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Abstract

A large part of the success of legume plants (Fabaceae) in the different ecosystems of Costa Rica could be
due to their ability to establish symbiotic relationships with microorganisms of the Rhizobiaceae family and to
the fixed nitrogen that these bacteria can provide them. In this work, we evaluated the presence of nodules,
the tissue where nitrogen fixation is carried out, in 24 forest species of legumes belonging to four subfamilies
of Fabaceae, and several morphological characteristics of the roots were determined. The presence of nodules
was detected in 14 of the 24 species (58.3 %); however, there were large differences between the subfamilies. In
the two subfamilies considered the most basal (Detarioideae and Cercidoideae), no nodules were detected. In
the Caesalpinioideae subfamily, nodules were reported in 58.3 % of the species, mostly restricted to the clade
Mimosoideae. In the Papilionoideae family, considered the most derived, the presence of nodules was observed
in 87.5 % of the evaluated species. Most species with nodules had a light coloration on their roots, and species
without nodules had a darker coloration, with some exceptions. These trends are related to the phylogenetic
history of the subfamilies and the origins of nodulation. However, they could also respond to different infection
mechanisms and could even be related to physiological characteristics of plants, such as the production of
secondary inhibitory compounds of the nodulation. In this way, this study constitutes. the first step to understand
better the interactions between nitrogen-fixing microorganisms with their hosts.

Keywords: Nitrogen fixation, trees, rhizobia, symbiosis, roots, Costa Rica.

1. Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica, 11501 San José, Costa Rica; marianne.debedout@ucr.ac.cr, laura.solisramos@ucr.ac.cr,
keilor.rojas@ucr.ac.cr

2. International Center of Tropical Biology, Institute of Environment, Florida International University, Miami, Florida, USA; ovalverd@fiu.edu

@OS® | 01


mailto:marianne.debedout%40ucr.ac.cr%2C?subject=
mailto:laura.solisramos%40ucr.ac.cr%2C?subject=
mailto:keilor.rojas%40ucr.ac.cr%20%20?subject=
mailto:ovalverd%40fiu.edu%20?subject=
https://orcid.org/0000-0002-7327-7647
https://orcid.org/0000-0002-8935-5507
http://orcid.org/0000-0003-4261-0010
https://orcid.org/0000-0002-4937-2572

Resumen

Gran parte del éxito de las plantas leguminosas (Familia
Fabaceae) en los diferentes ecosistemas de Costa
Rica podria deberse a su capacidad de establecer
relaciones simbidticas con microorganismos de la familia
Rhizobiaceae y al nitrégeno fijado que estas bacterias
les pueden proveer. En este trabajo, evaluamos la
presencia de nédulos, tejido donde se realiza la fijacion
de nitrégeno, en 24 especies forestales de leguminosas
pertenecientes a cuatro subfamilias de Fabaceae y se
anotaron varias caracteristicas morfolégicas de las
raices. Se detectd la presencia de ndédulos en 14 de
las 24 especies (58.3 %), sin embargo, hubo grandes
diferencias entre las subfamilias. En las dos subfamilias
consideradas las mas basales (Detarioideae vy
Cercidoideae) no se detectaron nédulos. En la subfamilia
Caesalpinioideae, se reportaron nodulos en el 58.3%
de las especies, restringidas mayoritariamente al clado
Mimosoideae. En la familia Papilionoideae, considerada
la mas derivada, se observo la presencia de nédulos
en el 87.5 % de las especies evaluadas. La mayoria de
especies con nédulos presentaron una coloracion clara
en sus raices y las especies sin nédulos una coloracién
mas oscura, con algunas excepciones. Estas tendencias
estan relacionadas con la historia filogenética de
las subfamilias y los origenes de la nodulacion. Sin
embargo, también podrian responder a diferentes
mecanismos de infeccidn e incluso podrian relacionarse
con caracteristicas fisiolégicas de las plantas, como la
produccién de compuestos secundarios inhibitorios de
la nodulacién. De esta forma, este estudio establece un
primer paso para entender mejor las interacciones entre
los microorganismos fijadores de nitrégeno con sus
hospederos.

Palabras clave: Fijacion de nitrégeno, arboles, rizobios,
simbiosis, raices, Costa Rica.

Introduccion

Aunque cerca de un 78 % de la atmédsfera estd
constituida por nitrogeno, este elemento no es
facilmente accesible a las plantas por estar en su forma
gaseosa como dinitrogeno (N,). Sin embargo, existen
microorganismos que tienen la capacidad de convertir el
dinitrégeno en amonio, una sal que puede ser asimilada
por practicamente todos los organismos. El nitrégeno
es un nutriente esencial, ya que es el componente
principal de las proteinas y acidos nucleicos. Algunos
grupos de plantas como las leguminosas resuelven gran
parte de sus requerimientos de nitrdgeno a través del
establecimiento de relaciones simbidticas con ciertas
bacterias, llamadas rizobios, que pueden proveer hasta
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un 65 % del nitrégeno disponible y que por consiguiente
tienen gran importancia agricola y ecoldgica [1]-[3].

La relacion simbidtica establecida entre los rizobios
y sus hospederos leguminosos es el resultado de una
compleja sefalizacion entre el huésped y el simbionte,
resultando en la formacién de nédulos, donde se
encuentran las formas bacterianas de fijacién de
nitrogeno llamadas bacterioides. La infeccion de
leguminosas por rizobios involucra la quimiotaxis de la
bacteria con acidos organicos, aminoacidos, azlcares y
flavonoides excretados por las raices hospederas [3]-[6].
El proceso biolégico resultante, comunmente conocido
como fijacién bioldgica de nitrégeno, es particularmente
importante ya que tiene el potencial de reducir los costos
de produccién y aumentar la agricultura sostenible en
suelos tropicales [7].

Aunque la fijacién biolégica de nitrégeno es un
sello distintivo de la familia Fabaceae, los ndédulos
rizobianos también se encuentran en el género
Parasponia (Cannabaceae) y dentro de otras ocho
familias de angiospermas hay especies que forman
nodulos con bacterias del género Frankia (Rosaceae,
Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae, Rhamnaceae,
Elaeagnaceae, Datiscaceae, Coriariaceae). Todas estas
familias que forman nédulos radiculares para fijar
nitrégeno pertenecen a un mismo clado, Eurosidas |
(Orden Rosales + Cucurbitales + Fagales), dentro del
cual también hay muchas especies que no forman
estas simbiosis [5], [8], [9]. En el caso de Fabaceae,
estudios comparativos con otras familias revelan que
las leguminosas tienes sistemas radicales con mayor
nitrégeno, menor largo especifico de raiz y mayor
diametro que lo reportado en promedio para plantas con
semillas [10], lo que sugiere una especializacion particular
de este grupo. Sin embargo, no esta claro de donde
proviene esta predisposicion a formar nédulos, por qué
no siempre se expresa, ni por qué existen diferencias
morfolégicas tan extensivas en los ndédulos, pero
muchas de estas respuestas pueden estar relacionadas
con la historia evolutiva de estas plantas en conjunto con
su historia biogeografica y genética [9], [11]-[14].

En Costa Rica, a pesar de que se han realizado varios
estudios sobre la nodulacién, muchas especies nativas,
sobre todo forestales, no se han caracterizado o
han sido estudiadas solo de manera superficial. En
este estudio se evalué la presencia de nédulos en 24
especies forestales leguminosas, agrupadas en cuatro
subfamilias de Fabaceae, con la finalidad de establecer
conexiones entre la capacidad de fijar nitrégeno, la
filogenia y la morfologia de las raices. El establecimiento
de estas relaciones provee informacién valiosa sobre los
procesos de nodulacidén para determinar la influencia
de los factores evolutivos, caracteristicas funcionales



0 procesos quimicos sobre la simbiosis. Siendo
las leguminosas una familia con tanta importancia
economicay ecolégica, esta investigacion proporcionara
conocimientos fundamentales para la conservacion y
utilizacién de aquellas especies que se adaptan a vivir
en condiciones ambientales adversas.

Materiales y métodos

En este estudio se evalud la presencia de nédulos en
95 individuos de 24 especies de arboles leguminosos
agrupadas en cuatro de las cinco subfamilias de
Fabaceae, segun la nueva clasificacion APGIl. Se
utilizaron plantas de vivero entre los 30-70 cm de altura,
la mayoria entre 0 y 2 afos de edad, provenientes de
un vivero forestal en San Carlos, el vivero de la Escuela
de Ciencias Ambientales de la Universidad Nacional y
otras creciendo como regeneracién natural en jardines
de la Sede Rodrigo Facio de la Universidad de Costa
Rica. Se gener6 un arbol filogenético de las especies
analizadas a partir de las secuencias del marcador TrnL
y el espaciador intergénico TrnL-TrnF. Para la realizacion
de la filogenia se bajaron las secuencias disponibles
en Genbank del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore),
luego se alinearon con el programa Mafft (mafft.cbrc.jp/
alignment/server/), se editaron con el programa BioEdit
[15]. El arbol filogenético de maxima verosimilitud se
generd con un modelo GTR+G+l implementado en el
programa FastTree [16]. Posteriormente el arbol fue
visualizado con el programa MEGAX [17]. Para cada
individuo, ademas de la presencia o ausencia de ndédulos,
se tomaron en cuenta caracteristicas morfolégicas como
la coloracion y el grosor de sus raices.

Resultados y discusion

Se detectd la presencia de ndédulos en 14 de las 24
especies (58.3 %), sin embargo, hubo grandes diferencias
entre las subfamilias. En Detarioideae y Cercidoideae,
consideradas como las mas basales, no se detectaron
nédulos. Enlasubfamilia Caesalpinioideae se encontraron
nédulos en el 58.3 % de las especies analizadas, todas
en el clado que antes se clasificaba como Mimosaceae,.
En la subfamilia Papilionoideae, considerada como la
mas derivada, se observé la presencia de nédulos en
el 87.5 % de las especies evaluadas. En la Figura 1 se
presenta un arbol filogenético de las especies estudiadas
basado en el marcador molecular TrnL y el espaciador
intergénico TrnL-TrnF, donde se marca la presencia o
ausencia de nédulos, asi como la coloracion de la raiz.
En general se distingue que las especies mas derivadas
de Fabaceae parecieran favorecer el establecimiento de
relaciones simbibticas con bacterias rhizobiaceaes v,
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por tanto, la formacién de nédulos que les permiten fijar
nitrégeno atmosférico.

En las subfamilias de leguminosas pareciera existir un
patrén que asocia la capacidad de formar nédulos segun
el orden en que estas subfamilias evolucionaron [18]. A
partir de datos moleculares y fésiles de leguminosas,
el origen de las leguminosas ha sido datado hace
aproximadamente 59 millones de afios, en un area
semiarida al norte de la via maritima de Tetis, con sus
subfamilias reconocibles poco después [19], [20].
Como nuestros resultados sugieren, la nodulacion esta
ausente en los primeros linajes divergentes de la familia
y por lo tanto la formacion de nédulos evolucioné en las
leguminosas en algin momento cercano después del
origen de la familia [21]. Esto concuerda con varias lineas
de evidencia que sugieren que hace alrededor de 55
millones de afios hubo un pico importante en el didxido de
carbono atmosférico, la temperatura y la humedad [22],
[23]. Como el proceso de fijacion biolégica de nitrogeno
utiliza una cantidad significativa del carbono total fijado
por la planta huésped, el exceso de diéxido de carbono
junto con un déficit de nitrégeno pudo haber sido una
fuerza impulsora para el origen de la nodulacion.

Ademas de las condiciones climaticas, hay otros
componentes y requisitos que debieron ser necesarios
para el origen de la nodulacion. Uno de estos tuvo que
haber sido la capacidad de los dos organismos que
participan en la simbiosis para reconocerse entre si [24].
En general, se acepta que esto se desarrollé a partir de la
antigua simbiosis entre hongos y plantas terrestres para
formar micorrizas arbusculares [25], [26]. Actualmente se
hipotetiza que cuando las leguminosas se encontraban
en evolucién reciente, los rizobios explotaron esta via de
sefalizacién micorricica, imitando las sefiales fungicas
simbidticas [27]. También se ha sugerido que esta
capacidad de sefalizacién, y correspondientemente
la nodulaciéon en Fabaceae, ha surgido en eventos
separadosy se ha perdido en algunos linajes [9], [28]. Esta
podria ser la razén del porqué diferentes mecanismos
de infeccién se observan dentro de las subfamilias de
leguminosas y del porqué diferentes linajes de plantas se
asocian con diferentes linajes de bacterias [9], [28]. Por
eso, las filogenias moleculares y los diferentes procesos
de infeccion observados han revolucionado nuestra
comprension de las relaciones en las leguminosas y
han llevado a una reorganizacién de los géneros y tribus
tradicionales, aunque todavia exista una resolucion
incompleta en los clados mas basales.

Estos analisis, por ejemplo, han confirmado que la
nodulacion ocurre en menor proporcién en la subfamilia
Caesalpinioideae, que ahora incluye lo que antes se
consideraba la subfamilia Mimosoideae y en mayor
proporcidn en la subfamilia monofilética Papilionoideae,
aunque no sea universal en ninguno de los clados [20],


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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Cuadro 1. Lista de especies evaluadas en este estudio.

Table 1. List of species evaluated in this study.

Especie
Bauhinia ungulata

Caesalpinia
pulcherrima

Cassia fistula

Cojoba arborea
Dalbergia retusa
Delonix regia
Diphysa americana
Dipteryx panamensis

Enterolobium
cyclocarpum

Erythrina poeppigiana
Gliricidia sepium
Hymenaea courbaril
Inga spectabilis

Inga edulis

Myroxylon balsamum
Peltogyne purpurea

Pentaclethra
macroloba

Platymiscium
parviflorum

Platymiscium
pinnatum

Samanea saman

Schizolobium
parahyba

Senna papillosa
Tamarindus indica
Zygia longifolia

Subfamilia
Cercidoideae
Caesalpinioideae

Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Papilionoideae
Caesalpinioideae
Papilionoideae
Papilionoideae
Caesalpinioideae

Papilionoideae
Papilionoideae
Detarioideae
Caesalpinioideae
Caesalpinioideae
Papilionoideae
Detarioideae
Caesalpinioideae

Papilionoideae
Papilionoideae

Caesalpinioideae
Caesalpinioideae

Caesalpinioideae
Detarioideae
Caesalpinioideae

Nombre comun
Casco Venado
Malinche enano

Cassia fistula
Lorito
Cocobolo
Malinche
Guachipelin
Almendro
Guanacaste

Poro gigante
Madero negro
Guapinol
Guaba candela
Guaba
Balsamo
Nazareno
Gavilan

Cachimbo
Cristobal

Cenizaro
Gallinazo

Candelillo
Tamarindo
Sotacaballo

[21]. En Caesalpinioideae se han encontrado raices
invadidas por rizobios, con hilos de infeccion transcelular,
pero sin la formacion de ndédulos [29]. Esto apoya el
razonamiento que, inicialmente, la formacién de hilos de
infeccion transcelular era una respuesta de defensa a un
organismo invasor, ahora considerado simbionte, que
evoluciond para desarrollar la infeccién del pelo radicular
en los nédulos [30]. Por otro lado, en Papilionoideae,
donde algunos de los linajes divergentes mas tempranos
parecen ser incapaces de nodular, se liga el origen de la
nodulaciéon después de un evento de poliploidia desde
el cual se reclutan los genes necesarios. Se ha sugerido
que los principales donantes de genes duplicados
fueron los genes asociados a las simbiosis de micorrizas
arbusculares, los genes de formacién del tubo polinico y
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los genes de hemoglobina[30]-[32]. Lafalta de resolucion
en la filogenia y la ausencia de datos de nodulacién para
varios géneros hace imposible determinar si dentro
de esta subfamilia ha habido mas de un origen de
nodulacion [33]. Mas aun, no se han establecido cuales
son los mecanismos inhibitorios ligados a la ausencia de
nodulacion entre clados cercanamente emparentados,
sean estos la ausencia de genes especificos ligados con
las bacterias u otras adaptaciones a nivel radical que
inhiben la nodulacién.

En los resultados de esta investigacion se observd
que la mayoria de las raices con ndédulos presentaron
una coloracién clara, y las especies sin noédulos una
coloracibn mas oscura. La formacién de ndédulos
requiere una secuencia de eventos altamente regulados
y coordinados, iniciados por la generacion de sefiales
de flavonoides secretados por las raices de la planta
huésped. Se ha demostrado que los isoflavonoides y
flavonoides presentes en los exudados de las raices de
una variedad de leguminosas inducen la transcripcion de
un conjunto importante de los genes nod de Rhizobium,
responsables del proceso de nodulacién [34].

Ejemplos de flavonoides que se liberan naturalmente
de las plantas leguminosas para inducir la expresion de
estos genes nod son la luteolina, algunas flavanonas
(como el eriodictiol, la naringenina y la hesperetina),
algunas flavonas (como la apigenina), algunos chalcones
y algunos isoflavonoides (como la daidzeina y la
genisteina) [35], [36]. Las variaciones en los patrones
de hidroxilacién de estos flavonoides comunes en las
raices producen estructuras que dan colores claros,
normalmente blancos o amarillentos, en estos tejidos
subterraneos [5]. Por ende, la coloracién de las raices y
la quimica secundaria de las plantas podria ser un factor
determinante en la capacidad de nodulacion de una
especie. Adicionalmente, la variacidén considerable entre
los perfiles de flavonoides secretados en diferentes
especies de leguminosas podria ser el factor que le
permite a las bacterias distinguir a sus huéspedes y
podria explicar la variacion en la morfologia de los
nédulos y rutas de infeccion al afectar la expresion de
proteinas y la actividad catalitica de una amplia variedad
de enzimas [37].

Una coloracién mas oscura podria ser un indicador
de la produccién de sustancias tipo fenoles que son
utilizadas por las plantas como un mecanismo de
protecciéon contra patégenos. Esto implicaria una
posible contraposicion entre el invertir en defensa a
costa de simbiosis, o en el caso de las que realizan
simbiosis, utilizar otros mecanismos alternativos
para defenderse [38]. Sin embargo, también hubo
excepciones a lo anotado anteriormente. Por ejemplo,
Bauhinia ungulata (Cercidoideae) no present6é ndédulos a
pesar de tener raices claras [39] y esto podria deberse a
su alta capacidad de formar simbiosis micorrizicas [40].
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de 24 especies de arboles pertenecientes a familia Fabaceae, agrupadas en cuatro subfamilias. El arbol filogenético
de méaxima verosimilitud se calcul6 a partir de las secuencias del marcador TrnL y el espaciador intergénico TrnL-TrnF, usando un modelo GTR+G+l
implementado en el programa FastTree. Para cada especie se indica el nimero de acceso de las secuencias disponibles en el GenBank. Ademas, se
indica si la especie present6 nédulos y si la coloracién de las raices fue clara u oscura.

Figure 1. Phylogenetic relationships of 24 tree species belonging to the Fabaceae family, grouped into four subfamilies. The maximum likelihood
phylogenetic tree was calculated from the sequences of the TrnL marker and the TrnL-TrnF intergenic spacer, using a GTR+G+l model implemented
in the FastTree program. For each species, the accession number of the sequences available in GenBank is indicated. In addition, it is indicated if the

species presented nodules and if the coloration of the roots was light or dark.

Por otro lado, Pentaclethra macroloba y Zygia longifolia
(Caesalpinioideae) sipresentaronndédulos a pesardetener
raices con tonalidades oscuras. Estas especies podrian
tener algun mecanismo de sefalizacién e infeccion
particular o algunas formas distintas de leghemoglobina
por la cual tengan una coloracién oscura en sus raices
a pesar de ser capaces de formar nédulos [41], [42]. En
este sentido, es necesario profundizar sobre el cémo
los rasgos anatdmicos, e incluso arquitecturales, de
las raices podrian tener relaciéon con el establecimiento
de relaciones simbidticas con bacterias fijadoras
de nitrégeno.

La capacidad de algunas especies de fijar nitrdgeno
también podria llegar a ser un factor determinante para
explicar la distribucion de las especies y subfamilias y
su preponderancia en distintos habitats. La evidencia
indica que las leguminosas se han movido desde
tiempos muy cercanos a su origen a través de grandes
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distancias de agua, posiblemente saltando entre
islas o por eventos climaticos extremos [43], [44]. De
esta forma, un posible evento Unico de pérdida de la
nodulacion en algunas especies podria resultar en
especies no nodulantes estrechamente relacionadas
que se encuentran en distintos continentes [23]. También
es crucial considerar que esta expansion en el territorio
de las leguminosas no se da de forma aleatoria [45], [46].
En afos recientes se ha estudiado que el movimiento de
las leguminosas fijadoras de nitrogeno se da hacia zonas
mas aridas por su capacidad de maximizar los recursos
disponibles, como el agua [47], [48]. Sin embargo, es
probable que zonas anteriormente glaciadas tengan
mayores cantidades de nitrogeno en el suelo y que la
aptitud evolutiva se haya centrado en leguminosas no
fijadoras de nitrégeno que gastan menos energia [49]. Al
respecto, es necesario realizar mas investigacioén sobre
este tema para explicar la composicidon de leguminosas
noduladoras y no noduladoras en los tropicos y en zonas



templadas y revelar la razén de la dominancia de ciertas
subfamilias en distintos habitats.

Una coloracion blanca en los nédulos caracteriza a
las estructuras cuando estas son jovenes y aun no
fijan nitrégeno. A medida que los nddulos aumentan
de tamafo se vuelven color rosa a causa de la
leghemoglobina, que controla el flujo de oxigeno a las
bacterias [50]. Durante el proceso de senescencia en
los noédulos, que puede ocurrir por diferentes factores
climaticos o fenoldgicos, los tejidos cambian de este
color rosa a una coloracién verde o negruzca debido a la
degradacién de la leghemoglobina y de los bacterioides
[51]. Se ha determinado que la actividad de los nédulos
esta estrechamente relacionada con el tamafio de las
estructuras, siendo mas productivas y conteniendo una
mayor concentracion de leghemoglobina cuando poseen
un tamafo mediano. Por ende, si bien la coloracion de
las raices podria ser una indicacion de la capacidad
de nodular de una fabacea, el tamafio de sus nédulos
podria proveer un modelo simple y rapido para evaluar
la actividad y fijacion de nitrégeno de sus nédulos
radiculares [52].

Se ha propuesto que algunas otras caracteristicas
morfoloégicas de las raices tienen un efecto sobre la
nodulacién y viceversa. Al aumentar la densidad las
raices laterales de una planta, por ejemplo, se genera
una fuerte competencia entre estas que disminuye la
absorcién de nitrégeno por unidad de longitud de la raiz
[53]. Por otro lado, el niumero y la distribucién espacial
de los nddulos afectan el crecimiento y la arquitectura
del sistema radicular ya que tanto la disponibilidad como
la distribucion del nitrégeno influyen en el crecimiento
lateral de las raices [54]. Por esto, la ubicacion de los
nodulos a lo largo del sistema radicular no se da de forma
aleatoria. A nivel de una sola raiz, la region pequena
encima de la punta de la raiz donde los pelos radiculares
han empezado a diferenciarse es mas susceptible a
la infeccion y es donde posteriormente se forman la
mayoria de los nédulos. En esta ubicacion, las paredes
de los pelos radiculares permiten la deformacion y asi
los rizobios penetran dentro del hilo de infeccién hasta la
corteza de la raiz [55].

Sin embargo, observando el panorama del sistema
radicular completo, no todas las raices tienen nédulos
y, muy a menudo, estos se encuentran en lo alto del
sistema radicular. En sistemas de produccion agricola,
esto se ha asociado con la aplicacién de los inoculantes
en la superficie del sustrato y la poca capacidad de
migrar en el suelo de los rizobios [55]. Otra posible
explicaciéon implica un mecanismo de regulacion
sistémico, donde los primeros nédulos que se forman
envian una sefal a la plantula y su interpretacion lleva a
la produccién de una sefal inhibitoria que desciende a
la raiz, lo que evitaria que se desarrollen nuevos nédulos
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en las raices mas jovenes que ahora se encuentran mas
profundas en el sustrato [56]. Finalmente, otro nivel de
control que afecta la distribucién de los nédulos ocurre
a nivel de genotipo, como se ha observado en la soja
que diferentes variedades presentan diferentes perfiles
de nodulacién [54].

Hasta cierto punto parece que la morfologia de laraizy la
filogenia de una especie son caracteristicas indicativas
de la capacidad de nodular de una leguminosa. Sin
embargo, no todas las especies estudiadas responden
al mismo patron. Un caso notable dentro de las
Papilionoideae evaluadas fue Dipteryx panamensis, la
unica dentro de este grupo que no presenté nddulos.
Las raices de esta especie se caracterizan por ser
oscuras, gruesas, tener altos contenidos de nitrégeno,
y elevadas tasas de crecimiento en las condiciones del
bosque tropical humedo [57], [58]. Habria que determinar
si esta especie es capaz de establecer algun otro tipo de
relaciones endosimbidticas por ejemplo con bacterias no
rhizobiaceaes (que no forman nédulos) o con micorrizas,
que le permite tener ventajas adaptativas semejantes
a la capacidad de formar nédulos vy fijar nitrégeno. Los
contenidos de nitrégeno deberian ser evaluados en
demas especies de leguminosas que no formen nédulos,
pues de manera similar podrian tener otros mecanismos
para realizar la fijacién del nitrégeno.

Conclusiones

En sintesis, este trabajo permiti6 demostrar que un alto
porcentaje de las especies de arboles leguminosos tienen
capacidad de formar nédulos y establecer relaciones
simbidticas con bacterias fijadoras de nitrégeno, sin
embargo, las variaciones observadas pueden estar
relacionadas con la posicion filogenética de la subfamilia
de Fabaceae, rasgos morfolégicos y anatémicos de las
raices, o con el establecimiento de relaciones simbidticas
con otros grupos de bacterias y hongos. En futuros
estudios seria importante evaluar con mas detalle estas
propuestas considerando un mayor nimero de especies,
realizando caracterizaciones anatémicas y morfolégicas
de las raices, caracterizando aislamientos de rizobios,
e incluyendo el estudio de las poblaciones de endoéfitos
de las raices (bacterias y hongos) utilizando técnicas
independientes de cultivo.
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