultivo puro -

(tablas 15 y 18 ). En el caso de la formulacién de 3,6-D la inhi-
bicidén resultb§ también mé&s marcada en las suspensiones que en la
percolacién (fig. 6 y 8) y, por otra parte, no se correspondié con
la inocuidad obtenida para los nitrificantes en cultivo puro (ta-

blas 15 y 18).

En estas diferencias, quizés, estén implicadas las varia
ciones cualitativas y cuantitativas de la microflora y actividades
del suelo, en las que el factor diluciédn puede influir considera-
blemente y afectar as{ a los nitrificantes. Fleig (1952) observé -
una considerable inhibicién de la nitrificacidédn de suspensiones de
suelo por 2,4-D a concentraciones no téxicas en suelo , anuléndo-
se este efecto con la adicién de una mayor cantidad del mismo. Ba-
~ licka y Sobieszczanski (1969) refieren, también, inhibicién de la
nitrificacién en suspensiones de suelo por varios herbicidas, inhi
bicién que aumenté con la dilucidn y que no fue observada en las -
experiencias con suelos incubados, en las que se dieron, incluso,

casos de estimulacién.

4,1.3, Comparacibén de los resultados con datos bibliogréficos sobre

los derivados de piridina

Un compuesto derivado de piridina, N-Serve (2-Cl,6-(tri-
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clorometil) piridina), es un potente inhibidor de la nitrificacién
Y por ello se utiliza en la prictica como tal. Su efectividad re-
sulté variable segin el tipo de suelo (Bundy y Bremner, 1973) y -
posiblemente esté relacionada con el tiempo de permanencia del t6
xico en el mismo (Lewis y Stefanson, 1975). La inhibicién de la ni
‘trificacién por N-Serve parece ser especificamehte sobre las bacte
rias autotrofas nitrificantes: mientras no fueron afectados algu-
‘nos heterotrofos nitrificantes en cultivo puro (Shattuck y Alexan
~der, 1963), muy bajas concentraciones de N-Serve (0,2 ppm) inhibie

‘ron Nitrosomonas sp. y,aunque a mayor dosis, también Nitrobactersn;

* revirtieron la inhibicién en ambas cepas (Campbell

‘los iones Cu’
y Aleem, 1965, a2 y b). Seglin nuestros ensayos, cepas de las mismas

especies de nitrificantes autotrofos, N. europaea y N. agilis, to-

leran dosis mucho mayores de picloram 6 3,6-D, comparadas con las

del citado derivado de piridina.

No hemos encontrado otros trabajos sobre 1os:efectos de
estos derivados de piridina en la nitrificacién, excepto los refe-
;rentes al picloram. La mayor{a estin realizados en suelo incubado
y, quizds, por la diversidad de los tipos de suelo bajo ensayo, se
hayan obtenido resultados muy distintos. Por otra parte, la valora
cién de los efectos se basé en la determinacién de nitratos alcan-
zados después de.un cierto periodo de incubacién en presencia del -
herbicida., As{, segin Dubey y Rodrfguez (1970), el picloram, a do-
sis de 2 ppm, inhibié la nitrificacién durante el periodo de 8 sema
nas del ensayo en algunos de loé,suelos utilizados; mientras que en
otros, a 100 ppm, s6lo se retrasé ligeramente. Sin embargo Goringy

col. (1967) obtuvieron inhibicidén dnicamente en la etapa de oxida-
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cién de NHZ a NOE. Debona y Audus (1970), eh‘ensayos en percola-

'~ cibn, refieren un 50% de inhibicién en la velocidad de nitrifica-
cién en suelo enriquecido y en presencia de 50 ppm de picloram,.-
mientras que en suelo no pretratado con NHZ la reduccién de la ve
locidad mixima se obtuvo a dosis ligeramente mayorés, sugiriendo,

estos autores, que podria darse una cierta adaptacién de los nitri

ficamtes al picloram.

Nuestros resultados coinciden con los que refieren para
el picloram una baja toxicidad en los nitrificantes. La capacidad
nitrificante inherente de un suelo parece ser determinante de los
efectos producidos por los herbicidas. E1 suelo que hemos empleado
se puede considerar de alta capacidad nitrificante, al igual que -
la de los suelos en los que otros autores obtuvieron escaso efecto
del herbicida., Aunque no se puede descartar que los diferentes e-
fectos dependan de la diversidad de especies nitrificantes del sue
lo, las condiciones . microambientales en el mismo parecen tener de
cisiva importancia. Domsch y Paul (1974) observaron que la inhibi-
cién por herbicidas era solamente detectada en suelos con relativa
baja capacidad tamponadora. En este sentido Dubey obtuvo considera
ble inhibicién con picloram en los suelos de pH préximo a 5 (en -
los ensayos fue llevado a pH 6) y presentaron una baja capacidad
nitrificante que aumenté considerablemente al ser afiadida suficien
te cantidad de carbonato cdlcico; llegandose también a este resul-

tado cuando al suelo se le afiadié una suspensién de otro suelo de

alta capacidad nitrificante.
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4,2, Efectos del picloram Y 3,6-D en Rhizoﬁiﬁm‘agé.

4,2,1, Interés de su investigacién e importancia. de Y e

Rhizobium bajo_ensayo

La fijacién de N, por leguminosas es de reconocida impor
tancia ecoﬁémioa en la agricultura. El cultivo periédico de legumi
nosas en suelos dedicados a cereales es un medio de restitucién ge
nitrégeno en el suelo, empleado tradicionalmente y que se ha valo_
rado mds justamente ante la carestfa de los fertilizantes. As{ la
necesidad del estudio de los efectos de productos qufmicos aplica_
dos al suelo sobre el Rhizobium se polariza no s6lo en aquellos =-
que lo son a cultivos de leguminosas,sino que presenta interés de
mayor importancia y amplitud ecolbgica el estudio de la accién de
otros compuestos, como es el caso de los herbicidas estudiados, -
aplicados fuera del tiempo de cultivo de las leguminosas a otros
cul tivos que ocupan grandes extensiones de terrenos agricolas,como
los cereales, o a suelos que son ganados para la agricultura o el
pasito, caso este iltimo en que la cantidad de producto aplicado -
puede ser considerablemente elevada, La adsorcién de partfculas de
suelo a las células de Rhizobium ha sido demostrada (Marshall,
1969), as{ cantidades relativamente grandes de herbicida podrfan

estar en contacto con las células de Rhizobium,

ILa nodulacién de las leguminosas,en muchos casos,depen_
derd de la supervivencia de la poblacién nativa de Rhizobium en el
suelo, ya que la mayorfia de las leguminosas se cultivan sin previa

inoculacién, en muchos paises. Por ello es obvio el interés por la
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proteccién de la flora nativa de Rhizobium y midxime si se hallaen
condiciones precarias de supervivencia por ausencia de su legumi-

nosa huésped durante periodos de tiempo m4&s o menos largos.

Frente a la semejanza de estructuras quimicas del piclo-
ram y 3;6—D se presenta una aplicacién agricola principal distin-
ta en cada uno de ellos, en razén, fundamentalmente, a su persis-
tencia en el suelo; siendo,los efectos de estos herbicidas en la
flora nativa de Rhizobium, de interés en cuanto a distintos aspec

tos de los mencionados anteriormente.

El interés de las cepas de Rhizobium elegidas en este =
trabajo reside en la importancia econémica de su huésped vegetal,
o en su reconocida eficiencia en la fijacién de nifrégeno. As{, -
los tréboles se encuentran entre los mis efectivos fijadores de N2
y son frecuentemente iitiles en la praética agrfcola en orden al -
mantenimiento de la fertilidad del suelo, as{ como en la implanta
cién de praderas o pastizales. Serradella y lotos son asimismo de
gran importancia en pastizales contribuyendo, por otra parte, so-
bre todo los iltimos, en gran medida a la fijacién biolégica de -

nitrégeno en el suelo (tabla 30),

En cuanto al Rhizobium de garbanzo, estid ain muy poco es
tudiado, sobre todo en su aspecto ecolégico; sin embargo, el cul-
tivo del garbanzo estid considerado como de gran importancia alimen
ticia (Fao, 1972), ocupando una posicién clave en la dieta de los
pueblos de zonas semiiridas de los trépicos (Kanwar, 1975) y sien-

do Espafia uno de los pafses europeos con mayor cultivo (Murty,1975).
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"Tabla 30. Estimaciones representativas de la fijacién de N, por
leguminosas (Kg/Ha) | |

Alfalfa 50 - 500
Tréboles ' 50 - 200
Lotos 190
Pastizales de leguminosas 10 - 170
Soja o 40 - 600 .
Legumbre tropical | 20 ~ 260

Por otra parte, la mayorfa del nitrégeno obtenido por esta legumi_
nosa procede de fijacién simbiética, no habiendose conseguido res_
puesta positiva con la aplicacién de fertilizantes nitrogenados,

(UsSpA, 1968), ademds de que la nodulacién, actualmente depende de -
la flora nativa de Rhizobium presente en el suelo (Saxena y Yadav,

1975).

v Las cepas de Rhizobium utilizadas en nuestros ensayos -
fueron aislados de un suelo de pH 4,5-5, habitat at{pico para este
género bacteriano y que sin embargo albergé una gran variedad de
especies de leguminosas silvestres a la vez que rizobios a niveles
de poblacién considerables,llegandose a alcanzar hasta 10% rizo_-

bios por gramo de suelo,

Las cepas seleccionadas se distribuyen en grupos de ipq_
culacién y fisiologf{a muy diversos, a la vez que se han escogido
algunas por la semejanza de caracterf{sticas fisiolégicas (tablas

19 y 20) ante la tendencia que sostiene la estrecha relacién de los
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efectos de herbicidas con la cepa, ademés de con la especie de -

Rhizobium,

4,2.2, Efectos en el crecimiento

Las toxicidades de los herbicidas picloram y 3,6-D pue
den considerarse dentro del mismo orden para ambos, en las dis-

tintas cepas de Rhizobium bajo ensayo,

Los resultados del crecimiento;cuando los rizobios se
cultivaron en medio liquido a pH 6,8,no revelaron grandes dife--
rencias de sensibilidades entre las distintas cepas a dosis sub-
bacteriostdticas de los herbicidas, salvo la rapidez de adapta-
cibén, quizé,en relacibén con la velocidad de crecimiento de cada
cepa (fig. 14 y 15). Sin embargo, segin la extensién de la zona
de inhibicién obtenida en medio sélido (dosis de aplicacién supe
riores a las ensayadas en medio liquido) se presentan algunas di
ferencias de sensibilidad entre las distintas cepas, que parecen
estar m4s de acuerdo con los resultados obtenidos en medio 1lfqui
do cuando el pH se 1llevé a 5,5. Asf, en la inhibicién encontrada
en medio s6lido podrfa estar implicada una cafda del pH de dicho

medio a causa de la introduccién del herbicida, sobre todo cuan

do se traté del 3,6-D.

Entre las caracter{sticas fisiolégicas diferenciales -
de las cepas ensayadas con implicacién en el comportamiento fren
te a los herbicidas es de destacar la capacidad de modificacién

del pH del medio de cultivo, como reflejo de su metabolismo; -
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ademids de que el pH es un factor que influencia la penetracién -
de ciertos compuestos hacia el interior de la célula. Los pK res
pectivos del picloram y 3,6-D son 4,2 y 3,7, de forma que su pe-
netracién se podria ver facilitada al disminuir el pH del medio

de cultivo, De las cepas bajo ensayo, algunas son alcalinizantes
(B-7 y B=12) y otras acidificantes (Ts-7, Tr-3 y Ca-7) cuando -
se cultivan en EM, medio utilizado para la clasificacién de los

rizobios en los tipos énteriores (Vincent, 1970); sin embargo, -
nosotros hemos realizado todas las experiencias con herbicidas -
~ en Rhg, medio que facilité la manipulacibén en los ensayos donde

fue requerida reduccién en la produccién de mucflago. Indepen- -
dientemente del medio de cultivo, B-7 y B-12 fueron cepas alcali
nizantes y Tr-3 y Ts-7 acidificantes, sin embargo, la Ca-7 subié
el pH inicial 6,8 del medio Rh6. Por otra parte, cuando las ante
riores cepas se cultivaron a pH 5,5, todas elevaron el pH como -
consecuencia de su crecimiento (tabla 25), pero algunas como la

Ca-T7 y Ts-7 fueron incapaces de llevar a cabo esta alcaliniza- -
~ cibén cuando se cultivaron en presencia de herbicida (tabla 25),-
reflejandose este hecho quizd en las diferencias de sensibilidad
a los herbicidas,obtenidas a pH 5,5 en medio l{quido (fig. 16 ¥

17 ) y, quizé también,enrla bacteriostasis observada en medio sé

lido.

Se ha referido que la variacién del pH del medio de -
cultivo,como consecuencia del metabolismo bacteriano, incrementa
o disminuye la toxicidad de un compuesto quimico., Kaszubiak - -

(1968a)obtuvo mayor resistencia al Aretit en R.Meliloti, atribui
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da a la alcalinizacién del medio de cultivo y adem&s, las cepas

mis resistentes a este herbicida elevaron el pH m&s ripidamente.

De nuestros resultados se deduce que no hubo grandes -
diferencias de sensibilidad entre las distintas cepas para nin-
guno de los herbicidas, pudiéndose decir, ademds, que la sensibi
lidad fue més bien especifica que relacionada con la cepa, ya qus

por un lado, las cepas Tr-3 y Ts-7 de R. trifoliiy por otro B-7 y

B-12, de caracteristicas fisiolégicas muy semejantes, mostraron

gimilar respuesta. Sin embargo, la tendencia actual parece ser la
de aceptar que la sensibilidad de Rhizobium a los plaguicidas es de
pendiénte, mids de la cepa, que de la especie (Grossbard, 1976), -
habiéndose obtenido gran diversidad de tolerancias dentro de las

cepas de una misma especie, al mismo compuesto (Kapusta y Rouwen-
horst, 1973). Ademids las cepas mis sensibles a ciertos herbicidas
lo fueron, en general, a compuestos quimicos muy diversos (Makawi

y Abdel-Ghaffar, 1970).

Por otra parte, ha sido frecuentemente referida una ma-
~ yor tolerancia a losplaguicidas por parte de rizobios de crecimien

to rédpido, como R. meliloti y, sobre todo, R. trifolii y R. legu-

- minosarum (Kaszubiak, 1966; Gillberg, 1971) que por las de creci-

miento lento R. lupini y R. japonicum, Sin embargo, otros autores

obtuvieron lo contrario (Carlyle y Thorpe, 1947; Jensen y Petersen,
1952; Lehri y Prasad, 1976), coincidiendo con nuestros resultados.
Habria que considerar que las especies de crecimiento rédpido co-~ -

rresponden, en general, al grupo de las acidificantes del medio de
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cultivo y las de crecimiento lento, por el contrario, a cepas al-
calinizantes, Parece més convincente relacionar la sensibilidad -
de los rizobios a los plaguicidas con su fisiologfa, que con la ve
locidad de crecimiento, que por otra parte, Sbviamente estarfan -
relacionadas. Kaszubiak (1966) sugiere que la mayor resistencia a
los plaguicidas por parte de rizobios de crecimiento rdpido, podria
estar relacionéda, en general, con su mayor vitalidad y capacidad

de adaptacién.

De los herbicidas bajo estudio, picloram y 3,6-D, hay -
muy pocos trabajos, no sblo referentes a los efectos sobre Rhizo-
~bium, sino también sobre otros microorganismos "in vitro". Rhizo-
bium ha sido descrito como un género relativamente tolerante a -
los plaguicidas y, en particular, frentea los herbicidas hormonales
(Vvincent, 1977). Nosotros hemos obtenido una considerable resisten
cia al picloram y 3,6-D por parte de todas las cepas bajo ensayo -
- que esti de acuerdo con la observada por Goring y col.(1967) en u

na cepa de R. phaseoli, la cual crecié en medio sélido con 1000 -

ppm de picloram (como Tordon 22K). En m4s del 50% de un total de -
17 cepas de R, meliloti no se produjo inhibicién del crecimiento al

rededor de bloques de agar, conteniendo 1,5 mg de picloram (como -
Tordon 22K) y a 3 mg la mayorfa fueron sensibles presentando halos
de inhibicién de 1-2 mm (Camugli y GOmez-Etchart, 1974). Este ran-
go de dosis estd muy préximo al de nuestro ensayo, aunque nosotros
hemos obtenido sensibilidades mAs marcadas, para otras especies de

Rhizobium y con la diferencia de haber utilizado picloram puro.

La tolerancia de los rizobios al picloram parece darse -
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también en otros microorganismos. As{ Goringy col.,1 967) en una am-
plia gama de organismos aerobios del suelo entre los que se encon _

- traban bacterias, hongos y Streptomyces sp, no vieron inhibicién

a concentraciones tan altas como 1000 ppm de picloram (como_Tor—

don 22K); sélo observaron efecto en Thiobacillus tioxidams, Sin -

embargo, segin Breazeale y Camper (1972), Pseudomona fluorescens

a 50 ppm de picloram, disminuyé en un 30% su velocidad de creci-

miento, mientras esta dosis no afectaba a Erwinia carotovora y Ba-

cillus sp. A 200 ppm de picloram, Bdellovibrio bacteriovorus fue
ligeramente inhibido (Wehr y Klein, 1971).

4.,2.3, Efectos en el consumo de oxfgeno

Los efectos de plaguicidas en la respiracién de los mi-
croorganismos han sido, a menudo, observados por revelar efectos

en el metabolismo o actividad a nivel de membrana plasmitica.

Nuestros resultados mostraron una clara estimulacién del

consumo de ox{geno cbn la adicién de picloram y en presencia de ma
vnitol, por parte de células que no habfan sido adaptadas al herbi-
cida; estimulacién que ocurrié en todas las cepas bajo ensayo y re
sult6 de la misma magnitud en el intervalo de concentraciones ensa
yadas (50-300 ppm) (ver figura 18 ). Grossbard (1975) obtuvo estimu
lacién de la respiracién de R. trifolii (150-180%) a concentracio-

nes de dinoseb (derivado de dinitrofenol) entre 2 y 50 ppm, mien-
tras el recuento de viables se vié considerablemente reducido des-
de la dosis m4s baja ( en un 50% a 25 ppm). Sin embargo, a concen-

traciones de picloram estimulantes de la respiracién, nosotros no -
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obtuvimos inhibicién del crecimiento; sélamente se presenté un pe -
riodo de latencia, respeoto delrcontrol, variable segin la dosis,
pero manteniéndose la velocidad de crecimiento al pH 6,84’;0 de am-
bos ensayos. Dado que los efectos en el crecimiento pueden deber-
se a acciones a distintos niveles, los producidos por muchos com-
puestos quimicos sobre la respiracién y crecimiento celular, a me

nudo, no son paralelos,

El picloram podrfa actuar como desacoplador de la fosfo
rilacién oxidativa, como los dinitrofenoles, aunque ni el creci-
miento, ni la viabilidad celular se hayan visto afectados a las -
dosis de ensayo. Se.ha sugerido que este herbicida y otros regula
dores del crecimiento, actlan como desacopladores en la célula ve
getal, aunque su actividad herbicida se considere m4s bien debi-
da a su accién como compuestos reguladores del crecimiento (Ashton
y Crafts, 1973). La estimulacién de la respiracién en células bac-
- terianas en contacto con ciertos compuestos, ha sido referida fre-
cuentemente, a la vez que se observaba accién similar en células -
_vegetales. Asf, ioxinil mostré un incremento del consumo de O, cuan

do se afiadié a células de Erwinia carotovora (Hsu y Camper, 1973),

estimulacién que habfa sido referida anteriormente para células -
de tejidos vegetales (Moreland, 1967), sugiriéndose para este her-

bicida la accién como desacoplador.

Otra posibilidad serfa que el est{mulo en la respiracién
por picloram,fuese debido a cambios en la permeabilidad de la mem-
brana y subsiguiente incremento de la accesibilidad delsustrato o-

xidable al interior de la célula, Muchos-herbicidas con accién au-~
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xina modifican la permeabilidad celular en %egetales (Ashton y - -
Crafts, 1973), reflejéndose en el transporte iénico. El efecto a Qg»
te nivel, en general,vdeberé ser comin en procariontes y eucarion-
tes, excepto en ciertos casos, como por ejemplo cuando se implican
actividades o comﬁonehtes propios de cada una de sus membranas. A-
si{, la inhibicién de la respiracién y crecimiento por triadimefon
en hongos, no ocurrié en Rhizobium, ya que este fungicida parece -
actuar a nivel de esteroles, no presentes en ia‘hembrana bacteria-
na (Fisher y col., 1979). Por el contrario, el estfmulo de la res-
piracién (120-130% a dosis entre 100 y 300 ppm),atribuido a cam-
bios en la permeabilidad de la membrana, ocurrié,tanto en R, tri-
folii como en protoplastos de hongos y plantas (Fisher, 1974). Con

algunos fungicidas surfactantes, como Alk 3, se obtuvo una lige-

ra estimulacién de 1la respiracién de R, trifolii (Fisher y col.,

1978), sin afectar su crecimiento.

Por otra parte, el incremento en el consumo de O2 podria
deberse a la utilizacién del herbicida como sustrato oxidable por
‘parte de la bacteria. Pero segin nuestros resultados, el picloram
~no parece dtil como fuente de energfa. Asimismo se descarta esta -
posibilidad ante el hecho de que el consumo de 02, por células adap
tadas al herbicida, no se vié afectado en presencia o ausencia del

" mismo (figuras 22. y 23).

A diferencia de lo ocurrido con el picloram,y ain a besar
de la similitud. de sus estructuras quimicas, el 3,6-D no produjo -
ningin efecto en el consumo de 02. Las diferencias de propiedades

fisicoquimicas, fundamentalmente la carga de sus moléculas, puede -
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que sean decisivas en la acci6ﬂ sobre la membrana plasmitica.

Parecen contradictorios los resultados de los distintos
autores en cuanto al efecto estimulante observado sobre la respi-

racién, a la vez que sobre el crecimiento de Escherichia coli y -

levaduras, producido por IAA y por el Acido ¥-naftilacético (Audus,
1964). Ademds, es de esperar una gran variédad de respuestas ante

la diversidad en la estructura qufmica de los compuestos con accién
tipo auxina. As{, frente al'efeéto estimulante, anteriormente cita
do para las auxinas naturales, se ha referido inhibicién de la res

piracién a dosis subletales de 2,4-D en E., coli y Aerobacter aero-

genes y a dosis muy pequefias en algunas bacteriasrgram + (Lamarti-
nere y col., 1969), as{ como en varias especies de hongos (Smith

y Shennan, 1966; Plamadeala, 1972).

4,2.4., Efectos en el contenido de RNA y proteina

Muy frecuentemente dosis de un herbicida que no producen
efecto en el crecimiento de los microorganismos, han resultado mo-
‘dificar su metabolismo. As{ Dubos (1946) obtuvo reversién de la -
- bacteriostasis producida por algunas auxinas'con la adicién de pep
tona o tript6fano. La excrecién de aminodcidos libres fue estimula
“da o inhibida segin la bacteria, en presencia de atrazina (Balicka
| y Bilodub-Pantera, 1964). El mismo herbicida afecté la sintesis de

IAA por Arthrobacter sp. a concentraciones no inhibitorias del cre

cimiento (Grapelli y Rossi, 1979).

Nosotros hemos estudiado los efectos de los herbicidas -
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picloram y 3,6-D, a dosis subbacterioététicés, en el conténidd de
RNA y protefna totales de los rizobios, ante la respuesta obtenida
por un considerable nimero de autores (Ashton y Crafts, 1973 y -
'Moore, 1979) con herbicidas hormonales, inclufdo picloram, en los
~constituyentes celulares de tejidos vegetales, como es el incre-.
mento de RNA, fundamentalmente., Incluso se ha postulado que la ac
tividad hormonal de tipo auxina, es debida a la accién sobre el me
tabolismo de los 4cidos nucleicos y que el efecto herbicida podria
"responder a una excesiva sintesis de RNA y protefna (Shannon y col.,

1964).

En el hongo Neurospora crassa, s6lamente se incrementé

el contenido de DNA y RNA en presencia de 2,4-D y no con el resto
de los herbicidas,no hormonales, inclufdos en los ensayos. Ademés,
el mayor incremento correspondié al RNA, llegando a ser hasta del
140%, superior al del hongo creciendo en ausencia de herbicida y

sin que se observaran efectos en el crecimiento (Schrodery col., 1970).

| En plantas, el tratamiento con 2,4-D a dosis herbicidas
<muy frecuentemente produjo aumento del contenido de DNA, de protei
‘na y sobre todo de RNA (Moore, 1979). Segiin West y col. (1960)
el RNA de la fraccién microsomal fue el mé&s incrementado. La res-
puesta parece depender de la madurez del tejido y de la especie ve
getal, Cheng‘y col, (1972) observaron, con los herbicidas hormona-
.les estudiados -entre ellos el picloram- un aumento del contenido
de DNA y protefna; pero en cuanto al RNA la respuesta varié segin
se tratase de una planta sensible o resistente al herbicida. As{,

mientras en las dltimas el contenido de RNA disminuyé, en las sen



-187-

sibles se elevé a un 200% con descenso de la proporcién protefna /

/RNA.

Se ha sugerido que la adicién de herbicida en plantas, -
provoca transcripcién selectiva de DNA. As{ se obtuvo incremento
de actividad DNA polimerasa en hipocotilo de soja tratado con 2,4-D
(Moore, 1979). Por otra parte, los niveles endégenos de DNA-asa y
RNA-asa, fueron superiores en las plantas resisfentes que en las -
sensibles (Malhotra y Hanson, 1970), sugiriéndose que la sintesis
de RNA podria, igualmente, haber sido estimulada en plantas sensi-

bles y resistentes.

Nuestros resultados parecen apuntar a un cierto incremen
to en el contenidorde RNA, mientras la protefna permanecié clara-
mente invariable en las condiciones de nuestro ensayo. Este incre
mento - de un 10% por término medio -,observado en dos de las ce-
pas, se dié a las dos dosis de ensayo de cada uno de los herbici-
das; las cuales habfan permitido un crecimiento muy semejante al
del controly después de un corto periodo de adaptacién en el caso
‘de la dosis méé alta., A esta dosis, el incremento fue ligeramente
superior, aunque no en todas las cepas. Ante estos resultados, y a
falta de trabajos en organismos procariontes, no podemos decir na-
da sobre si los efectos son similares a los obtenidos en eucarion-

tes, ni si la adaptacién bacteriana supondrfa el control de la ex-

?
cesiva sfntesis de RNA provocada por los herbicidas, ni tampoco si
un cierto aumento de RNA y proteina es requerido para la adapta- -

> 2
clion.
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4,2.5. Naturaleza de la adaptacién

La resistencia de Rhizobium a los herbicidas picloram y

' 3,6-D, parece ser el resultado de una adaptacién fisiolégica de -
la bacteria, més que la consecuencia de una seleccién de parte de
la poblacién, olde lé induccién por el herbicida de mutantes re-
sistentes. Por otra parte, como consecuencia de.la adaptaciby no
hemos detectado cambios genéticos en las células de rizobios. Es-

ta conclusifén se basa en las siguientes observaciones:

- E1 tiempo de latencia en el inicio del crecimiento, ob-
servable a partir de ciertas dosis de cada uno de los herbicidas
¥ hasta las 400 y 1000 ppm del ensayo, respectivamente para piclo .
 ram y 3,6-D, nunca super$ el tiempo de generacién cuando se culti
varon en medio Rhg a pH 6,8, a la vez que la velocidad de creci-
miento permanecié constante respecto al control sin herbicida. Es
te periodo de latencia no respondié a la accién letal de los her-~
bicidas sobre la poblacibén en ninguna de las cepas de Rhizobium -
(segin los resultados de la tabla 26). A pH 5,5 la adaptacién po-
drfa ser de la misma naturaleza (fig. 16 ), aunque en algunos ca-
sos (fig. 17 ) la velocidad de crecimiento fue reducida con la pre
sencia de herbicida y el tiempo de latencia considerablemente ma-

yor que el obtenido a pH 6,8.

- No se ha encontrado que los rizobios adaptados a los -
herbicidas presentasen diferencias en la resistencia a ninguno de
los dos antibiéticos ensayados (estreptomicina y kanamicina), con

respecto a los no adaptados; indicando que estos herbicidas no ac
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tian como agentes selectivos de ciertos mutanfea_pteexistentes ni -
como inductores de mutaciGn. Por otra parte, se ob@uvo la misma =
sensibilidad relativa a los herbicidas por parte de una cepa nati 
va y dos mutantes de la misma, resistentes a antibiéticos (fig. -
24), lo que podrfa ser indicativo de la homogeneidad de la pobla-
cién de estas cepas nativas de Rhizobium, en cuanto a la respues-
ta a los herbicidas. Ademés, a veces la resisteﬁcié‘a ciertos té-
- xicos se debe a cambios genéticos pero de efectos ho gspecificoé§
por ejemplo, podrfa modificarse la permeabilidad de la membrana -
© celular, y en este sentido, la tolerancia a un t6;i¢o podria va-
riar por efecto de otro como ha sido referido para algunos anti-
 bibticos en distintas bacterias (Szybalsky y Bryson, 1952) y - -
ciertos herbicidas en Rhizobium (Kaszubiak, 1966).

- Ninguna de las cepas de Rhizobium bajo estudio fueron ca
| paces de utilizar estos herbicidas como ‘inica fuente de carbono y
energf{a (apartado 3.2.5 de Resultados), ain cuando los rizobios -
fueron cultivados previamente en su presencia.‘Nbsotros no hemos -
| investigado-la desaparicién de los herbicidas en el medio de culti
' vo, por lo que no se puede excluir lgfposibilidad de que puedan -
ser degradados por Rhizobium; éin embargo, en los ensayos de respi
racién de células adaptadas a estos compuestos,es de destacar que
en ningin caso se vié diferencia en el ox{geno consumido cuando el
herbicida era afladido a las células, junto con manitol, o.cuando es-
tuvo presente sélo el azidcar (fig.22 y 23). Segin los datos biblio-
graficos, la capacidad de los microorganismos en cultivo puro, pa-
ra degradar el picloram, sélo fue obtenida en presencia de fuente de -

carbono adicional y por parte de un restringido nimero de géneros de
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 bacterias, como Arthrobacter, Agrobacterium y Bacillus, y de hon-

gos, Aspergillus y Penicillium (Youngson y col., 1967; Vasil chenco

y col., 1975). Sobre el 3,6~D no podemos aportar datos de su degra
~dacién por microorganismos en cultivo puro, aunque los estudios en
suelo revelan una mayor susceptibilidad que el picloram a la degra

dacién biolébgica.

La résistencia de Rhizobium spp. a muchos compuestos pla
guicidas es debida frecuentemente a su capacidad de adaptacién fi-
siolégica mds que a la seleccién de mutantes o a la induccién de -
mutacién; y as{ parece ocurrir particularmente con muchos compues-
tos con actividad auxfnica, como se ha descrito para la auxina na-
tural IAA (Dullaart y col., 1971) y el herbicida 2,4-DB (Jordan y
Garc{a, 1969).

Segin Kaszubiak (1968a),dosis no selectivas de varios -
herbicidas pertenecientes a diversos grupos, entre ellos algunos
hormonales, no produjeron aumento de la resistencia de Rhizobium
spp.. Por otra parte, Gillberg (1971) refiere que los resistentes
“ obtenidos a dosis selectivas de algunos herbicidas (incluido MCPA)
lo fueron mds que la cepa parental. A menudo, los intentos de ais-
lamiento de mutantes resistentes a plaguicidas han fracasado. Go-
lebiowska y col. (1967) no lo lograron con tiuram, después de su-
- cesivas transferencias en medio conteniendo el fungicida; por otra
parte, aunque se hubieran obtenido de esta manera no se garantiza-
rfa que fueran resistentes desde el punto de vista genético. Sin
embargo, entre los rizobios supervivientes a tratamiento ultravio-

leta estos autores sf obtuvieron un aumento de los resistentes al
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fungicida,-

4,2,6, Efectos en la simbiosis Rhizobium-leguminosa

En la valoracibén de los efectos producidos por los herbi
cidas en Rhizobium spp. en relacién a la eficacia de la simbiosis
con las leguminosas, se han comparado distintos parémetros, entre
los cuales hemos considerado de la méxima importancia, la activi-
- dad nitrogenasa de los nédulos. Para su valoracién ha sido utiliza
da la técnica de reduccién de acetileno que, por su precisién, es
actualmente la mis aceptada. Ademds se han determinado otros pari-
metros relacionados con la eficacia de la infectividad de los ri-
zobios, segin el pretratamiento herbicida (nimero y peso de los né
dulos), as{ como el peso seco de las plantas, reflejo dltimo de la

eficacia de la simbiosis.

ILos anteriores pardmetros fueron incluidos en un trabajo
realizado por Johnen y col. (1979),en relacién con los efectos -
de herbicidas, en el cual fueron valorados también, el nitrégeno
total de la planta y el de algunas partes de la misma. Los resul-
tados de estos autoree fueron obtenidos cuando el compuesto era a
plicado al suelo, en contacto con la leguminosa, no excluyéndose,
as{, la posibilidad de que los efectos pudieran ser debidos a la
accién ejercida sobre la planta. En nuestro ensayo se traté de‘e-
liminar el herbicida del inéculo de Rhizobium y asi, en principio,
los efectos en la simbiosis serfan debidos sélo a la accidén ejerci
da sobre la bacteria, salvo que restos de los herbicidas permane-

cieran en el inéculo y que en el caso de picloram y 3,6-D tendrfan
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gran efect; en el desérrollo de la leguminosa. La correlacién ob-‘
tenida. por los citados autores para los distintos paridmetros, fue

' mayor entre los valores de etileno producido con el péso de los né
dulos que con el peso de la planta y el nimero de nélulos, en este
orden, Ademés los tres paréimetros anteriores presentaron muy peque
fla correlacién'con el nitrégeno total de la planta y menos atin con

el de distintas partes de la misma.

Nuestros resultados, obtenidos con Cicer sp., estédn de
acuerdo con la tolerancia al picloram y al 3,6-D. observada en la
cepa Ca-7 en vida libre, y ho vamos a comentarlos en los términos
de la anterior discusién. la estimulacién de ia nodulacién parece
responder al incremento del nimero de nédulos, ya que aumentaron
paralelamente tanto el nimero como el peso total de nédulos por -
planta (tabla 27). Sin embargo, a pesar de que las cepas Ts-7 y -
B-7, en vida libre, no presentaron diferente comportamiento fren-
te a los herbicidas,al de la cepa Ca-7, la eficacia de su simbio-
sis con las respectivas leguminosas resulté afectada por el pretra
~ tamiento herbicida a que fueron sometidos los rizobios, En el caso
de las plantas de trébol los dos herbicidas redujeron la actividad
nitrogenasa y esta ieduccién se manifesté en un descenso del peso
de la planta, mientras la nodulacién, salvo en el caso de 400-ppm,
no se vié afectada. las relaciones observadas entre estos parime-
tros estdn de acuerdo con las obtenidas por Johnen y col. En loto
observamos similares resultados, ademi4s de que hubo disminucién en
el peso de los nédulos sin que .fuese resultado de la reduccién de
su nimero y por tanto debido a la disminuciﬁn del tamafio. Un resul

tado comin observado en los dos sistemas Rhizobium-leguminosa, an-
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teriores es que no se produjo disminucién del niimero de nédulos -
por el tratamiento herbicida y que la reduccién del peso de la -

planta correspondié a una reduccién de la actividad fijadora de N2.

Los efectos negativos de los herbicidas en la simbiosis
Rhizobium~-leguminosa pareceh debidos a la accién de los mismos en
la planta,'quizés, a causa de los residuos que puedan ir en el i-
néculo , adsorvidos a los rizobios, o en su interior, puesto que
las leguminosas son muy sensibles, tanto al picloram, como al - -
3,6-D, Nosofros hemos observado que plantas de trébol inoculadas y
cultivadas en tubo de ensayo en presencia de 0,5 ppm de cualguiera
de los herbicidas, fueron muy afectadas en su crecimiento,mientras
.que 1la nodulacién no se vié précticamente afectada, a pesar de
que la rafz de la planta s{ aparecié alterada en su morfologfa y -
desarrollo. La actividad nitrogenasa de los nédulos, de esta mane-
ra,podrfa venir limitada por el aporte de materiales fotosintetiza
dos por la planta. Por otra pa;te, las sustancias reguladoras del
crecimiento, tipo auxina, parecen eétar implicadas en el inicio -
~ del desarrollo del nédulo (Libbenga y Bogers, 1974), por lo que =
los herbicidas picloram y 3,6-D, a bajas dosis, quizds no ejerzan
ningin efecto, o incluso, estimulen la nodulacién, como hemos ob-

servado en algunos de nuestros ensayos (tabla 27 y 28).
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5. CONCLUSIONES

El presente trabajo pone de manifiesto la notable tole-
rancia a los herbicidas derivados de piridina, picloram y 3,6-D,
por parte de grupos microbianos muy diferentes fisiolégica y nu-

tricionalmente: los autotrofos nitrificantes, Nitrosomonas sp. y

Nitrobacter sp., y especies del género heterotré6fico Rhizobium.

De los estudios sobre la nitrificacién se han obtenido

las siguientes conclusiones:

1) Ni el picloram ni el 3,6-D, a dosis comprendidas den
tro de los respectivos 1imites de solubilidad en agua (400 y 1000
ppm), tienen efecto en dos de las especies nitrificantes mas comu

nes en el suelo, Nitrosomonas europaea y Nitrobacter agilis, en -

cultivo puro, al igual que la formulacién del 3,6-D, Lontrel 300;
mientras que la formulacién del picloram, Tordon 22K, produjo una

notable inhibicién del crecimiento de ambas cepas.

2) La formulacién del picloram, Tordon 22K, en el rango
de dosis anterior, redujo transitoriamente la nitrificacién de sue
lo en percolacién, con incremento variable en la acumulacién de ni
tritos segﬁn la dosis. Este efecto sobre la nitrificacién parece
ser debido a una accidn indirecta quiz4 a causa de la interaccién
de otras actividades del suelo y asi del microhabitat deilos nitri
ficantes, siendo el factor suelo importante en el efecto obtenido.
 Esto podria apoyar la consideracién del proceso de nitrificacién co
mo indicador de efectos ejercidos por compuestos quimicos en 1la ac
tividad del suelo o en el equilibrio de su microflora. Por el con-
trario la formulacién de 3,6-D estimulé las dos etapas de la nitri-

ficacién a dosis semejantes en producto activo que el picloram,
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3) El .suelo modifica la respuesta de la microflora ni-
trificante a estos herbicidas. Por una parte, actué como protec-
tor disminuyendo, en algunos casos, la toxicidad, como ocurrié -~
con el Tordon 22K, Por otra parte, al introducir el factor suelo,
la formulacién del 3,6-D, inhibié la nitrificacién de suspensio-
nes de suelo, mientras que no fue patente esta inhibicién ni en

la nitrificacién de suelo en percolacién, ni en Nitrosomonas sp.

y Nitrobacter sp. en cultivo puro.

Los estudios sobre Rhizobium spp. nos permiten concluir:

1) E1 género Rhizobium presenta una considerable y si-
milar tolerancia a los dos herbicidas, no observandose bacterios-
tasis, ni reduccién de la viabilidad de los rizobios, a las co- =

rrespondientes dosis de solubilidad méxima en agua.

2) La sensibilidad de Rhizobium spp. fue similar en to-
das las cepas; solo se pusieron de manifiesto algunas diferencias
a pH 4cido del medio de cultivo, en relacién con las diferentes -

caracter{sticas fisiolfgicas de las distintas cepas.

3) La adaptacién de los rizobios a estos herbicidas es
una adaptacién fisioldgica y no el resultado de una seleccibén o -
induccién de mutantes. Ademds, la poblacién resultd§ ser homogenea
en su respuesta a los herbicidas, tomandose como criterio de di-
versidad de la poblacién de una cepa distintos mutantes en rela-

cién con la sensibilidad a antibiéticos.

4) Fl picloram y 3,6-D tuvieron distinto efecto en la
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respiracién de los rizobios no adaptados a los herbicidas, as{ -
mientras el 3,6-D no afecté el consumo de ox{fgeno en presencia de

manitol, el picloram lo estimuld claramente en todas las cebas.

5) E1 contenido de protefna y RNA celulares de Rhizobium
spp. no resultaron afectados, o'solo muy ligeramente en el caso -

del RNA, en las condiciones de nuestro ensayo.

6) Ninguna de las cepas bajo ensayo fue capaz de utili-
zar estos herbicidas como fuente de carbono y energfa. Ademis, es-
tos herbicidas no parecen ser metabolizados por Rhizobium, como su
gieren los resultados del consumo de oxigeno en presencia de mani-

tol, por rizobios adaptados a los herbicidas.

7) Los efectos adversos producidos en los rizobios en re
lacibén con la simbiosis con las leguminosas parecen deberse a la -

toxicidad de estos compuestos en la planta mas que en el Rhizobium.

8) Desde el punto de vista agricola, estos herbicidas no
parecen ser perjudiciales a los rizobios en vida libre en el suelo,
no impidiendo su crecimiento ni afectando su viabilidad, as{ como
tampoco su capacidad de nodular las leguminosas; solo a causa de -
los residuos de herbicida, la eficacia de la fijacién de N2 de la
simbiosis Rhizobium-leguminosa podria verse disminuida. Por otra -
parte, no hemos detectado que estos herbicidas produzcan efectos -~
mutagénicos en Rhizobium y asi la resistencia a antibiéticos no -
se vi6 alterada por ninguno de ellos. Ademé4s,la resistencia a an-
tibibticos es un factor implicédo en la supervivencia y competiti

vidad de los rizobios en el suelo.
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7. APENDICE

1. Medios .

1.1. Solucién salina de Winogradsky
Posfato Dipot&BICO ceececocccevssccccscccnne 5,0 g
Sulfato magnésico ceeeeeccccceccncccscccccns 2,5 g
Cloruro sédico .........;................... 2,5 g
Sulfato £EXrriCo ceceesccecsccccsscsccsccccccas 0,05 g
Sulfato ManNganOBO ceececcsccccsceccvccsaccsnes 0,05 g
Agua destilada cecececcccccccscccrssccciaccns 1 1litro
Se ajusta el pH a 7-7,5 con KOH

1.2. Medio de Winogradsky para microorganismos nitro

santes
Sulfato améniCo ceveescesccccsecssssccscsces 0,5 ¢
Carbonato CA1cCiCO ceeecsccccccsccccccccsceses 0,58
Solucién salina (apen. 1.1) eeeeecessccecses 50 ml
Agua destilada ceeececccccssccscsccccssssses 950 ml

Se esteriliza a 121°C durante veinte minutos

1.3. Medio de Wingg;adagy;para microorganismos nitratantes

Nitrito 8641CO eevececcosccssconcscccosssscee 18
Carbonato CA1CiCO ceeescccccesssccccccsccnce 1§
Solucién salina (apen. 1.1) ceecescccccccese 50 ml
Agua destilada ececeececscsssccssscsscccsccce 950 ml

Se esteriliza a 121°C durante veinte minutos

1.4. Medio de Skinner-Walker para Nitrosomonas

Sulfato ambénicCo eceeceeccssccssssscccscsscccess 0,58
Fosfato monopotésSicCO eeeecesessscccccscccense 0,2 g

Clomm célcico O @ 0 0000006060000 00000000 000000 0,04g
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Citrato
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férrico .'......‘.0............‘.......‘

ROJO fenOI 0 0000000000000 0000000000006000000

Agua deBtilada 0000 c0000000ss000000s 000000

0,5 mg de Fe

0,5 mg
1 1litro

Después de la esterilizacién a 121°C durante veinte minutos

el pH del medio se llevé a 7,5-8,0 por adicién de solucién

acuosa estéril de carbonato cdlcico al 5%

Medio B para Nitrobacter agilis, ATCC (n° 96)

Nitrito
Fosfato
Cloruro
Sulfato
Sulfato
Sulfato

B86A1CO cevssccecsscscersssessscvscone
DipotaSiCO ceeeevcescsscccccccccnnne
B6A1CO ceceescocvcsscccscscsnsssccne
MagNéBiCO ceevecsssecccssscsccscsnne
MANZANOBO seceosossessssccssssscoces

férrico ....’.....0..00....0‘.......Q.

Agua destilada ® 00000 000 0000050 OO OO OO SO ODNSOSNSE
PH = 7,5

Se esteriliza a 121°C durante veinte minutos. Por cada

18
0,5 g
0,3 g
0,5 g

2 mg

5 mg

1 1litro

100 ml se afiaden asépticamente 0,1 g de carbonato célcico

previamente esterilizado por calor seco a 160°C durante

una hora

Medio Extracto de levadura-Manitol para Rhizobium

Fosfato DipotASicCO secececcvcecccecscscssccecees 0,58
Cloxuro S6diCO cevecccccccccssceccacccsccsane 0,1 g
Sulfato magnésicCo cececcccsccscsccoscsccccsne 0,2 g
Manitol ceeececccccccccsccosocosccsocsssccsccccne 1,0 g
Extracto de levadura, OX0id cececceccccssces 0,4 g
Agua 4e8ti1ada seseevecosssccccccccacacssses 1 litro
El pH se ajusta segin convenga con Cl1 H, 0,1 N
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Este medio puede ser utilizado como medio sélido, afiadiendo

1,2% (p/v) de agar Oxoid. La esterilizacién se realiza a

121°% durante veinte minutos

Medio Rhs para Rhigobium

Fosfato DIipotlSicO ceeeeccccccsacscsccscnces
Cloruro 86diCO sececesccceccccvsoscccaccoscce
Sulfato magnésico (SO4Mg-7H20) cescsssssscns
Glutamato 86diCO seveecceccnscccosccsccccsne

ManitOI ® 9 © 0600600000060 0000 0000000000000 s00

0,5 g
0,1 g
0,2 g
1,1 g
58

Agua levadura ® 0 0000000 00000000 BOOPOSGGEECEOSIIEDOINDOSNINOSDS 100m1

Ag‘la deatilada S0 0000000000000 0000 00200000 gooml

El pH se ajusté segin conveniencia con C1 H 0,1 N

Rh - Agar: Al medio anterior se le afiadié agar, Oxoid

al 1,2% (p/v)

La esterilizacién se realiza a 121°C durante veinte

minutos

Solucién de Oligoelementos de Gibbson

BO cceccccccccccccccssecssccosssccoscsccccen
MN ceecescoccscccccscsccccssccsacccscasnscnce
2N qevececccssssssesssssccscsscssscscccncscnce
MO cosveconsescsccececccscsscccsecscscsccccnce

cu .......‘..l..........‘......'....".......
El porcentaje viene dado en peso/volimen

Medio definido para Rhizobium

Fosfato dipotd81iCO ceveccvcsccccccccccccasne
Fosfato monopotésiCo ceececccocccccccsasases

Tricloruro de hierro (013Fe. 6H20) cececssne

0,05%
0,05%
0,005%
0,005%
0,002%

18

0,01 g
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Sulfato magnésico (SO4M3. 7320) ceseevsccccscsee 0,25 g
Cloruro célcico,(0120a. 6H20) ececcscssscccsee 0,1 g

Nitrato potéeico ® 9000000000 Q00sOGOSOONOOIOGOGIEOSNOIOOREETOCTDS 0'63

Manitol eceececsceccccccccccoccssacscsscsssccce 10 E
Oligoelementos de Gibbson (apen, 148) eecccoee 1 ml
Vitaminas 1) cecececccessccccsccccscccccsscce 5O Mg

Agua destilada cecececessecccccccsscecccccsces 1 litro
1) Las vitaminés suplementadas fueron biotina, fiamina y
ac. pantoténico en la cantidad indicada.

El pH se ajusté a 6,8,

Se esterilizaron los fosfatos separadamente del resto del
medio, a 120°C durante veinte minutos.

Las vitaminas fueron esterilizadas y afiadidas aséiticamente

por filtracién.

Medio nutritivo, libre de nitrégeno de Jensen para plentas
Fosfato monocAlciCo ececevssccsocccocosssssccce 18
Fosfato bipot48iCO cececscscvceccscsscsccaccns 0,2 g
Sulfato magnésico (SO4Mge THy0) eevevvsceneees 0,28
C1oTUTO B6ALiCO eeeeescsccascascssssssecsccsscee 0,2
Citrato férrico .....;........................ 0,29 g
Oligoelementos de Gibbson (apen. 1.8) ceceeceee 1 ml
Agua destilada cecececccccsccescosssscccncoscoce 1 1litro
Se ajusta el pH a 6,5 - 7 segin convenga, y se esteriliza

a 121°C durante veinte minutos, excepto cuando es afiadido

a macetas con vermiculita, caso en que el tiempo de este -

rilizacién del conjunto se prolonga a dos horas
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1.11. Leche tornasolada ‘

Se ufiliza'ieche descremada reconstituida nlla que se a-
flade la cantidad de solucién de tornasol suficiente para que
tome color malva (10 m1 de solucién de tornasol al 4% por 1i
tro de leche). Se esteriliza en autoclave a 1212C durante -
tres minutos seguido de tratamiento en corriente de vapor du
rante treinta minutos tres dfas consecutivos. Antes de su u-

| tilizacién se incuba el medio dos dfas a 379C y otros dos -
a 309C, |
1.12. Solucién de Ringer al cuarto

Cloruro s6dicCO sesessssccccccscsscccsccssccesees 0,9 g

Cloruro potédSicCO seececccsscscccscscsccccccscce 0,042 g

Cloruro célcico hidratado cccececececcccccccsse 0,048 g

Bicarbonato 86diCO csececcccccccccccccccsccccce 0,02 g
- Agua destilada eccecccescccscccccsssscscsccccscses 400 ml

Se esteriliza a 1212C durante veinte minutos.

1.13. Tampon Dixon

Fosfato AipotdBiCo eeesscessecesccccenscccceses 11,4 g
Cloruro magnésicoO eeeececceccececcscescscsseses 0,5 ¢
Agua destiladl seceeccsccccccsccsscesscscesceses 1 litro
La solucién de fosfdto se lleva a pH 7 con ClH. Se esterili-
zan por separado los dos componentes a 1212C durante veinte

minutos.

2. Reactivos

2.1. Griess-Llosvay

- Reactivo de diazotacién:
Disolver 0,5 g de 4cido sulfanflico en 30 ml de 4cido acé-
tico glacial. Afiadir 100 ml de agua destilada y filtrar.
Este reactivo es estable durante un mes, conservado en re-

frigerador.
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- Reactivo acomplejante:
Disolver 0,1 g de X-naftilamina en 100 ml1 de agua destila-
da hirviendo. Después de enfriar, afladir 30 m1 de 4cido a-
cético glacial y filtrar.

BEsta solucién debe ser utilizada dentro del periodo de una
semana,conservada en refrigerador.
Los dos reactivos se mezclan a partes iguales inmediatamen
te antes de su utilizacién.

Acido fenoldisulfonico

Se afiaden 25 g de fenol puro a 225 ml de SO

2t (a=1,84) y se
calienta en bafio de agua a 1009C durante seis horas.

Mezcla zinc-cobre-diéxido de manganeso

Zn €N POlVO ceccecscssscscccsccscssccscscscssscce 1 &

Cu en pPOLVO ecececcccccsccccccccocccscscsscsccecee 0Oy1 g
Dibéxido de manganeso .eeececccscssccssssccccccs 1 &
Reactivo de Orcinol

Reactivo 1. Disolver 0,9 g de FeCl3.6H20 en 1 litro de ClH

concentrado (d=1,186). Se conserva indefinidamen
te.

Reactivo 2, Disolver 1 g de orcinol en 100 ml de agua desti-
lada. Conservado a 02C es estable durante algu- -
nas semanas,

Inmediatamente antes de su uso se afiade un volumen de reac-

tivo 2 a cuatro volumenes de reactivo 1.

Reactivo de Benedit

Reactivo 1. Carbonato 86diCO cceeveccesccscess 100 g

Citrato 86dico cecsecccccccscesese 173 8

En cantidad suficiente de agua y menor de 900 ml.
4Cu.5H20) eeees 17,3 g en -
100 m1 de agua destilada.

Reactivo 2., Sulfato cdprico (SO

Se afiade el reactivo 2 al 1 completando con agua destilada

hasta un litro. Se conserva en refrigerador.
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Apéndice 3. Compuestoé plaguicidas citados'en el texto.

Nombre comin

Nombre quimico

Herbicidas

Afalon
Aretit
Asulam

Atrazina

Carbetamida
Cloramben
Clorfenac
Clorprofam 6 CIPC
2,4-D

Dalapon

2,4-DB

2,4-DEP

2,4-DES

Dicamba

Diclorprop 6 2,4-DP
Dinoseb

DNOC

Bptam 6 EPTC

Erbon

Fenoprop 6 2,4,5-TP
Ioxinil
Linuron

MCPA

ver linurédn

Acetato de 2-sec-butil-4,6-dinitrofenilo
Sulfanilcarbamato de metilo
2-Cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-
~triazina
D-N-etil-2-(fenilcarbamoiloxi)propionamida
Acido 3-amino-2,5-diclorobenzoico

Acido 2,3,6-triclorofenilacético
N-(3-clorofenil )carbamato de isopropilo
Acido 2,4-diclorofenoxiacético

Acido 2,2-dicloropropiénico

Acido 4-(2,4-diclorofenoxi)butirico
Fosfito de tri-2,4-diclorofenoxietilo 6
Fosfito de di-2,4-diclorofenoxietilo
Sulfato &cido de 2-(2,4-diclorofenoxi)etilo
Acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico

Acido 2-(2.4—diclorofenéxi)propiénico
2-(1-Metilpropil)-4,6-dinitrofenol
2-Metil-4,6-dinitrofenol
N,N-di-n-propiltiocarbamato de etilo
2,2-Dicloropropionato de 2-(2,4,5-tricloro
fenoxi)etilo

Acido 2-(2,4,5-triclorofenoxi)propiénico
4-Hidroxi-3,5-diyodobenzonitrilo
N-(3,4-diclorofenil )~N-metoxi-N-metilurea

Acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético



MCPB 6 4-MCPB
Mecoprop 6 2, 4-MCPP
Paraquat
PCP
Pyrazona
Pyriclor
Simazina
2,4,5-T
2,3,6-TBA
TCA

Tricamba

Triclopyr

Trifluralina

Pungicidas

Alk 3
Benomilo

Fentin
Tiuram
Triadimeform

Tridemorf
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Acido 4-(4-cloro-2-metilfenoxi)butirico
Acido 2-(4-cloro-2-metilfenoxi)propiénico
Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4*-bipiridilo
Pentaclorofenol
5-Amino-4—cloro-zéfenil-3-piridazona
2,3,5-Tricloro-4-hidroxipiridina
2-Cloro-4,6~dietilamino-s~-triazina

Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético

Acido 2,3,6-triolorobenzoico

Acido tricloroacético

Acido 2,3,6-tricloro-2-metoxibenzoico
Acido ((3,5,6-tricloro-2-piridinil)oxi)acé
tico
2,6-dinitro-N,N-dipropil-4-trifluorometil
anilina

Etoxilatos de alcohol primario (013-615)
N-(1-(butilcarbamoil)-2-bencimidazol )carba-
mato de metilo

PhBSHOH .
Disulfuro de bis-(dimetiltiocarbamoil)
1-(4-clorofenoxi)-3,3-dimetil-1-(1,2,4~tria
zol-1-ilo)butanona

2,6-dimetil-4~tridecilmorfolina




