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Resumen IX

Resumen

Dentro del ciclo del nitrégeno, la nitrificacién es la oxidacién de amonio (NH4*) hasta nitrato
(NO3) mediada por microorganismos. El NO3 es una forma inorganica de nitrégeno (N),
susceptible de perderse por lixiviaciéon y por desnitrificacidn, lo que resulta en pérdidas de
fertilizantes de N (alrededor del 70%). Estas pérdidas de los fertilizantes de N aplicados, tienen
impactos negativos a nivel socioeconémico y ambiental. Una estrategia para evitar la pérdida
de N en los sistemas agricolas, es la inhibicion de la nitrificacién. Ciertas plantas son capaces
de liberar compuestos quimicos de sus raices que inhiben la nitrificacion mediada por
microorganismos en la rizosfera, este proceso se denomina inhibicién biolégica de la
nitrificacion (IBN). La funcién de IBN ha sido caracterizada en la pastura tropical Brachiaria
humidicola (Bh), y ha sido identificada como la especie con mayor potencial IBN. Este estudio
en suelos contrastantes del Piedemonte llanero, evalud el efecto residual de IBN de Bh en una
simulacién de rotacién Bh-arroz secano para suelos de La Libertad. En suelo de Santa Rosa, se
explord el potencial IBN de diferentes genotipos de arroz de riego y de secano, con las
comparaciones realizadas entre variedades, lineas de mejoramiento y cultivares comerciales.
Las metodologias utilizadas fueron las desarrolladas para la determinacién de IBN en Bh y
Sorgo, como el ensayo de bioluminiscencia (bioensayo), con la cepa recombinante de la
bacteria amonio-oxidante (AOB) Nitrosomonas europaea, y la incubacién de suelo rizosférico
para la determinacién de tasas de nitrificacion. Se encontré diferencias en rendimiento entre
las lineas de arroz, con mayores rendimientos obtenidos de las plantas que crecieron en el
suelo donde previamente se sembrdé Bh. En la actividad IBN (determinada por bioensayo) de
los exudados de raiz, se identificé diferencias significativas (P < 0,05) entre genotipos de arroz,
expresados como unidades de aliltiourea por gramo de peso seco de raiz (ATU g-1) en un rango
de 3.27 a 31.75. Ademas, se encontré diferentes tasas de nitrificacion expresadas como mg N-
NOs kgt de suelo dia! desde 3.06 to 7.63. Para los genotipos de arroz de riego se encontré un
50% de relacién (r2=0.52) entre las tasas de nitrificacién y exudados de raiz. Estos resultados
indican que algunos genotipos de arroz tienen capacidad IBN, y el sistema de rotacién de Bh-
arroz se debe evaluar y aplicarse en campo para aumentar la produccién de arroz y el uso

eficiente de N.

Palabras clave: nitrogeno, nitrificacién, rendimiento, ensayo de bioluminiscencia.



Abstract

Abstract

Within the nitrogen cycle, nitrification is the oxidation of ammonium (NH4*) to nitrate (NO3°)
and is mediated by microorganisms. Nitrate is an inorganic form of nitrogen (N), susceptible
to being lost by leaching and denitrification resulting in the loss of N fertilizer (around 70%).
These losses of applied N fertilizer have negative socio-economic and environmental impacts.
One strategy to prevent the loss of N in agricultural systems, is the inhibition of nitrification.
Certain plants are able to release chemicals from their roots that inhibit microbially mediated
nitrification in the rhizosphere, this process is called biological nitrification inhibition (BNI).
BNI function has been characterized in Brachiaria humidicola (Bh) tropical grass, has been
identified as the species with the greatest BNI activity. This study in contrasting Piedmont
Llanos soils evaluated the residual BNI effect of Bh in a simulation of a Bh-upland rice rotation
system for from La Libertad. In soils from Santa Rosa the BNI potential of different lowland
and upland rice genotypes was explored, with comparisons made between varieties, breeding
lines and commercial cultivars. The methodologies used were those developed for the
determination of BNI in Bh and Sorghum, including bioluminescence assay (bioassay) with the
recombinant ammonia-oxidizing bacteria (AOB) Nitrosomonas europaea strain, and the
incubation of rhizosphere soil for the determination of nitrification rates. Yield differences
were found among the rice lines with greater yields obtained from those that grew in the soil
where Bh was previously planted. In terms of BNI activity (determined for bioassay) of root
exudates, significant differences (P < 0,05) were identified between rice genotypes expressed
as allylthiourea units per gram of dry root (ATU g'1) in a range of 3.27 to 31.75. Also, different
nitrification rates expressed as mg NOs-N kg-! soil day-! were observed, ranging from 3.06 to
7.63. For lowland rice genotypes there was a 50% of relation (r?=0.52) between the root
exudates and nitrification rates. Altogether, these results indicate that some rice genotypes
have the ability to reduce nitrification in soil. Additionally, the Bh-rice rotation system should

be further evaluated and implemented in the field to increase rice yields and N use efficiency.

Key Words: nitrogen, nitrification, yield, bioluminescence assay.
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Introduccién 17

Introduccion

La nitrificacién es un proceso de oxidacion mediado por microorganismos, que transforman el
amonio (NH4*) - relativamente inmdvil - a nitrito (NO2) y a nitrato (NO3") - forma inorganica
de nitrégeno (N) soluble en agua y muy mdvil, susceptible de perderse por lixiviacién y por
desnitrificacion en forma de emisiones gaseosas de 6xido nitroso (N20) (Galloway et al., 2008;
Schlesinger, 2009; Bremner y Blackmer, 1978; Leininger, et al. 2006; Canfield et al., 2010) y en
consecuencia contribuyendo a la contaminacién de cuerpos de agua y el calentamiento global
(Vitousek et al.,, 1997a y 1997b; Matson et al., 1998; Tilman et al,, 2001 y 2002; Dinnes et al.,
2002; Wagner -Riddle et al., 2007; Turner et al., 2008).

El proceso de nitrificacién involucra quimiolitétrofos bacterias amonio-oxidantes (AOB),
representada por el género Nitrosomonas spp.; autotrofos arqueas amonio- oxidantes (AOA);
quimiolitétrofos bacterias oxidantes de NO2, representada por el género Nitrobacter;
nitrificantes hetero6trofos y bacterias de la oxidacion anaerobia de NH4* (anammox) (Smith et
al, 2003; Chapuis-Lardy et al., 2006; Hayatsu et al., 2008, Mulder et al., 1995; Bremner y
Blackmer, 1978; Mosier et al., 1996).

De esta manera, los suelos con uso agronémico muestran altas tasas de nitrificacion, dinamica
que se ve reflejada en la cantidad de poblaciones microbianas de AOB y AOA que procesan el

nitrégeno en el suelo a través de la nitrificacion (Subbarao et al., 2012).

Cerca del 70% de los fertilizantes nitrogenados aplicados a los sistemas agricolas se pierden
debido a la nitrificacion - desnitrificacion, y con la idea de incrementar el N disponible para los
cultivos, el agricultor usa mas fertilizante, lo que incrementa el impacto ambiental y las
pérdidas econémicas (Sahrawat y Keeney, 1985; Raun y Johnson, 1999; Galloway et al., 2008;
Schlesinger, 2009; Subbarao et al.,, 2012; Subbarao et al., 2013).

Por lo tanto, se ha buscado inhibir la nitrificacion mediante el uso de inhibidores sintéticos
tales como nitrapirina, diciandiamida (DCD) y 3,4 dimetil pirazol fosfato (DMPP) (Guthrie y
Bomke, 1980; Weiske et al., 2001; Zerulla et al.,, 2001; Subbarao et al., 2006, 2012). Estos
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inhibidores quimicos sintéticos son compuestos que retrasan la oxidaciéon del NH4* mediante
la supresion de las bacterias nitrificantes del suelo (Hendrickson et al., 1978; Bremner et al.,
1981; Rodgers, 1986). Sin embargo, no son ampliamente utilizados en la produccién agricola
debido al costo adicional y la variabilidad en la eficacia dependiendo del tipo de suelo y las
condiciones climaticas, diferencias en la movilidad y por la falta de disponibilidad (Sahrawat y

Keeney, 1985; Subbarao et al., 2012, Goertz, 1994).

Diferentes estudios indican que algunas plantas exudan metabolitos desde las raices al suelo,
que pueden inhibir la nitrificacién, como se ha reportado en Bh (Brachiaria humidicola
[Rendle] Schweick), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), trigo silvestre (Leymus racemosus)
(Subbarao et al., 2007a, 2009, 2012; Gopalakrishnan et al., 2007; Zakir et al., 2008), arroz
(Pariascaetal., 2010) y trigo (Triticum aestivum) (O’Sullivan et al., 2016; Moore y Waid, 1971).
Esto abre las posibilidades del uso de la inhibicién bioldgica de la nitrificacién (IBN) como una
alternativa de bajo costo, para una mejor respuesta a la fertilizacién nitrogenada por parte de

los cultivares.

En este sentido, dada la importancia del arroz como alimento basico, y el uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados para obtener altos rendimientos que resulta en dafios ambientales,
la IBN puede proporcionar una alternativa biolégica para afrontar el reto de incrementar la
productividad de los cultivos con un menor impacto ambiental. Esta investigacion corresponde
a una evaluacién de un sistema de rotacién Bh-arroz como una forma de mejorar el
rendimiento de lineas de arroz secano con diferentes respuestas a la fertilizacion nitrogenada,
y probar el potencial IBN en diferentes genotipos de arroz validando los métodos
estandarizados por los investigadores del Centro Internacional de Agricultura tropical - CIAT
(Colombia) en colaboraciéon con Centro Internacional de Investigacién para las Ciencias
Agricolas del Japon-]JIRCAS (Jap6n) para la evaluacion de la funcién IBN en Bh y de esta manera
contribuir a la ecoeficiencia y futura aplicacién en los Llanos de Colombia, donde existen
grandes extensiones de campos sembrados con Brachiaria spp., y el gobierno colombiano esta
promoviendo el desarrollo agricola en la region (Convenio Altillanura) para transformarla en

la "despensa” de Colombia.
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Planteamiento del Problema

El considerable aumento del uso de insumos agricolas y la disminucién constante de la
eficiencia de fertilizantes nitrogenados (Hinsinger et al, 2011; Tilman et al, 2002), han
generado consecuencias como contaminacion de fuentes de agua por NOz y emision de gases
de efecto invernadero (Vitousek et al.,, 1997), especificamente el N;O, el mas importante gas de
efecto invernadero de contribucién antropogénica (Ravishankara et al., 2009), 296 veces mas
nocivo para la capa de ozono que el di6xido de carbono (CO;) y 13 veces mas que el metano

(CH4)(Reay et al., 2012).

Ademas, con la idea de incrementar el nitrégeno (N) disponible para los cultivos, el agricultor
usa mas fertilizante, llevando a continuos ciclos de nitrificacion en el suelo lo que incrementa

el impacto ambiental y las pérdidas econdmicas (Subbarao et al., 2013; Subbarao et al., 2012).

Por lo anterior, de manera que se pueda disminuir los costos del uso de fertilizantes para la
producciéon de un cultivo importante como el arroz, se planteé evaluar la actividad IBN en
ensayos de invernadero empleando suelos del Piedemonte llanero, y diferentes métodos de
fenotipificacion de la funcién IBN desarrollados en Brachiaria y sorgo mediante un sistema de
rotaciéon Brachiaria-arroz con suelos provenientes del Centro de Investigacion Corpoica ‘La
Libertad’ con diferente uso agronémico de Brachiaria y lineas élite de arroz secano; y el
potencial IBN en germoplasma de arroz, en suelo de la estacion experimental de Fedearroz

‘Santa Rosa’ bajo un sistema de secano favorecido.
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Objetivos

General

Evaluar la inhibicién bioldgica de la nitrificaciéon (IBN) en arroz (Oryza sativa L.) en suelos del

Piedemonte llanero.

Especificos

e Determinar el efecto residual de IBN liberado por Brachiaria humidicola (Bh) en el

suelo bajo un sistema de rotacién Bh-arroz.
o Identificar genotipos de arroz con mayor potencial IBN.

e Determinar la relacion entre tasas de nitrificacion y el potencial IBN medido en

exudados de arroz.
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Justificacion

La funcién IBN que presentan algunas plantas que exudan metabolitos desde las raices al suelo,
que actian como inhibidores de la nitrificacion, es considerada como un rasgo de la fisiologia
de las plantas que le confieren competitividad a las plantas en el uso eficiente de N (NUE) por

parte de los cultivares (Subbarao et al., 2009, 2013, 2015).

Dada la importancia del arroz como alimento basico, y la gran utilizacion de fertilizantes
nitrogenados para obtener altos rendimientos que resulta en dafios ambientales, la IBN puede
proporcionar una alternativa bioldgica para aumentar los rendimientos y al mismo tiempo

mejorar la NUE y reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (N:0).

En este sentido, para afrontar el reto de incrementar la productividad de cultivos con un menor
impacto ambiental, este estudio en el CIAT integra la investigaciéon independiente de los
programas de arroz y de forrajes tropicales, mediante ensayos de invernadero para probar los
beneficios del sistema de rotaciéon de Brachiaria-arroz como una forma de mejorar el
rendimiento de arroz y de esta manera contribuir a la ecoeficiencia mediante la reduccion de
lahuellade N, y laidentificaciéon de la capacidad de IBN en lineas de arroz avanzadas, de modo
que se validen en otros cultivos, los métodos para evaluar la IBN que se han venido
desarrollando con Brachiaria y al tiempo que se agrega valor a cultivares de arroz con
capacidad IBN. Finalmente, una aplicacion practica seria en los Llanos de Colombia, donde
existen grandes extensiones de campos con Brachiaria y el gobierno colombiano esta

promoviendo el desarrollo agricola en la regién.

Hipotesis

El sistema de rotaciéon Brachiaria-arroz muestra un efecto residual de la IBN de Brachiaria y
un aumento en el rendimiento de lineas de arroz secano; y se encuentran genotipos de arroz

con la capacidad de inhibir la nitrificacién en suelos del Piedemonte llanero.
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1. Capitulo 1. Revision. Dinamica del Nitrogeno en
los agroecosistemas: relacion planta-suelo

El nitrégeno (N) es un elemento importante para la vida, esencial para la sintesis de acidos
nucleicos (ADN, ARN), aminodcidos, proteinas y, por tanto, enzimas, hormonas, moléculas
importantes de naturaleza proteica como ATP y clorofila, por ende, es un elemento esencial en
todo el crecimiento y desarrollo de la planta (Raven et al., 2004; Hawkesford et al.,, 2012). Su
ciclaje involucra diversos procesos de transformacién - mineralizacién, amonificacion,
inmovilizacion, nitrificacion, desnitrificacion, lixiviaciéon y volatilizacion - donde influye la

biomasa microbiana, las propiedades fisicas y quimicas del suelo.

La poca disponibilidad de N del suelo es a menudo el factor limitante del crecimiento y del
rendimiento de los cultivos, por lo cual la aplicacion de fertilizantes de N inorganico se ha
convertido en una estrategia para aumentar los rendimientos de los cultivos en los sistemas
agricolas intensivos en todo el mundo. A nivel mundial, se aplican mas de 100 Gt afio' de N a
los cultivos, de los cuales aproximadamente 55 Gt afo! es capturado por los cultivos o

permanece en el suelo (Galloway et al., 2004; Gruber y Galloway, 2008).

Ademas de esta ineficiencia en el uso de N, la produccién y el uso de fertilizantes de N
inorganico ha contribuido a una serie de problemas ambientales, como son las emisiones de
gases de efecto invernadero, la eutrofizacién de las aguas y una disminucién de la
biodiversidad dentro y fuera de los sistemas agricolas, debido a que el NOs- en particular, es

facilmente lixiviado de los suelos agricolas (Andrews et al., 2011; Butler et al., 2012).

Por lo tanto, se han desarrollado una gama de métodos para reducir esta pérdida de N, por
ejemplo, el uso de inhibidores de ureasa y de nitrificacion, que puede resultar en aumento de

los niveles de las formas de N que las plantas pueden usar (Cameron et al., 2013).

En este sentido, el N que absorben las plantas es un componente clave dentro del ciclo del N
(Brackin etal., 2015), por consiguiente, se requiere disefiar nuevas estrategias para mejorar el

uso eficiente del N (NUE) por parte de los cultivos, basadas en una mejor comprensién de como
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es la dinamica del N en los suelos, y la forma en que las transformaciones de N afectan a la

absorcidn de este elemento por las plantas (Zhang et al. 2012; Davidson et al, 2012).

1.1 Dinamica del nitrégeno (N) en el suelo

El ciclo del N consiste en subciclos anidados: a) subciclo elemental, donde la forma gaseosa N

elemental (N;) es convertido en varias formas quimicas, gracias a reacciones de oxidacion y
reduccion mediadas por microorganismos; b) sucbciclo autotréfico que es manejado por la
demanda de nitrégeno inorganico de plantas y de microorganismos autotroéficos; y c) subciclo

heterotroéfico, manejado por la necesidad de carbono (C) organico que tienen los organismos

heterotrofos (Myrold, 2005) (Figura 1).

imbiotica Nz

Fijacion no S

[N,0]

N Cosecha

Desm’triﬁ(,a cion

Toma de N Planta

N Animal

N Sedimentos

N agua subterranea

N Fertilizantes

Fertilizacion

Figura 1. Esquema del ciclo del nitrégeno (N). Los procesos mediados por microorganismos
del suelo aparecen escritos en color rojo. Los gases aparecen entre corchetes. El subciclo
elemental estd sombreado de azul, el autotréfico de color rosado y en purpura el subciclo

heterotroéfico. Modificado de Robertson y Groffman, 2015.
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En este sentido, la dindmica de este ciclo biogeoquimico estd mediada fundamentalmente por
el metabolismo microbiano. En la figura 2 se muestran los genes que codifican las enzimas
clave en los procesos de transformacion del N - Fijacion biolégica de N, nitrificacion,
desnitrificacion, reduccion de NO3- —, el tipo de respiracion microbiana a la que se llevan a cabo

estos procesos y los estados de oxidacion de las diferentes formas de N.

Aerébico NOj3™  Anaerdbico

+5 nas nitrato reductasa
Asimilacién-procariota, Citopldsmica
nas euk-nr nitrato reductasa
+4 X | narG : Asimilacién-procariota, Citoplasmica
napA narG nitrato reductasa
euk-nr Disimilacién-unidoa membrana

. napA nitrato reductasa
+3 Noz P ] Disimilacion-periplasmica

nir nitrito reductasa, varias clases

c nrf nitrito reductasa
o asociado con napA
% X norB éxido nitrico reductasa
o hao ‘G o- norB oxido nitroso reductasa
5‘: nif nitrogenasa, varias clases
a +1 gimeo amenio monooxigenasa
o0 hao hidroxilamina éxido reductasa
Q = nxr nitrito éxido reductasa
-g 0 g hk hidracina hidrolasa
+ 3
W 3
L g

-1

-2

-3

Figura 2. Principales vias de transformacion bioldgica de nitrégeno (N), enzimas asociadas y
el estado de oxidacién de las formas de N. Modificado de Canfield et al., 2010 - Thamdrup y
Dalsgard, 2008.
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El N presente en el suelo (tabla 1) estd en forma de compuestos organicos en los residuos

vegetales, organismos y sustancias humicas (94-98%); NH4* fijado a las arcillas (1-6%); formas

inorganicas o N mineral presentes en la solucién del suelo - NHs*, NO2" NO3- (1-2%), y NH3, Na,

NO y N20 en la fraccidn gaseosa (McLaren y Cameron, 1996; Moro et al,, 2014).

Tabla 1. Principales formas de nitrégeno (N) encontradas o producidas en el suelo. Modificada

de Myrold, 2005.

Compuesto Estado de Forma presente en el Caracteristicas
(Formula) oxidacion suelo
Cation electroestaticamente Se volatiliza como NHz a pH alto -
en poder de las superficies suelos alcalinos (Sahrawat, 1989),
cargadas negativamente de asimilado por plantas y
arcilla y de los grupos microorganismos, sustrato de
funcionales de la materia nitrificantes autétrofos y oxidantes
organica del suelo anaerobios (anammox). Producto
Amonio (Sahrawat, 1989). de la actividad de la enzima ureasa
-3 Se encuentra disuelto en la que cataliza la hidroélisis de urea.
(NH4") solucién del suelo, como gas L
amoniaco (NHs) - fuente Cor}centracmn en extractos de suel_(z)
ionizada en el agua del suelo esta en un rango de 0.1-10 g N'm 3
(Robertson 'y  Groffman, Cantlc'lad t1p1ca3 es 1.8 N m
2015). asumlen.do 1 m suello almde
profundidad una densidad de 1.25 g
cm3,
Hidroxilamina No detectada Intermediario en la oxidaciéon de
-1 NHs.
(NH20H)
Gas en la atmosfera y del Es la reserva mas grande de N,
Dinitrégeno espacio poroso del suelo. relativamente insoluble, sustrato
0 parala fijacién y producto final de la
(N2) desnitrificacién.
i Gas en la atmosfera o Gas de efecto invernadero, muy
Oxido nitroso disuelto en el suelo. soluble, intermediario en la
+1 desnitrificacion y coproducto de la
(N20) nitrificacién.
Gas libre en la atmosfera del Quimicamente reactivo, un
suelo o disuelto en la intermediario en la desnitrificacion.
Oxido nitrico solucion del suelo
+2 (Robertson y  Groffman,

(NO)

2015).
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Compuesto Estado de Forma presente en el Caracteristicas
(Formula) oxidacion suelo
Disuelto en la solucién del Normalmente se encuentra en muy
suelo. bajas concentraciones, producto de
la oxidacién de NHj3, sustrato para
Nitrito la oxidacibon de NO2, un
(NO) +3 intermediario en la desnitrificacion.
Disuelto en la solucién del Moévil, producto de la nitrificacion,
suelo. Anién que no puede susceptible de lixiviarse.
unirse a las particulas de Concentracion en extractos de suelo
arcilla de suelos neutros o estd en unrango de 0.1-30 g N m-2.
basicos, que llevan cargas Cantidad tipica es 5 g N m=2
negativas. Sin embargo, se asumiendo 1 m3 suelo a 1 m de
une a los 6xidos de hierro y profundidad una densidad de 1.25
Nitrato aluminio (cargas positivas) Mgm3.
+5 . - .
(NO3) que estan presentes en En suelos en condiciones aerobias
suelos acidos (Kafkafi y espredominante, en un rango de 1-
Tarchitzky, 2012). 20 mol m-3 dependiendo del nivel de
fertilizante de N adicionado
(Crawford y Glass, 1998; Owen y
Jones, 2001; Hawkesford et al,
2012).
Compuestos presentes en la Rango de 100-3000 g N m=2
materia organica - proteinas, Cantidad tipica es 725 g N m=2
Nitrégeno aminoacidos, polimeros, (mediana del contenido de N
organico -3 acidos nucleicos, amino reportado de suelos, sin incluir
(RNH3) azucares, vitaminas, histosoles que podrian contener
antibioticos, metabolitos 3000 - 8000 g N m2 (Post et al.
_intermediarios. ~1985).

La concentracion de las diferentes formas de N varia dependiendo del pH del suelo, la
temperatura, la actividad microbiana (Wang et al., 2012) y conforme a la fijacién de N

(Jackson et al., 2008).

En los sistemas agricolas ocurre entradas de N a través de fertilizantes nitrogenados, segiin

Kafkafi y Tarchitzky (2012), sus formas basicas son:

¢ N-Urea: una molécula eléctricamente neutra - CO(NH>)..
* N- Amoniacal: que lleva una carga eléctrica positiva- cation NH4*

* N-Nitrato: que lleva una carga eléctrica negativa- anién NO3



Inhibicién Bioldgica de la Nitrificacion en Arroz 27

La urea (a través de los fertilizantes de urea o de la excrecién de los animales) que puede ser
utilizada por las plantas (Kraiser et al., 2011; Witte, 2011), es completamente soluble en agua
y una vez estd en el suelo causa un aumento inicial del pH debido a la actividad de la ureasa
(enzima presente en la mayoria de los suelos), transformandose rapidamente (entre 24 y 48
horas después de la aplicaciéon) en NH4* y didxido de carbono (COz). E1 NHz que se produce,
interactia inmediatamente con el agua para dar hidréxido de amonio (NH4OH), lo que resulta
en un aumento localizado del pH del suelo (Court et al., 1962). Cuando se aplica urea en la
superficie del suelo, hay pérdidas directas por volatilizaciéon de NH3 (Black, 1968; Hoffman y
Van Cleemput, 2004), y en esta volatilizacion influyen factores como capacidad de intercambio
cationico (CIC), pH, contenido de carbonatos (CaCOs), contenido de humedad del suelo,
temperatura, uso de fertilizantes, plantas y animales de pastoreo. Lo anterior relacionado con
la concentracion de NH4*que estd influenciado por las tasas de nitrificacidn, de absorcion de la
planta, de desnitrificaciéon y de inmovilizacién (Kafkafi y Tarchitzky, 2012; Cameron et al,,
2013).

Cuando el NHy* es la fuente de N, en las plantas las concentraciones de Ca y Mg son mas bajas
que cuando se usa NO3z- (Van Tuil, 1965), ya que el NH4* puede reemplazar a otros cationes
adsorbidos en las arcillas, como el Ca y el Mg, principalmente desplaza al Cay en menor medida
al Mg. A la hora de seleccionar este tipo de fertilizantes amoniacales, se deben tener en cuenta
aspectos como la sensibilidad del cultivo a la nutricién con NH4* (Moritsugu et al, 1983), la
temperatura en la zona de raices (Ganmore-Newmann y Kafkafi, 1985), el estadio fisiologico
del cultivo (Chio y Bould, 1976; Xu et al, 2001) y las condiciones del suelo.

En suelo saturado, como el sistema de riego de inundacién para el cultivo de arroz, la eleccién
comun es urea o fertilizantes amoniacales para que el cultivo lo absorba como NHy4* (Kafkafiy
Tarchitzky, 2012).

En condiciones aerdbicas el NH4* es transformado rapidamente hasta NOs-, siendo esta altima
la forma predominante en el suelo y la principal forma de N absorbido y asimilado por la

mayoria de las plantas (Bredemeier y Mundstock, 2000).

Como en el caso de la urea, el NO3- se mueve con el agua en el suelo, por lo cual desciende mas
alla de la zona de raices, y se pierde por lixiviacién, ademas en condiciones de suelo saturado
de agua, hay déficit de oxigeno (02) o anaerobiosis y en estas condiciones, muchos
microorganismos del suelo para su respiraciéon usan el NO3- como aceptor final de electrones,

en lugar del O; (desnitrificacion).
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Al respecto, Sebilo et al., 2013 utilizaron is6topos para determinar el grado en que el NO3- de
fertilizantes (K>NO3") fue tomado por los cultivos, evaluar el tiempo de permanencia de este
en la materia organica del suelo, y su tasa de lixiviacion a recursos hidricos durante 30 afios,
hallando la importancia de la materia organica del suelo como un amortiguador de la pérdida
de N por lixiviacion, y la gestion de modelos que permitan comprender y mitigar la lixiviacion
de NOs-. En tanto que Huang, Li y Yao (2014) concluyeron que el NO3 (KNO3) podria inhibir
significativamente la abundancia de 6xido nitroso reductasa, y por ende causar una alta
emision de N20.

Por otra parte, el uso de fertilizantes de NO3- como fuente de N aumenta el pH de la rizésfera
debido a que la absorcidon de NOs resulta en un flujo de salida de OH-de la planta (Marschner,

1995).

Asi, la fuente de fertilizante nitrogenado (urea, sales de NHs* o NO3) mas adecuada a las
condiciones de cultivo, suelo y clima local, sera disponible para las plantas de acuerdo a los

procesos de transformacion de N:

1.1.1 Mineralizacién

La mineralizacién del N es la transformacion de N organico en N inorganico. Entre los factores
que regulan la mineralizacion se encuentran la aireacién, la humedad, cantidad y composicién
de la materia organica y la temperatura (Malavolta, 1980; Marschner, 1995).

En el suelo el N organico es mineralizado a NH4* (amonificacién). La amonificacion es mediada
por enzimas extracelulares producidas por microorganismos, como proteasas, quitinasas,
RNAsas, DNAasas, ureasas; y de enzimas intracelulares aminoacido deshidrogenasa y
quinasas, involucradas en la produccién final de NH4*, al actuar en la degradacion de
nucleétidos, aminoacidos y amino azucares, liberando el NH4* a través de la reaccion de

desaminacion (Myrold, 2005).

1.1.2 Inmovilizacion

El NH4*es asimilado por plantas y microorganismos, y en la mayoria de los suelos esta presente
en bajas concentraciones (Myrold, 2005).
En el suelo, la mineralizacién-inmovilizacién se produce al mismo tiempo. Mientras que la

mineralizacion resulta en un aumento de N mineral (formas de N disponibles para las plantas),
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lainmovilizacién resulta en una disminucion. Los microorganismos tienen necesidad de N para
la biosintesis de proteinas, enzimas, acidos nucleicos; cuando este N que requieren esta
accesible en MO, el N se libera a la par del consumo de C por los microorganismos. Por el
contrario, cuando no es suficiente el N (sustratos de baja calidad) para el requerimiento
nutricional de los microorganismos, los microorganismos invierten energia en la sintesis de
enzimas para la mineralizacién de N y el producto que se libera al suelo debe ser inmovilizado.
La relaciéon C: N es mas alta en hongos que en bacterias y arqueas, por lo cual, de manera
comparativa los hongos crecen mas en sustratos bajos en N (Robertson y Groffman, 2015).

De esta manera, dado que la inmovilizacién resulta en una disminucién de las principales
fuentes de N para los cultivos (NOs- y el NH4*), las plantas también absorben y metabolizan una
amplia gama de formas N organico presentes en el suelo (Haynes y Goh, 1978; Salsac et al,,
1987; Begon et al., 1998; Marschner 2008; Boudsocq et al., 2012; Paungfoo-Lonhienne et al.,
2012).

1.1.3 Nitrificacion

En el proceso de nitrificaciéon, a menudo se ha considerado la nitrificacion autotréfica, donde
el NH4* (NH3 es el sustrato del enzima) proveniente de fuentes de N como urea, sulfato de
amonio o de la mineralizacidn de la materia organica, es oxidado secuencialmente en presencia
de 02, hasta NH,0H, que se oxida posteriormente a NOy, y este finalmente es oxidado hasta

NOsz-.

Basicamente la oxidacion del NH4* esta mediada por el enzima amoniaco monooxigenasa
(AMO). La presencia del gen amoA que codifica la subunidad A de este enzima, subunidad
conservada en todos los organismos nitrificantes autotréficos arqueas y bacterias amonio-
oxidantes (AOA y AOB) sugiere que este es el principal mecanismo de oxidacion del NH4* en el
suelo (Abell et al., 2012). El alto nivel de conservacion del gen amoA entre los diferentes linajes
demuestra la importancia evolutiva que les ha permitido a los microorganismos nitrificantes
establecerse en este nicho ecolégico como los principales transformadores de N (Pester et al.,

2012).

En suelos acidos, la nitrificacién en su mayoria es autdtrofa (De Boer y Kowalchuk, 2001) y es
llevada a cabo principalmente por arqueas nitrificantes (He et al., 2012). AOA y AOB tienen

diferentes potenciales de nitrificacion, AOA tolera mas bajas concentraciones de NH.*
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(Martens-Habbena et al., 2009) y puede adaptarse a condiciones extremadamente secas como
un mecanismo para evitar la competencia por NH4*, puesto que las plantas son
metabolicamente mas activas durante el periodo de lluvias (Kaye y Hart, 1997; Dore et al,,

2008).

Tradicionalmente se ha asumido que las tasas de transformacién de N en el suelo son mas altas
luego de eventos de lluvia que durante periodos secos (Austin et al., 2004). Sin embargo,
Parker y Schimel, 2011 han reportado altos flujos de N durante el periodo seco que durante
periodos himedos en pasturas de California. También seflalan que varios mecanismos pueden
estar causando estos inesperados patrones, incluyendo la competencia por el NHy4*, entre las

plantas, AOA y AOB.

Ademas de la nitrificacién autotroéfica, otros microorganismos pueden producir NO, y NO3- a
través de procesos de oxidaciéon enzimatica que no estan unidos al crecimiento microbiano (no
ganan energia con esta actividad, como si ocurre en la nitrificacién autotroéfica). Tal es el caso
de bacterias oxidantes de metano, cuya enzima metano oxigenasa, es un complejo unido a
membrana, que oxida también NHy4*, y por otra parte estan bacterias y hongos heterotroficos
capaces de oxidar el NH4* hasta NO2- o NO3- (nitrificacion heterotroéfica). Los nitrificantes
heterotroéficos incluyen por ejemplo hongos del género Aspergillus, y géneros bacterianos
como Alcaligenes, Arthrobacter spp., Aerobacter aerogenes, Streptomyces grisens, Pseudomonas
spp. v Thiosphaera pantophora (Paracoccus pantotrophus) - una interesante nitrificante
heterotroéfica que ademas desnitrifica en condiciones anaerébicas. En cuanto a la nitrificaciéon
heterotroéfica, parece importante en algunos suelos y microambientes donde tal vez los

nitrificantes autétrofos son inhibidos (Myrold, 2005; Robertson y Groffman, 2015).

Por otro lado, el NOs;, resulta en niveles mas altos en sistemas de labranza cero, donde hay
mayor actividad bioldgica y nitrificacion en el suelo, en comparacién con areas bajo sistemas
de labranza convencionales (Moro et al., 2014). En este sentido, grandes cantidades de NO3
conduce a mayores pérdidas de N, especialmente en entornos con altas precipitaciones
(Crusciol et al., 2011). Este proceso de lixiviacion no sélo resulta en pérdidas considerables
de N, sino que también representa un riesgo de contaminacién de aguas superficiales y
subterraneas (Sebilo et al,, 2013). Asimismo, el exceso de NO3z que no es tomado por las

plantas puede perderse al estar disponible como sustrato para el proceso de Desnitrificacion
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- que basicamente es la reduccion de NO3z- a formas gaseosas N0, NO y N, (Barker y Mills,

1980; Smith et al,, 2003, Mora et al,, 2005).

Otros procesos que influyen en la disponibilidad de N en el suelo son la reducciéon de NOs-
hasta NH4* bajo condiciones anaerobias por bacterias entéricas anaerobias facultativas como
Escherichia, Enterobacter, anaerobias obligadas como algunas especies de Desulfovibrio,

Wolinella, microaeroéfilas como Campylobacter, y aerobias como Pseudomonas (Myrold, 2005).

1.2 Amonio vs. Nitrato

Las plantas en su mayoria tienen la capacidad de utilizar ya sea NH4* 0 NO3- como fuente de N
(Haynes y Goh, 1978; Salsac et al., 1987; Boudsocq et al,, 2012), pero en ventaja comparativa
el cation NHs* estd electroestaticamente en poder de las superficies de arcilla cargadas
negativamente y los grupos funcionales de la MO del suelo, manteniendo por mas tiempo en
la rizosfera el N para que pueda ser absorbido por la planta, lo que reduce la pérdida de N por
lixiviacidn, que en contraste, el NO3-, es mas labil a ser lixiviado, lo cual ha llevado a la pérdida

de N (Slangen y Kerkhoff, 1984; Sahrawat, 1989).

El NH4* puede ser la mayor fuente de N en suelos acidos (Von Wirén et al., 2000) y en suelos
alcalinos se da la volatilizacion del NHs, por lo que es posible en este tipo de suelos, que la
nitrificacion facilite la retencion del N al convertir rapidamente el NH4* en NOs3-, este dltimo no
es susceptible a pérdidas por volatilizacion (Sahrawat, 1989). Sin embargo, Alcantara y
Camargo, 2010 sefialan que en latosoles (suelos de regiones tropicales como Brasil), presentan
bajo contenido de materia organica y tienen carga neta positiva, que favorece la retencién de

NOs3-, un anién con adsorcién electrostatica, predominantemente.

Desde el punto de vista energético, la toma y asimilacién de NH4* tiene menor costo energético
que la toma y asimilacion de NOs-. La asimilacion del NO3 requiere una energia equivalente a
20 moles de ATP / mol de NO3-, mientras que la asimilaciéon del NH4* requiere inicamente 5
moles de ATP / mol de NH4* (Salsac et al., 1987).

Asi, el ahorro energético en la asimilacion de NH4* llevaria a pensar que se daria una mayor
produccién de biomasa en las plantas que crecen con NH4* a diferencia de las que crecen con

NOz. No obstante, el uso combinado de las dos formas de N puede conducir a un mejor
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rendimiento de la planta (Tisdale, Nelson y Beaton, 1985). Una mezcla de aproximadamente
NH4* / NO3 (30/70%) puede aumentar el rendimiento en comparacién con solamente NOz
(Marschner, 1995; Gentry y Below, 1989) y segiin expone Subbarao et al. (2006) para la
mayoria de los sistemas agricolas, un balance de dos tercios a un tercio entre NOz y NHy4*

provee el mejor crecimiento de los cultivos y productividad.

Algunos estudios muestran que si el NHs* es la Unica fuente de N para las plantas, pueden
causar sintomas de toxicidad graves (Barker y Mills, 1980; De Graaf et al., 1998; Britto et al.,
2001). Luego esta toxicidad podria contrarrestar la ventaja energética en tomar NH4* en lugar
de NO3, y ademas este dltimo se puede almacenar en los tejidos vegetales. Sin embargo,
algunas plantas como el arroz en una etapa temprana de su desarrollo y que estan adaptadas
a condiciones anaerobicas del suelo, y plantas adaptadas a suelos acidos generalmente
prefieren NH4* sobre NO3- (Kennedy, 1992; Sasakawa y Yamamoto, 1978; Arregocés, 1985;
McKane et al,, 2002; Malavolta, 1980; Nascente et al., 2011).

En cuanto a la fisiologia de las plantas entre la absorcién de las dos formas de N inorganico
NH4* y NO3 (Tabla 2), Maire et al. (2009) sugiere que los costos fisiologicos y limitaciones
fisicas limitan la estrategia de la planta en direcciones opuestas y, por tanto, podria imponer

una compensacion.

De esta forma, las plantas poseen plasticidad en la absorcion de diferentes formas de N
(Houlton et al., 2007), lo que ha permitido una especializacién en la toma de determinada
forma de N (Ashton et al,, 2010). Aanderud y Bledsoe (2009) notaron que la preferencia de
NH4+ o NO3 estd influenciada por la estructura de la comunidad a través de cambios en la
competencia por el N, pues observaron una separacién parcial en la toma de las formas de N
entre pasturas nativas e invasivas en un bosque de robles en California. Por su parte, Boudsocq
et al. (2012) sefialan que debido a que poco se sabe acerca de la importancia ecolégica en la
preferencia de las plantas por NH4* frente a NO3- para el funcionamiento del ecosistema y la
estructura de las comunidades, han modelado esta preferencia mediante dos ecosistemas
contrastantes y demostraron que el NOsz  afecta significativamente a las propiedades del

ecosistema, como la biomasa, la productividad y las pérdidas de N.
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Tabla 2. Relacién entre la fisiologia de las plantas y las formas de nitrégeno (N) NH4* y NO3-.

Elaborado a partir de Andrews et al. (2013).

NH4+* NOs-
I Altas concentraciones Alto
Crecimiento de la planta g,
pueden causar toxicidad
Crecimiento de raices y apices Disminuye Aumenta
Concentracion de azucares y Alto Bajo
almidones
. . Alto Alto
Contenido de macronutrientes
(K, Mg+, Ca*) en hojas jévenes
Contenido de macronutrientes Menor Mayor
(K, Mg+, Ca*)
en hojas maduras
Disminuye Aumenta

Tasa de movilizacion de reservas
en la semilla prior a germinacion

Rompimiento de dormancia en
semilla

Reduce dormancia en
algunas especies de
plantas

Reduce dormancia en
muchas especies de
plantas

Arquitectura de la raiz

Estimula la formacién
mas que la elongacién de
yemas laterales

Incrementa la longitud de
raices laterales.
Altas concentraciones
pueden inhibir el
desarrollo
de las yemas laterales

1.3 Influencia de las plantas sobre la nitrificacion

El éxito o fracaso de las plantas para absorber el N en la zona de la raiz tiene implicaciones no

s6lo para el crecimiento y rendimiento del cultivo, sino también sobre las pérdidas de N, como

las que se desencadenan desde el proceso de nitrificacién, en un contraste de funciones y

relaciones ecolégicas de plantas y la estructura de la comunidad microbiana en el suelo y en la

rizosfera (Boudsocq et al., 2012).

En condiciones de acidez las especies de plantas acido tolerantes tienen una alta toma de NH4*

y de este modo disminuye o iguala la nitrificacién en la rizosfera comparada con el resto de

suelo y por su parte las especies menos tolerantes a la acidez, tienen alta nitrificacion en la
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rizosfera comparada con el resto de suelo, debido a la baja toma de NH4*. Asi, se hablaria de
plantas que inhiben la nitrificacion y plantas que estimulan la nitrificacién (Olsson y

Falkengren-Grerup, 2000).

Teniendo en cuenta que algunas plantas son capaces de inhibir (Lata et al., 1999, 2000, 2004;
Subbarao et al.,, 2007a, 2007b) o estimular la nitrificacién (Lata et al., 2000; Hawkes et al,,
2005), se estaria alterando la cantidad relativa de NH4* y NO3 disponible en el suelo para su

propia nutricion, asi como para la nutricién con N mineral de sus competidores.

El control de las tasas de nitrificacion podria desempefiar un papel clave en la dinamica de las
comunidades vegetales ya que la estimulaciéon y la inhibicién de la nitrificacion afectan
fuertemente las invasiones de plantas (Lata et al., 2004; HawKkes et al., 2005; Rossiter-Rachor

etal,, 2009).

La estimulacidn de la nitrificacién previene la invasion y la exclusion entre dos tipos de plantas.
Cuando el tipo que estimula la nitrificacién es el residente, entonces la disponibilidad de NH4*

se reduce fuertemente, mientras que el NO3-aumenta en gran medida (Boudsocq et al.,, 2012).

En este sentido, Hawkes et al., 2005 mostraron que varias plantas anuales exéticas (Avena
barbata y Bromus hordeaceous) fueron capaces de aumentar las tasas de nitrificacion en el
suelo por un factor de 2, y sugirieron que tal control sobre la nitrificaciéon da una fuerte ventaja
alos residentes en la invasion de plantas.

Wheatley et al. (1997), identificaron que plantas de cebada tenian un efecto estimulador
durante la etapa de crecimiento temprana, pero un efecto inhibidor sobre la nitrificacién desde
el inicio de la etapa reproductiva hasta la madurez. Por su parte, Subbarao et al. (2009)

evidencia que los exudados de la raiz de soya estimulan la actividad nitrificante en el suelo.

Sylvester-Bradley et al. (1988) evidenciaron en campo que las tasas de nitrificaciéon fueron
estimuladas en los suelos donde se cultivaron leguminosas forrajeras (Pueraria phaseoloides,
Centrosema macrocarpum y Stylosanthes capitata) en comparacion a pasturas del género
Brachiaria (B. decumbens y B. humidicola) que no mostraron estimulacion de la nitrificacién en

el suelo.
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Boudsocq et al. (2009) plantearon un modelo de evaluacién del impacto de la inhibicién de la
nitrificacion (IN) en funcionamiento de los ecosistemas, informando como una IN puede
aumentar la productividad primaria y la fertilidad de los ecosistemas en una manera
sostenible. De hecho, la IN realza la conservacién de N mineral en el suelo - NH4*, ya que como
se ha mencionado, el NO3 es mas propenso que el NH4*a perderse del ecosistema. Lo cual es

de particular importancia en ecosistemas pobres de N y/o en suelos bien drenados.

Al respecto de la inhibicién de la nitrificacién por plantas, desde 1914, Russell indic6 que
cultivos como maiz, trigo, girasol y sorgo, pueden influir en la nitrificacion y la formacién de
NO3z en los suelos. En cuanto a trigo y maiz, Lyon et al., 1923 observaron que suelos sembrados
de trigo y de maiz mostraron niveles mas bajos de NO3- en comparacién con las parcelas de
control sin plantas, que fueron igualmente fertilizados. Del mismo modo, Moore y Waid (1971)
encontraron bajas tasas de nitrificacién en suelos incubados con lavados de raiz de trigo
(Triticum aestivum) y de raigras (Lolium multiflorum) y sefialaron que los factores que inhiben
la nitrificacién son los compuestos liberados a partir de las raices. En algunos suelos forestales
y de pasturas se observo que la nitrificacion es baja (Munro, 1966; Lodhi y Killingbeck, 1980;
Vitousek y Matson, 1984; Cooper, 1986; Sylvester-Bradley et al., 1988). Por su parte, Alsaadawi
(1988) encontraron que exudados de raices de sorgo y de girasol inhiben la nitrificacién en

suelos.

El fendmeno de inhibicidn bioldégica de la nitrificacién (IBN) se ha venido estudiando en
plantas gramineas forrajeras tropicales de origen africano del género Brachiaria y segin
afirma Subbarao et al. (20072), estas plantas pueden sintetizar y liberar de sus raices
compuestos quimicos que inhiben la nitrificacién, manteniendo el N como NH4* durante

periodos mas largos de tiempo.

En cuanto a los compuestos quimicos implicados en la funcién IBN, se han encontrado en B.
humidicola (Bh) metil-p-cumarato y ferulato de metilo en tejido de raices (Gopalakrishnan et
al,, 2007), brachialactona en exudados de las raices (Subbarao et al., 2009), y en los metabolitos
exudados de las raices de Sorghum bicolor metil 3, 4-hidroxifenil propionato (MHPP) y
sorgoleona y sakuratenina (Zakir et al., 2008; Subbarao et al., 2013).
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Zhu et al. (2012) plantean que la liberaciéon de moléculas IBN a la solucién del suelo tiene
implicaciones energéticas considerables para la planta con alta actividad IBN que ha destinado
parte de los fotosintatos para la sintesis de estos compuestos. La relaciéon entre la toma de
NH4*, la bomba de ATPasa de la membrana plasmatica y la acidificacién del medio rizosférico

influyen en la liberacién de compuestos IBN.

Por su parte, Pariasca et al. (2010) estudiaron la actividad IBN en arroz y se configuran como
la primera evidencia de que los exudados de las raices de arroz pueden reducir las tasas de
nitrificacion en el suelo, y al igual que en sorgo y Bh encontraron que los iones NH4* estimulan

la exudacion de compuestos IBN.

Finalmente, dada la importancia de la nitrificacion en la utilizacion de N por parte de los
cultivos, y las pérdidas de N, entender la dindmica del N como un elemento importante de
soporte de lavida en el planeta, y de particular interés en los agroecosistemas, permite avanzar
en el estudio y aplicacién de estrategias que promuevan un NUE en los sistemas agricolas,

proporcionando asi su sostenibilidad y ecoeficiencia.
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2. Capitulo 2. Potencial de Inhibicion Bioldgica de la
Nitrificacion (IBN) de Brachiaria humidicola para
el rendimiento de arroz (Oryza sativa L.)

La Inhibicién Biolégica de la Nitrificacion (IBN) permite mantener el nitrégeno (N) mineral del
suelo en forma de amonio (NH4*) durante mayor tiempo, ya que este es menos moévil y se
pierde en menor proporcion comparado al nitrato (NO3z) que resulta del proceso de

nitrificacion.

Desde el 2012, en el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) en colaboracién con
Centro Internacional de Investigaciéon para las Ciencias Agricolas del Japon (JIRCAS) y
Ministerio Federal de Cooperaciéon Econdmica y Desarrollo - Alemania (BMZ), se ha venido
estudiando el efecto residual de IBN de Brachiaria humidicola (Bh) previamente plantado en

la rotacién Bh - maiz, y su beneficio en términos de rendimiento de grano.

El arroz es un cultivo cereal que prospera en suelos salinos, alcalinos y acidos. De las 23
variedades del género Oryza que existen, se cultivan dos: Oryza sativa, originaria del trépico
hiimedo de Asia, y la 0. glaberrima de Africa Occidental (Organizacién de las Naciones Unidas

para la Agricultura y la Alimentacion - FAO, Afio internacional del arroz, 2004).

En el aflo 2014, segiin FAOSTAT, los principales productores mundiales de arroz fueron China
e India. En Colombia, la produccién media de arroz fue de 1,828,254 toneladas de arroz
cascara, y la tasa anual de crecimiento econ6mico en términos de area, produccién y
rendimiento de arroz, fue en descenso, en los ultimos afios (2010-2014). Tal como lo evidencia
datos de las series histdricas en las estadisticas arroceras de la Federaciéon Nacional de
Arroceros - FEDEARROZ, y donde se muestra también que la zona de los Llanos orientales
cuenta con la mayor drea sembrada (146,538 hectareas) con un rendimiento de 4.36 toneladas

de arroz “paddy” seco (arroz cascara) por hectarea, para el mismo afio.

En cuanto a la nutricién mineral, el arroz requiere 16 elementos esenciales (De Datta 1981),
de los cuales el N es uno de los macronutrientes esenciales para su crecimiento, siendo

constituyente de aminoacidos, acidos nucleicos, y clorofila, aumenta el tamafio de las hojas, el
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numero de espiguillas por panicula, el porcentaje de espiguillas llenas y contenido de proteina

en el grano (Doberman y Fairhurst, 2000; Lea y Miflin, 2011).

La urea es el fertilizante de N cominmente aplicado a los cultivos de arroz. Sin embargo, la
recuperacion de este N por parte del arroz puede ser tan bajo como un 10% y rara vez supera
el 50% (De Datta, 1981), por lo cual, para afrontar el reto de incrementar la productividad de
los cultivos de arroz, se utilizan grandes cantidades de fertilizantes nitrogenados que resultan

en dafios ambientales.

En este sentido, para obtener altos rendimientos de grano, con un menor impacto ambiental,
se evalu6 mediante un ensayo en invernadero, que simula un sistema de rotaciéon Bh-arroz de
manera que se determine en qué medida lineas de arroz secano del Proyecto colaborativo
entre el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT-Colombia) y el Centro de
Cooperacion Internacional en Investigacion Agricola para el Desarrollo (Cirad-Francia), con
diferentes respuestas a la fertilizacidn nitrogenada, se benefician en términos de rendimiento,
de una mejora de suelo previamente sembrado con Bh, y determinar el efecto residual de IBN

de Bh en el suelo.

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Localizacién y caracteristicas del suelo

El ensayo en materas de un sistema que simula una rotaciéon Bh-arroz se llev6 a cabo en un
invernadero experimental del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), situado a
30°30°17.47” Ny 76°21’ 24.31” O, en el Km 17 Recta Cali-Palmira (Valle del Cauca, Colombia).
El suelo empleado para este estudio fue tomado de la parte superior 20 cm limpiando el area
de toda cobertura vegetal, del lote de Agronomia “Loma 5” donde se siembra lineas de arroz
secano del Proyecto de mejoramiento de arroz CIAT/Cirad (SAR) y del area de Ganaderia
“Chipre” donde se encuentra establecido Bh CIAT 679 (SBH), ambos lotes se encuentran en el
Centro de Investigacién de la Corporaciéon colombiana de Investigacion Agropecuaria
(Corpoica) La Libertad, ubicado en el Km 17 via Puerto Lépez (Villavicencio, Meta, Colombia)
a04°03'35'9742'N, 73°28'8.8776' W. El tipo de suelo del area es un oxisol que se clasifica como
Typic Haplustox, terrazas altas en la clasificacion regional (Orduz et al, 2011). Las

caracteristicas de los suelos antes de la siembra se muestran en la tabla 3. Para ambos suelos
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pH 4,7, a este pH posible toxicidad de Al; valores medios de Zn; saturacion de bases de 23,1%
(SBH) bajay 55% (SAR), niveles bajos de Cuy B (SAR), y altos de Fe (SBH).

Como linea base, previo al inicio del ensayo en invernadero, a los suelos SBH y SAR se les
determind las tasas de nitrificacién por medio de incubacién de suelo (ver secciéon 2.1.5) y
cantidad (copias de gen amoA) de arqueas y bacterias amonio-oxidantes (AOA y AOB)

mediante qPCR (ver seccién 2.1.6).

Tabla 3. Propiedades fisicas y quimicas de los suelos de La Libertad SBH (suelo de Bh) y SAR
(suelo de arroz).

Parametro* SBH SAR
Arena % 53.7 325
Limo % 8.3 17.8
Arcilla % 379 498
Textura AAr A
pH 477 476
MO (gkg) 28.12 31.54
C organico total (gkg!) 16.31 18.29
P (mg kg1) 329 2333
Ca (cmol kg™1) 0.51 1.16
Mg (cmol kg-1) 0.10 0.60
K (cmol kg1) 0.10 0.22
Na (cmol kg1) 0.00 0.00
Al (cmol kg1) 236 1.64
CICE (cmol kg1) 3.07 3.62
S (mg kg'1) 16.73 23.02
B (mg kg1) 044 0.18
Cu (mg kg1) 0.69 044
Zn (mg kg1) 0.73 1.80
Mn (mg kg1) 3.79 5.72
Fe (mg kg1 66.36 22.15
N- NHa4* (mg kg1) 8.4 0.2
N-NO3- (mg kg'1) 347 6.72

*Textura (método del hidrometro - Bouyoucos) pH (Agua 1:1); Materia Organica (Walkley-Black Espectrometria);
Carbono organico total (1,724 = Factor de Van Bemmelen para convertir el C organico en MO); P (Bray II
Espectrofotometria), Ca, Mg, K, Na Intercambiable (Absorcion Atdmica); Capacidad de intercambio catidénico
efectiva — CICE (suma de cationes); Al Cambiable (KCl 1M volumetria); S extractable (Caz(PO4)2 Turbidimetria); B
en Agua Caliente (Espectrofotometria Azometina); Cu, Zn, Mn, Fe Extractable (Doble Acido Absorcién Atémica), N-
NHa4*y N-NO3- (Espectrofotometria).
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2.1.2 Poblacion de estudio

Se selecciono 4 lineas élite de arroz secano (Linea 3, Linea 18, Linea 23 y Linea 31) que hacen
parte del programa de mejoramiento Proyecto CIAT/Cirad, a las que previamente se estimé la
respuesta a la fertilizacién nitrogenada (urea) para el aumento de rendimiento. La Linea 3 y
Linea 23 con respuesta (relacion directa entre dosis de urea y rendimiento), la Linea 18 y la
Linea 31 sin respuesta a la fertilizacién con urea para el aumento de rendimiento. Como testigo
se emple6 el cultivar comercial Llanura 11 Cirad 409 (C409), que también presenta respuesta
en rendimiento a la fertilizacién con urea. Ademas, se empled el cultivar de Bh CIAT 679 (Bh
679), como control positivo de IBN, de acuerdo a Gopalakrishnan et al. (2009); Subbarao et al.
(2009).

2.1.3 Manejo del experimento en invernadero

Preparacion del suelo antes de la siembra: a 400 kg de suelo de cada localidad se aplicaron 700
kg/ha de cal dolomitica (CaMg(COs3)2). Pasados 20 dias se procedid a la aplicacién pre-siembra
de P, K, Zn y Mg-S, respectivamente. 93 kg/ha de GranoFos (Ca3(P04)2), 40 kg/ha de KCI, 20
kg/ha de Zn y 75 kg/ha de Kieserita (MgS04*H;0) - fertilizacién que llevan a cabo para las

lineas de arroz secano que evaltian en lotes de “La Libertad”.

Siembra: el ensayo se realizé bajo un sistema de siembra directa en materas conteniendo 4 kg
de cada suelo previamente preparado. Se sembraron semillas de cada linea de arroz,
estableciendo 3 plantas por matera. Del control IBN positivo Bh 679 se establecieron estolones

de 15 cm de longitud.

Aplicacién de fertilizantes post-siembra: la primera aplicacién a los 20 dias después de
siembra (dds) incluy6 40 kg/ha de KCl, y 1/3 de la respectiva dosis de nitrégeno (N). Las dosis
de N fueron 0 (NO), 80 (N80) y 180 (N180) kg/ha de N utilizando urea como fuente de N,
fraccionando cada dosis (80 y 180 kg/ha) en tres aplicaciones. El uso de dosis contrastantes
fue con base en estudios previos sobre el efecto residual de IBN de Bh para el uso eficiente de
N (NUE) en un cultivo subsecuente de maiz; y el efecto de la fertilizaciéon nitrogenada en
términos de rendimiento de lineas de arroz secano que evaliian en lotes de “La Libertad”, cuyo
plan de fertilizacién comprende una dosis de N —urea de 80 kg/ha y la aplicacion realizada por

agricultores de arroz en Colombia es 180 kg/ha (Berrio et al., 2002).
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Mediciones de variables: durante el crecimiento de las plantas se realiz6 seguimiento visual y
alos 40 dds, al término de la fertilizacién nitrogenada se realizaron mediciones de longitud de
planta (hasta la dltima hoja desarrollada), valoracién del contenido de clorofila en tres tltimas
hojas desarrolladas y en tres sitios de cada hoja, mediante el clorofilometro Minolta® SPAD

502.

Mantenimiento: El manejo del riego se realizd sin restriccion hidrica en condiciones de secano,
excepto al final de maduracidén, préoximo a cosecha, momento en el que se suspendieron los
riegos. El control de plagas fue mecanico para no alterar los tratamientos de dosis de N con
aplicacién de quimicos controladores de plagas y enfermedades, que contienen N en su

composicidn.

2.1.4 Evaluacion de Componentes de rendimiento

Una vez maduraron las paniculas desarrolladas, se procedié a la cosecha de los materiales
separando en bolsas de papel, paniculas, hojas, tallos, raices, y en bolsas plasticas suelo

rizosférico.

Se determind el peso fresco del material foliar colectado, el nimero de paniculas, de granos, y
se procedi6 a secar a 30°C durante 4 dias la muestra de grano, para disminuir la humedad

(hasta un ideal de 14%) y a 60°C durante 2 dias raices, hojas y tallos.

Una vez seco el material, se procedié a pesar granos llenos y vanos, 100 granos llenos, raices

hojas y tallos.

El rendimiento de grano para cada genotipo de arroz evaluado se expres6 como g/matera.

2.1.5 Incubacion de suelo

El suelo rizosférico colectado fue secado al aire a temperatura ambiente durante 48 horas.
Posteriormente, se macer6 y tamiz6 a malla de 2mm y se tomé por triplicado, 5 g de suelo en
frascos de vidrio adicionando 1,5 mL de solucidn de sulfato de amonio 27 mM, y se incub6 a
25°C por 27 dias. Durante diferentes tiempos de incubacién (luego de un periodo de pre-
incubacion de 11 dias) se realizé la extracciéon con KCl 1M en relaciéon 1:10 m/v, para la
medicién de NH4*y NO3- mediante protocolos estandar de colorimetria - espectrofotometria,
para estimar el incremento NO3- conforme avanza el tiempo de incubacidn, y finalmente se

calcularon las tasas de nitrificacion (pendiente de la recta). Se us6 como control, el inhibidor
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sintético diciandiamida (DCD) en un 20% de la contribucién del N que contiene el sulfato de

amonio, en la solucién a 27 mM.

2.1.6 Cuantificacion de AOA y AOB (gen amoA)

Para el analisis de AOA y AOB en el suelo, se realizd extraccion de ADN a partir de muestras de
suelo, usando el kit FastDNA® SPIN Kit For Soil (MP Biomedicals) con modificaciones que
incluyen el uso de tiocianato de guanidina para remover acidos himicos que son inhibidores
de PCR. E1 ADN extraido se cuantificé con el método de fluorescencia usando picogreen y el
equipo GENios (TECAN). La cuantificacién de los genes amoA de las AOA y AOB se realiz6 a
través de qPCR, usando termociclador Realplex (eppendorf), y las combinaciones de primers
amoA19F /amoA643R para AOA (Leininger et al, 2006), amoA-1F/amoA-2R para AOB
(Rotthauwe et al., 1997). Las reacciones de qPCR se corrieron por triplicado en un volumen
final de 20 pl conteniendo 10 ng de ADN de suelo, 1 uM de cada primer y 10 pl del Brilliant
SYBR Green qPCR Master Mix. El control negativo o “No Template Control” (NTC) consisti6 de
agua en lugar de ADN. Las condiciones de amplificaciéon de los genes de interés fueron las
siguientes: 1) 95°C - 5 min; 2) 95°C - 1.5 min; 3) 55°C - 1.5 min; 4) 72°C 1.5min; 5) Lectura de
la placa; 8) Ir al paso 2 por 40 veces mas; 9) Curva de “melting” desde 65°C hasta 95°C, leer

cada 0.2°C, mantener 1 seg; Fin.

2.1.7 Disenio experimental

Para evaluar el sistema de rotacion Bh - arroz en invernadero, se utilizé un diseiio de parcelas
subdivididas con tres repeticiones, empleando como parcela principal el tipo de suelo, como

subparecela la dosis de N y sub-subparcela el material vegetal (Figura 3).

2.1.8 Andlisis estadistico de datos

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias mediante el test LSD al
95% de confianza, para identificar diferencias significativas entre tratamientos, empleando el

paquete estadistico SAS 9.4.
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Figura 3. Disefio de parcelas subdividas del sistema de rotaciéon Bh-arroz, siendo la parcela
principal el tipo de suelo SBH (suelo cultivado con Bh) y SAR (suelo donde se siembra arroz);
la subparcela corresponde a la dosis de nitrégeno (N) de urea NO, N80 y N180 kg/ha; y la sub-
subparcela es el material vegetal: 4 lineas de arroz secano, variedad comercial Llanura 11 y Bh
CIAT 679 (Bh 679).

2.2 Resultados y Discusién

2.2.1 Linea base

A partir del analisis de suelos (tabla 3) se evidencia que los suelos de la zona de Piedemonte
llanero (oxisoles) proveniente de Corpoica “La Libertad”, uno con uso agronémico prolongado
de Bh 679 (SBH) y el otro cultivado de arroz (SAR) son similares en pH acido, contenido de MO
y Zn, diferentes en aspectos como: mayor contenido de Al (2,36 cmol/kg) en SBH, la saturacién
de bases en SBH es baja (23,1%) y en SAR es media (55%), valores de P en SAR (alto) y bajo en
SBH; niveles bajos de micronutrientes como Cu y B, NH4* en SAR, y altos de NH4* y Fe en SBH,
y alto contenido de NO3- en SAR.

Teniendo en cuenta estas diferencias, se daria fuerza a la hipétesis de que el IBN mediado por
Bh, permite al cultivo de arroz sobreponer la baja fertilidad general que presenta el suelo SBH,
debido al mayor contenido de NH4".

Segun Subbarao et al. (2012), el uso prolongado de la tierra por los sistemas agricolas incluye
altas aplicaciones y dosis de fertilizantes nitrogenados, lo que posiblemente incrementaria las

tasas de nitrificacion en el suelo.
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Los resultados de la incubacién de suelo SBH y SAR, muestran tasas de nitrificacion
contrastantes (figura 4), validando la hipétesis de que el efecto inhibidor de Bh sobre las tasas
de nitrificacion permanece en el suelo SBH, siendo significativamente menor a la tasa
encontrada en SAR. Por otro lado, se observé que la inhibicién de la nitrificacién promovida

por Bh es semejante al inhibidor sintético diciandiamida (DCD).
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Figura 4. Tasas de nitrificacion en suelos de Corpoica “La Libertad” SBH (suelo cultivado con
Bh) y SAR (suelo donde se siembra arroz), con el respectivo control de incubacién usando
inhibidor sintético diciandiamida (DCD). Barras representan medias + error estandar (n=3).
Medias con la misma letra indica que no hay diferencias significativas segun el test LSD (P <
0.05).

De esta manera, suelos con uso agronémico como el cultivo de arroz que tienen entradas altas
de N proveniente de fertilizantes, muestran altas tasas de nitrificacion a diferencia de suelos
sembrados con Bh cuyo manejo agrondmico tradicional no incluye fertilizacidn nitrogenada,
sin embargo, comparando con Subbarao et al,, (2009) las tasas de nitrificacién de cultivos con
actividad y sin actividad IBN, bajo el mismo régimen de fertilizacion nitrogenada tuvieron una
tendencia similar a la encontrada en este estudio, demostrando que el efecto de inhibicién de
la nitrificacion se debe a la liberacién de compuestos con actividad inhibitoria sin importar la

disponibilidad de sustrato para la nitrificacion.

Ademas, menores tasas de nitrificaciéon permiten mantener el N mineral en forma de NH4*

durante més tiempo (Slangen y Kerkhoff, 1984; Subbarao et al., 2007a).

Al respecto, en la figura 5 se muestra que la inhibicién de la nitrificacién inducida por Bh se

mantiene a pesar de la alta dosis de N suministrada durante la incubacién de suelo, puesto que
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el NH4* y NOs en el suelo SBH y SAR, presentan diferencias en el orden de magnitud a través
del tiempo. El suelo SBH presenta mayores contenidos de NH4* en comparacion al suelo SAR, y

en este ultimo se encuentra el mayor contenido de NO3-después de 27 dias de incubacion.
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Figura 5. Dindmica de NH4* y NO3-durante 27 dias de incubacién de los suelos de Corpoica “La
Libertad” a) suelo cultivado con Bh (SBH) y b) suelo donde se siembra arroz (SAR). Los datos
para cada tiempo de evaluacion, son medias + error estandar (n=3).

Para validar las tasas de nitrificacion encontradas, se incluy6 la cuantificacion del gen amoA
de la poblacién de nitrificantes, teniendo en cuenta que el uso del gen amoA, ha permitido
estudiar la dinamica de las poblaciones de nitrificantes en diferentes tipos de suelo

(Rotthauwe et al.,, 1997; Leininger et al.,, 2006; Zhang et al.,, 2010; Zhang et al., 2012).
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Entre tanto, diferentes autores usaron la cuantificacién de gen amoA como indicadores de IBN
(Subbarao etal,, 2009; Moreta, 2010a, 2010b y Nunez, 2015). De esta manera, se puede realizar
un seguimiento de la dindmica de nitrificacion en el suelo - cantidad de nitrificantes - respecto

a su actividad o tasa de nitrificacion.

En este sentido, el suelo de uso agricola cultivado con arroz (SAR) muestra alta tasa de
nitrificacion, y esta dinamica se ve reflejada en la abundancia de poblaciones microbianas AOA

y AOB (Figura 6).

Se evidencia una mayor cantidad de AOA y AOB en SAR respecto a SBH, y un aumento en la
poblacion de nitrificantes en la medida que se adiciona NH4*y avanza el tiempo de incubacién.
Esto indica que la actividad IBN detiene el crecimiento poblacional de nitrificantes y que
posiblemente esto impacte las tasas de nitrificacidn. Asi, estos resultados sugieren un posible
efecto antibidtico, como el mecanismo de inhibicién de la brachialactona, uno de los
compuestos que presenta mayor actividad IBN, ha sido reportado como una molécula que
inhibe la acciéon de las enzimas amoniaco monooxigenasa (AMO) e hidroxilamina éxido-
reductasa (HAO) (Subbarao et al., 2009). También cabe sefialar que en ambos tipos de suelo

predominan AOA.

En suelos acidos, predomina la nitrificaciéon autétrofa y es llevada a cabo principalmente por

arqueas nitrificantes (De Boer y Kowalchuk, 2001; He et al., 2012).

Esto ultimo, de acuerdo a Zhang et al. (2012) proporcionan una fuerte evidencia de que en
suelos muy acidos (pH <4.50), los AOA tienen un papel mas importante en la oxidacién
autétrofa de NH; que AOB, al determinar la actividad de nitrificacién autétrofa de AOA y AOB

durante la incubacién de suelos (27 dias).
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Figura 6. Cuantificacién de gen amoA de arqueas amonio-oxidantes (AOA) y bacterias amonio-
oxidantes (AOB) en suelo de Bh (SBH) y suelo de arroz (SAR) antes (0 dias) y durante el tiempo
de incubacidén de suelo (11 y 19 dias) para la determinacién de tasas de nitrificacion (figura 5
ay b). Barras representan medias + error estandar (n=3).

De esta manera los resultados obtenidos del estado basal de los suelos, confirman diferencias
contrastantes, lo que permite evaluar el efecto residual de IBN sobre la productividad de un

cultivo indicador, para el caso arroz.

2.2.2 Determinacion del efecto residual de IBN liberado por Brachiaria en el suelo para
mejorar el rendimiento de arroz

Se observo diferencias entre las plantas que crecian en el suelo de Bh (SBH), respecto a las que
crecian en el suelo donde se cultiva arroz (SAR). A los 40 dias después de siembra (dds), en

SBH se evidencié un mejor crecimiento y desarrollo de los materiales de arroz (Figura 7).
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NO | N8O | N180 NO | N80 | N180

Llanura 11 Llanura 11
SBH SAR

Figura 7. Comparacion del crecimiento a los 40 dias después de siembra (dds) del genotipo de
arroz Llanura 11 (cultivar comercial) en cada suelo de La Libertad SBH (cultivado de Bh) y SAR
(sembrado con arroz) para cada dosis de N (0, 80 y 180 Kg/ha).

Ademas, a los 40 dds se observaron mayores valores de indice de verdor relacionado con el
contenido de clorofila, medidos con SPAD (Soil Plant Analysis Development), en plantas de
arroz y Bh sembradas en suelo SBH, especificamente cuando no hay aplicaciéon de N (NO)

(figura 8).

Los valores SPAD pueden ser convertidos a contenido de clorofila total (mg g'!) utilizando la
férmula Clorofila (mg g1) = 0.4036 (valor de la lectura del medidor SPAD) - 0.5527 (R2 = 0.93)
(Jiménez et al., 2015) y se utilizan como una herramienta no destructiva y simple para evaluar

la concentracidn de N en las hojas y por lo tanto el status de nutricién nitrogenada de la planta.

Estos resultados (longitud y valores SPAD) indican que, durante el tiempo de evaluacion, el
desarrollo de las plantas es mejor en SBH comparado con SAR, resaltando sobretodo una
marcada diferencia sin N (NO) en SBH. Por lo tanto, esto puede ser un efecto residual del IBN

observado en los resultados anteriores.
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Figura 8. Evaluacion de a) Longitud de la planta y b) Valores SPAD a los 40 dias después de
siembra (dds) en el sistema de rotaciéon Bh-arroz bajo tres dosis de N. Barras representan
medias + error estandar (n=3). Diferencias significativas (P < 0.001) para los valores de
longitud y SPAD de plantas sembradas suelo de Bh (SBH) y sin nitrégeno (NO).

Para confirmar si el efecto residual del IBN se mantuvo a través de todo el experimento, se
evaluaron las tasas de nitrificacién de todos los tratamientos (suelo sin plantas, Bh 679 y lineas

de arroz secano) al momento de la cosecha de grano en el sistema que simula una rotacién Bh-

arroz (Figura 9).
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Figura 9. Tasas de nitrificacion de las muestras de suelo colectadas al momento de la cosecha
de cada tratamiento evaluado (suelo sin plantas, Bh679 y lineas de arroz secano) con tres dosis
de N (0, 80 y 180 kg/ha) en el sistema que simula una rotaciéon Bh - arroz. Barras representan
medias + error estdndar (n=3). Diferencias significativas (P < 0.001).

Se observa que las tasas de nitrificacion son menores para el suelo SBH, manteniéndose el
efecto residual de IBN que se observd desde la linea base, incluso en las dosis altas de N. Sin
embargo, se puede observar en el suelo SAR que en el control IBN positivo Bh 679, en 3 meses
no ha sido tiempo suficiente para acumular en el suelo compuestos IBN, mostrando tasas de
nitrificacion incluso mas altas a la nitrificacion basal, lo cual es consecuente con lo observado
por Nuifiez (2015) quien menciona sobre las tasas de produccién de NO3- a partir de muestras
de suelo de un ensayo en materas donde crecieron plantas de una poblacién biparental de Bh,
en una escala temporal de 3, 6 y 12 meses, que fue hasta después de 1 afio donde las tasas

mostraron la acumulacién de moléculas IBN en la rizosfera.

Como se ha visto en los resultados de este estudio, desde la linea base, en cuanto a las tasas de
nitrificaciéon y cuantificacién de gen amoA, las medidas de estas variables se elevan con
mayores aplicaciones de N en el suelo de arroz (SAR). En este suelo SAR, el control suelo sin

plantas no presenta una respuesta de la actividad nitrificante respecto a la cantidad de N

aplicada.
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En este sentido, el resultado es inverso al obtenido por Subbarao et al. (2009) donde se
encontro la mayor actividad nitrificante para el suelo desnudo en un estudio de campo. Otros
autores, como Pariasca et al. (2010) reportan que el suelo desnudo sin plantas no es un buen
control respecto a la evaluacién de la influencia de exudados de las plantas sobre tasas de
nitrificacion. Por lo tanto, es evidente que el suelo desnudo presenta dindmicas diferentes a los
suelos donde se han establecido plantas, debido a que estas tienen una influencia importante

sobre los procesos de transformacion que ocurren en el suelo (efecto rizosférico).

Respecto al efecto residual de IBN que se traduce en menores tasas de nitrificaciéon en SBH,
permite conservar el N mineral en forma de NH4* por mayor tiempo en el suelo SBH. Lo cual
muestra un posible efecto positivo sobre los componentes de rendimiento de las lineas de
arroz secano evaluadas en el sistema que simula una rotacién Bh - arroz (figura 10). Se observa
que las lineas de arroz secano evaluadas presentaron mejor respuesta en el suelo SBH,
respecto al suelo SAR, en los componentes principales de rendimiento - nimero de paniculas
por m? y rendimiento de grano expresado como g/matera (Shiroshita et al. 1962 y Fageria,

2000).

De esta manera, teniendo en cuenta que los mayores rendimientos de grano de arroz fueron
observados en SBH y que la semilla o grano es el 6rgano vertedero de los productos de la
fotosintesis (carbohidratos) en gramineas como el arroz, estos resultados se podrian
relacionar con la literatura que sefiala mas altos contenidos de azticares y de almidones cuando

la fuente de N es NH4* (Andrews et al., 2013).
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Figura 10. Componentes de rendimiento: a) peso de grano por matera, b) %grano lleno, c)
peso de 1000 granos y d) numero de paniculas por m?, de las lineas de arroz secano (3, 18, 23
y 31) y el cultivar comercial Llanura 11, para evaluar el beneficio de la simulacién de rotacion
Bh-arroz utilizando suelos cultivado con Bh (SBH) y arroz (SAR). Barras representan medias +
error estandar (n=3). Diferencias significativas (P < 0.001 y P < 0.01).
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En el suelo SAR se evidencié que a 0 kg/ha de N (NO) o N nativo, el desarrollo de paniculas y
por lo tanto de grano, fue significativamente menor respecto al rendimiento encontrado en

suelo SBH bajo esta misma dosis de N.

También se encontro6 que la linea 3 en suelo SAR, no present6 produccion de grano en ninguna
de las dosis de N. En las unidades experimentales de 80 y 180 kg/ha de N, las plantas de lalinea
3 se vieron afectadas con entorchamiento o necrosis rayada, una enfermedad causada por el
virus de la necrosis rayada del arroz (VNRA), mediante el vector Polymyxia graminis, un
patégeno de suelo cuyas esporas resisten en el suelo durante largo tiempo. Esta enfermedad

se presenta en los llanos de Colombia desde el afio 1991 (Bastidas y Montealegre, 1994).

Dado que el suelo SAR fue traido de los llanos, en el ensayo de invernadero, la enfermedad de
entorchamiento se present6 en una o dos plantas por matera de las lineas 23 y 31 de cada una
de las 3 repeticiones y en dos repeticiones de Llanura 11, cuando se aplic6 180 kg/ha de N.
Este evento patologico no se pudo prevenir con un autoclavado inicial de suelo, puesto que se
necesitaba evaluar la actividad de nitrificantes residentes en los suelos evaluados, y sin
aplicaciéon de controladores quimicos para evitar interferencia en las dosis de N, con adicién
del N contenido en los productos para control de enfermedades como fungicidas, pesticidas,
de estos ultimos Yan et al. (2014) encontraron que estos incrementan el contenido de NH4*,

disminuye la nitrificacidon y pueden estimular la desnitrificacién.

Puesto que se encontré mayor dafio en la dosis N180, se procesaron muestras de suelo donde
crecieron las plantas de las lineas que fueron mas susceptibles a esta enfermedad,
cuantificando nematodos fitoparasitos (anexo 1), de manera que se pudiera establecer alguna
relacion con la concentracion de NH4* y de NOs en el suelo. Los nematodos son uno de los
grupos mas abundantes y diversos de los organismos del suelo, y se han propuesto como
indicadores utiles en el suelo para los cambios en el funcionamiento de los ecosistemas bajo
enriquecimiento de N (Wei et al., 2012). Estos autores encontraron una relacidon negativa entre
NH4* y nematodos. Por el contrario, Pan et al., 2015 en sus resultados sobre la influencia de
fertilizantes de NH4*y de NO3- en la respuesta de los nematodos del suelo en un cultivo de
pepino (Cucumis sativus L.), indicaron que el nimero de nematodos disminuyé en los suelos

tratados con NO3- en comparacion con los tratados con NHy4*.
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Los resultados obtenidos muestran que la simulacién de rotacién Bh-arroz puede llegar a
favorecer la productividad de arroz, por efecto residual del IBN de Bh segun las variables
respuesta de rendimiento mostradas en la figura 10, y las tasas de nitrificacién (Figura 9) y
abre la posibilidad de realizar evaluaciones de campo para corroborar estos resultados, en aras
de aprovechar los recursos y alternativas para el aumento del rendimiento y reduccién de la

huella ambiental del cultivo de arroz.



Capitulo 3 55

3. Capitulo 3. Potencial de Inhibicion Bioldgica de la
Nitrificacion (IBN) en Arroz

La nitrificacién es un proceso de oxidacion de NH4* a NOs- mediado por microorganismos, y
uno de los procesos (junto con la desnitrificacién) por los cuales se pierde gran parte del
fertilizante nitrogenado aplicado en un sistema agricola, lo que ha llevado a suministrar altas
dosis de nitrégeno (N), y en consecuencia se da lugar a continuos ciclos de nitrificacién en el
suelo, incrementando el costo econdémico e impacto ambiental (Subbarao et al, 2012;
Subbarao et al., 2013). Este impacto ambiental se traduce en contaminacién de fuentes de agua
por lixiviaciéon de NOs- y emisiones de éxido nitroso (N20) (Vitousek et al.,, 1997a; Dinnes et al,,

2002; Leininger, et al., 2006; Canfield et al., 2010).

En este sentido, para suprimir la actividad de las bacterias nitrificantes del suelo se han
desarrollado inhibidores quimicos sintéticos tales como nitrapirina, diciandiamida (DCD) y 3,4
dimetil pirazol fosfato (DMPP). Sin embargo, no son ampliamente utilizados en la produccién
agricola debido al costo adicional, diferencias en la movilidad, por la falta de disponibilidad y
pueden afectar microorganismos benéficos que promueven el crecimiento vegetal y baja
efectividad en regiones con alta pluviosidad (Weiske et al., 2001; Zerulla et al., 2001; Subbarao

etal, 2006, 2012; Upadhyay et al., 2011).

La inhibicién biolégica de la nitrificacion (IBN) es una caracteristica de las plantas en la que se
liberan compuestos por las raices, que inhiben las rutas bioquimicas de la nitrificacién en la
rizosfera y le confiere a las plantas competitividad en el uso eficiente del N (NUE), como se ha
reportado en Brachiaria humidicola (Bh) (Subbarao et al., 2009), sorgo (Sorghum bicolor)
(Gopalakrishnan et al, 2007), arroz (Oryza sp.)(Pariasca et al, 2010) y trigo (Leymus
racemosus y Triticum aestivum) (Subbarao et al., 2007a, 2009, 2012; Gopalakrishnan et al,,
2007; Zakir et al.,, 2008; O’Sullivan et al., 2016; Moore y Waid, 1971). Lo que abre las
posibilidades para el uso de IBN como una alternativa de bajo costo en el control de la
nitrificacion, permitiendo la conservacién de N mineral en el suelo (NH4*), y asi aumentar la

productividad y la fertilidad de los ecosistemas pobres de N y/o en suelos bien drenados.
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De esta manera, dada la importancia del arroz como alimento basico, y la alta aplicacién de
fertilizantes nitrogenados para obtener altos rendimientos en este cultivo; evaluar la
capacidad de IBN contenida en diferentes genotipos de arroz, les agregaria valor a los
cultivares al proporcionar una alternativa biolégica para afrontar el reto de incrementar la
productividad con un menor impacto ambiental, y por ende contribuir a la ecoeficiencia en los
Llanos de Colombia, donde el gobierno colombiano esta promoviendo el desarrollo agricola en

la region para transformarla en la "despensa” de Colombia (Convenio Altillanura).

En este estudio se evalud el potencial IBN en diferentes genotipos de arroz (Oryza sativa L.) en
suelo del Piedemonte de los Llanos de Colombia (Oxisol), usando metodologias desarrolladas
parala determinacion de la funcién IBN en Bh y sorgo, como son el ensayo de bioluminiscencia
(bioensayo) con la cepa recombinante Nitrosomonas europaea, y la incubacién de suelo
rizosférico para la determinacién de tasas de nitrificacion. Se encontr6 diferencias
significativas entre genotipos en el IBN potencial de exudados de la raiz en términos de ATU g
1 de peso seco de raiz y en las tasas de nitrificacién expresadas como mg N-NO3- kg1 de suelo
dia-L. Por lo tanto, explorar la funcién de IBN en arroz, podria configurar una estrategia para
evitar la pérdida de N en los sistemas agricolas, al disminuir el accionar de los nitrificantes del

suelo.

3.1 Materiales y métodos

Los experimentos fueron llevados a cabo en invernaderos del Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT), situado a 30°30’17.47” Ny 76°21’ 24.31” O, en el Km 17 Recta

Cali-Palmira (Valle del Cauca, Colombia).

3.1.1 Evaluacién del potencial de IBN en genotipos de arroz

Experimento 1

Se realizd una evaluacidn para la caracteristica IBN a 24 genotipos de arroz, que representa
cultivares comerciales, variedades locales y lineas élite de programas de mejoramiento de
arroz (Tabla 4). Varios de estos genotipos fueron evaluados en potencial IBN por Pariasca et
al,, 2010 y Moreta, 2010b; y como controles se utilizo B. humidicola CIAT 679 (Bh 679) - IBN
positivo (Gopalakrishnan et al.,, 2009; Subbarao et al, 2009), y Stylosanthes fruticosa CIAT

12278 - IBN negativo segin altas tasas de nitrificacién (Nufiez, 2015).
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Tabla 4. Genotipos de arroz utilizados para la evaluacion de IBN.

Genotipo (Accesion _ID) Origen Subespecie Ecosistema
Estados  Japdnica Riego
Lemont (BCF 597) Unidos  templada  (Fukai en IRRI, 1998)
Riego
IR64 (BCF937) Filipinas  Indica (Pariasca et al., 2010;
Ogawa et al., 2014)
. . ‘s Riego
Nipponbare (9008272/2013) Jap6n Japédnica (Pariasca et al, 2010)
g . Riego
IR74 (BCF 940) Filipinas ~ Indica (FAO: Sato et al., 1994)
-F4-43- ; ; Riego
CT21375-F4-43-1 (BCF 2571) Colombia Indica (Ogawa et al, 2014)
. . Riego
CT23057H (CT23057H) Colombia Indica (CIAT- FLAR)
3 , e Indica Secano
APO (IR55423-01 6 PSBRc9 6 IRTP 19122)  Filipinas tropical (George et al,, 2002)
e Japénica Secano
Azucena (BCF11) Filipinas tropical (Pariasca et al., 2010)
. o (. Secano
Nerica3 (E2/N5) Africa Japonica (Pariasca et al., 2010)
Secano
Dular (BCF 110) India Indica/aus  (IRRI, 1994; Pariasca et
al, 2010)
Secano
Oryzicallanos 5 (BCF 801) Colombia Indica (Okada y Wissuwa en
y IRRI, 2005; Lestari et
al, 2011)
Moroberekan  (BCF 363) Africa Japodnica Secano
occidental p (Pariasca et al., 2010)
, Japénica Secano
IAC25 (BCF 140) Brasil tropical (Pariasca et al,, 2010)
. . £ o - Secano
Linea 32 (BCF 1382 6 TOX 718-AL-20-1CM-1JN)  Africa Japonica (Moreta, 2010b)
. . Secano
IAC150 (BCF 137) Brasil Japonica (CIAT- FLAR)
. (. Secano
[IAC1246 (BCF 136) Brasil Japénica (Jamil et al, 2011)
. P S
1AC164 (BCF 138) Brasil Japénica (;iiggni etal. 2006)
] i . . Japonica Secano
Llanura 11 (Cirad 409 6 CT11891-2-2-7-M) Colombia tropical (Proyecto CIAT/Cirad)
. (Linea 3 CIAT/Cirad .. Japonica  Secano
Linea 3 PCT-4\SA\1\1, Bo\3\1>42-1-6-1-M) Colombia tropical (Proyecto CIAT/Cirad)
] (Linea 18 CIAT/Cirad . Japdnica Secano
Linea 18 PCT-11\0\0\2. Bo\2\1>130-M-3-1-3-3-M)  COr0mbia 0 ical (Proyecto CIAT/Cirad)
’ (Linea 23 CIAT/Cirad . Japdnica Secano
Linea 23 PCT-11\0\0\2, Bo\2\1>46-M-3-2-4-3-M) Colombia tropical (Proyecto CIAT/Cirad)
] (Linea 31 CIAT/Cirad . Japdnica Secano
Linea 31 PCT-ll\O\O\Z. BO\2\1>133'M'5'1'4'3'M) Colombia tropical (Proyecto CIAT/Cirad)
. , Secano
Way Rarem (IRTP 23013-C1) Indonesia Indica (Lestari et al,, 2011)
IAC47 (BCF147) Brasii ~ J9Pomica  Secano

tropical (Pariasca et al., 2010)
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El disefio del experimento fue bloques completos al azar con tres bloques, estableciendo el
material vegetal en materas (unidad experimental: 3 plantas por matera). Para este estudio se
utiliz6 un suelo Oxisol del Piedemonte Llanero localizado en el Centro de Investigacidon “Santa
Rosa” de Fedearroz, ubicado en la vereda Santa Rosa a 17 kilémetros de Villavicencio, Meta. El

suelo fue tomado de los primeros 20 cm y sus propiedades se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas del suelo Santa Rosa.

Parametro* Santa Rosa
Arena % 64.8
Limo % 13.2
Arcilla 22.1
Textura F.Ar.A
pH 5.93
MO (gkg1) 15.97
C organico total (g kg1) 9.26
P (mgkg1) 41.84
Ca (cmol kg™1) 2.83
Mg (cmol kg-1) 1.01
K (cmol kg1) 0.16
Na (cmol kg1) 0.05
CIC (cmol kg1) 4.35
S (mgkg™) 27.32
B (mg kg1) 0.19
Cu (mgkg™) 2.25
Zn (mg kg™1) 4.51
Mn (mg kg1) 21.4
Fe (mg kg1) 116.34
N- NH4* (mg kg-1) 6.26
N-NOs- (mg kg™1) 17.26
Tasa de nitrificacion (mg N-NO3z- kg-1dia1) 1.64
AOA (Copias gen amoA g1) 2.46 x 106
AOB (Copias gen amoA g1) 1.08x 105

*Textura (método del hidrometro - Bouyoucos) pH (Agua 1:1); Materia Organica (Walkley-Black Espectrometria);
Carbono orgénico total (1,724 = Factor de Van Bemmelen para convertir el C organico en MO); P (Bray II
Espectrofotometria), Ca, Mg, K, Na Intercambiable (Absorcion Atémica); Capacidad de intercambio catidnico - CIC
(Amonio Acetato Volumetria); Al Cambiable (KCl 1M volumetria); S extractable (Ca3(P0O4)2 Turbidimetria); B en
Agua Caliente (Espectrofotometria Azometina); Cu, Zn, Mn, Fe Extractable (Doble Acido Absorcién Atémica); N-
NH4*y N-NO3- (Espectrofotometria); Tasa de nitrificacion (Incubacidn de suelo); Cuantificacion gen amoA de AOA
y AOB (qPCR).
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Antes de la siembra del material vegetal, a 400 kg de este suelo Santa Rosa se aplic6 500 kg/ha
de cal dolomitica, para adicién de Ca y Mg. Pasados 20 dias se procedi6 a la aplicaciéon pre-
siembra del equivalente a 1 ha: 100 kg P,0s (DAP), 75 kg (KCl), 20 kg (Zn), 75 kg (Kieserita).
Las semillas de los genotipos de arroz se establecieron por siembra directa en materas con 4
kg de suelo previamente preparado. 20 dias después de siembra (dds), se complet6 el restante
75 kg (KCl) y la primera aplicaciéon fraccionada de 146 kg/ha N (urea). La aplicacion de urea
se fracciond en tres aplicaciones, corrigiendo el N contribuido por DAP en la presiembra. Este
plan de fertilizacion fue de acuerdo al manejo de materiales con fines de investigacion que se

lleva a cabo en Santa Rosa.

Durante el crecimiento de las plantas, el manejo del riego fue sin restricciéon hidrica, en un
sistema de secano favorecido, y a los 60 dds, al término de la fertilizacién nitrogenada se
realizaron mediciones de longitud de planta (hasta la dltima hoja desarrollada), valoracién del
contenido de clorofila en tres ultimas hojas desarrolladas y en tres sitios de cada hoja,

mediante el clorofilometro Minolta® SPAD 502.

Para la medicién de las variables respuesta se cosecharon las plantas y se tomé las muestras
de suelo rizosférico, durante la etapa de floracidn, ya que especificamente en arroz, durante la
floracién termina la formacién y desarrollo de las raices y atin no ha cesado la absorcion de
nutrientes que finaliza en la fase de maduraciéon (Guimaraes et al., 2002). La etapa de floraciéon
del arroz, es el momento donde el metabolismo es mas activo en cuanto a una mayor tasa de
exudacion de compuestos de las raices de las plantas (Aulakh et al., 2001a, Aulakh et al,
2001b).

Experimento 2

Con el objetivo de realizar una evaluacion rapida de algunos genotipos de arroz contrastantes
(Pariasca et al,, 2010), se probd la metodologia de raiz seminal (Obara et al., 2010 adoptada
por Ogawa et al, 2014) en un disefio completamente al azar, que consistié6 en germinar
semillas de 4 genotipos que hacen parte del conjunto de genotipos evaluados en el
experimento 1y establecer en rejillas en contacto con solucién hidropdnica (Subbarao et al.,
2006 modificada por Ogawa et al., 2014), hasta obtener plantulas de 10 dias de edad, para la

colecta de exudados y posterior ensayo de bioluminiscencia (bioensayo).
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Procesamiento de muestras en los Experimentos 1y 2:

Colecta de los exudados de raiz

Se colectaron exudados de las plantas de arroz, durante 24 horas protegido de la luz, a partir
de la estimulacién con NH4* en una soluciéon de NH4Cl 1mM y 0.1 mM CaCl, (500mL) ajustada
a pH 5.8 + 0.2 y continua aireacién (Subbarao et al., 2006 y Pariasca et al. 2010). Después de
24 horas, se procedié a tomar pH y conductividad eléctrica a la solucién de exudados que
posteriormente fue filtrada con papel Whatman N° 2 y congelada para liofilizaciéon. Una vez
liofilizados los exudados fueron resuspendidos en 15 mL de metanol 100%, agitando
suavemente durante 2 horas y secados en un rotoevaporador a 40°C. Se resuspendieron
nuevamente en 2 mL de metanol 100% y se pasé por jeringa con un filtro de membrana de
0,22 micras. El filtrado se evapor6 completamente en un evaporador de centrifuga, y se
resuspendidé en 50 pL de dimetil sulf6xido (DMSO). Los controles para la solucién de colecta
de exudados (NH4Cl 1mM y 0.1 mM CaCl;) se sometieron al mismo procedimiento (modificado
de Pariasca et al., 2010).

Luego de la colecta de exudados (24 horas) las raices, tallos y hojas son secadas a 60°C durante
48 horas para la determinacion de peso seco. Las unidades ATU se dividen entre el peso seco

de raiz de las plantas puestas a exudar.

Extraccién con metanol de tejido de raiz

A partir de las muestras secas, se cortaron y molieron las raices, de las cuales se tomd 100 mg
de tejido y se resuspendieron en 2 mL de metanol 100% y se pasé por jeringa con un filtro de
membrana de 0,22 micras. El filtrado se evaporé completamente en un evaporador de
centrifuga, y se resuspendi6 en 50 pL. de DMSO para estimacién del potencial IBN segiin ensayo

de biolumiscencia (bioensayo).

Estimacion de IBN potencial basado en el bioensayo

Para cuantificar el efecto de los compuestos IBN sobre una cepa recombinante de
Nitrosomonas europaea transformada con el gen luciferasa luxAB y gen de resistencia al
antibiotico kanamicina Kan (lizumi et al,, 1998), se siguié la metodologia propuesta por
Subbarao et al., 2006. La cepa recombinante que produce bioluminiscencia Nitrosomonas
europaea se cultivé en un medio mineral (medio P) con la siguiente composicién (g L -1):

(NH4)2S04 2.5, KH2PO4 0.7, Na;HPO4 13.5, NaHCO3 0.5 y MgS04:7H20 0.1, y (en mg L -1) CaCl-2
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H,0 0.005, Fe-EDTA 0.001 y 0.025 kanamicina, durante 7 dias a 28° C y 50 rpm en condiciones
de oscuridad. Una vez crecida la bacteria se centrifuga, y el pellet se resuspendi6 en 50 mL de
medio P. Para el bioensayo, se mezclan en tubos eppendorf de 1,5 ml: 250 pl de bacteria, 2 ul
de muestra (exudados resuspendidos en DMSO) o de control (solucién de exudacién
resuspendida en DMSO0), 198 pl de agua destilada, y se incubd a 15°C a 900 rpm durante 15
min. Alicuotas de 100 pl de la mezcla se afiadié a tubos para determinar los valores de
luminiscencia RLU (unidades de luz relativa) que fueron cuantificados a través de un
luminémetro glomax 20/20 (promega), usando tres réplicas por genotipo. El porcentaje de
inhibicion fue calculado restando a 1, la fraccidon del valor de RLU de la muestra y de RLU
Control de las mezclas como se mencion6 anteriormente, por 100.

La transformacién a unidades aliltiourea (ATU) el inhibidor sintético de la nitrificaciéon que a
una concentracion de 0.22 puM, provoca una inhibiciéon de 80% de acuerdo a Subbarao et al,,

2007a).

3.1.2 Determinacién de tasas de nitrificacion

De cada genotipo de arroz en la etapa de floracion, se colecté suelo rizosférico a partir del cual
se tomo 5 g de suelo por triplicado para ser incubados durante 27 dias a 25°C en frascos de
vidrio, adicionando sulfato de amonio 27 mM manteniendo capacidad de campo cercana al
60%. Durante diferentes tiempos de incubacién hasta 27 dias, se realiz6 la extraccién con KCI
1M en relacién 1:10 m/v suelo: solucién KCl, para la medicién de NH4* y NO3- siguiendo el
protocolo descrito por Subbarao et al, 2006. Finalmente, se determinaron las tasas de

nitrificaciéon expresada como la pendiente de la recta.

3.1.3 Cuantificacién de AOA y AOB (gen amoA)

Para el andlisis de AOA y AOB en el suelo, se realizé extraccién de ADN a partir de muestras de
suelo, usando el kit FastDNA® SPIN Kit For Soil (MP Biomedicals) con modificaciones que
incluyen el uso de tiocianato de guanidina para remover acidos hiimicos que son inhibidores
de PCR. El ADN extraido se cuantificé con el método de fluorescencia usando picogreen y el
equipo GENios (TECAN). La cuantificacion de los genes de las AOA y AOB se hizo a través de
gPCR, usando termociclador Realplex (eppendorf), y las combinaciones de primers
amoA19F/amoA643R para AOA (Leininger et al, 2006), amoA-1F/amoA-2R para AOB
(Rotthauwe et al., 1997). Las reacciones de qPCR se corrieron por triplicado en un volumen

final de 20 pl conteniendo 10 ng de ADN de suelo, 1 uM de cada primer y 10 ul del Brilliant
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SYBR Green qPCR Master Mix. El control negativo o “No Template Control” (NTC) consistié de
agua en vez de ADN. Las condiciones de amplificacién de los genes de interés fueron las
siguientes: 1) 95°C - 5 min; 2) 95°C - 1.5 min; 3) 55°C - 1.5 min; 4) 72°C 1.5min; 5) Lectura de
la placa; 8) Ir al paso 2 por 40 veces mas; 9) Curva de “melting” desde 65°C hasta 95°C, leer

cada 0.2°C, mantener 1 seg; Fin.

3.1.4 Andlisis estadistico de datos

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias para identificar
diferencias significativas entre tratamientos, y un analisis de regresion lineal para las variables
respuesta determinadas, empleando el paquete estadistico SAS 9.4. También se realiz6 un
analisis de componentes principales (ACP) utilizando el software estadistico R versién 3.2.2

para Windows.

3.2 Resultados y Discusion

3.2.1 Evaluacioén del potencial de IBN en genotipos de arroz

La metodologia del bioensayo ha permitido analizar la IBN en cultivos importantes, facilitando
la identificacion de genotipos de Bh, sorgo, arroz y trigo con una relevante actividad IBN. Por
otro lado, ha sido util para identificar los factores que desencadenan la exudaciéon de
compuestos IBN en los cultivos mencionados, tales como el NH4* y un pH bajo en la rizosfera

(Subbarao et al., 2007a; Subbarao et al,, 2013, Pariasca et al., 2010).

El bioensayo expresa el potencial de una raiz para exudar compuestos con una posible
capacidad inhibitoria, que puede variar entre genotipos. De esta manera, en los resultados
obtenidos en cuanto al potencial IBN exudado de los 24 genotipos de arroz, se aprecia
variabilidad dentro del mismo tipo de ecosistema (riego o secano) (Figura 11), sin mostrar una

clara tendencia entre los dos ecosistemas.
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Figura 11. Potencial IBN de Exudados de raiz de diferentes genotipos de arroz de riego y de
secano, expresados como ATU g de biomasa seca de raiz, mediante bioensayo. Barras
representan medias + error estdndar (n=3). Medias con la misma letra indica que no hay
diferencias significativas segun el test LSD (P < 0.05).

Los genotipos que presentaron mayor potencial IBN a partir de exudados radicales son los
cultivares Llanura 11 (secano) y Nipponbare (riego), y de menor potencial IBN fueron Azucena
(secano) y CT23057H (riego). Esto sugiere que posiblemente la exudacion de moléculas IBN
no es un mecanismo adaptativo en respuesta a la competencia por el N disponible en la
solucion del suelo. Al respecto, la historia evolutiva de la adaptacién de genotipos de arroz,
podria sugerir una tendencia en menor actividad IBN para genotipos de riego. En suelos
inundados la forma dominante de N es NH4* y predominan las condiciones anaerdbicas
(Kennedy, 1992; Sasakawa y Yacamoto, 1978; Arregocés, 1985) y bajo esta condicién

anaerobica, la nitrificacién autotrofica se ve reducida. Sin embargo, el suministro de oxigeno
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transportado de la atmdsfera hasta las raices a través del aerénquima del arroz (Armstrong,
1971) y algunas de las fugas de oxigeno desde las raices del arroz en el suelo apoya la
formacién de NOz por nitrificacién (Frenzel et al., 1992; Gilbert y Frenzel, 1995; Raimbault et

al, 1977; Savant y De Datta, 1982).

Pariasca et al., 2010 muestra una evaluacién de la actividad IBN de diferentes genotipos de
arroz y muestran diferencias en plantas de arroz de 60 dias crecidas en cultivo hidropoénico, y
encontr6 como el de mayor potencial IBN el genotipo IAC25, de bajo potencial a Nipponbare y
potencial medio a Dular, este ultimo y el genotipo IAC25 coincide en la catalogaciéon del
potencial, medio y alto, respectivamente. Sin embargo, los autores expresan sus resultados en
términos de porcentaje de inhibicidon de la nitrificaciéon (%IN) a través de bioensayo, y es
necesario realizar la determinaciéon de IBN especifico (calculo de ATU teniendo en cuenta el
%IN y el peso seco de la raiz) expresado en ATU g-! de peso seco de raiz; ya que el %IN se ve
afectado por la biomasa, puede haber inhibiciones muy altas pero poca cantidad de raiz, o

viceversa.

El IBN especifico-exudado segin bioensayo para el exudado IAC25 en suelo de “Santa Rosa”,
durante la etapa de floracion, fue de 17 ATU g1 peso seco de raiz, dentro del rango reportado
por Pariasca et al., 2010, que encontr6 en cultivo hidropénico que el genotipo IAC25, en IBN
especifico - exudado, va desde 13 hasta 65 ATU g1 peso seco de raiz. Teniendo en cuentas los
resultados de ambas investigaciones, este genotipo presenta un alto potencial IBN.

Para la linea 32, la actividad IBN en exudado fue de 6.16 ATU g1 peso seco de raiz, resultado
similar al encontrado en este genotipo por Moreta (2010b) (4 ATU g! peso seco de raiz

actividad IBN en exudados - compuestos solubles en agua).

Diferentes reportes han mostrado que el extracto de tejido de raiz es también un indicador de
la actividad IBN. En Bh y sorgo (Gopalakrishnan et al, 2007 Subbarao et al, 2013) se
estudiaron extractos de tejido de raiz como una variable indicadora de lo que se sintetiza en la
raiz, tiene potencial de ser exudado.

En la figura 12, se muestran los resultados de IBN en tejido de raiz obtenidos mediante
bioensayo (expresado en términos de ATU/g). En los resultados obtenidos en este estudio, se

evidencia una actividad IBN mas alta en tejido de raiz que en exudado similar a lo reportado
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en otros estudios, siendo mas alta la cuantificacion en tejido que en exudado (Nufiez, 2014;

O’Sullivan et al., 2016).
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Figura 12. Potencial IBN (expresados como ATU g! de biomasa seca de raiz) en tejido de las
raices de genotipos de arroz de riego y de secano. Barras representan medias + error estandar
(n=3). No hay diferencias significativas.

Por otra parte, relacionar el potencial obtenido de raiz y de exudacién, permite evaluar si la
actividad IBN presente en la raiz se exuda en igual medida. En este sentido, del analisis de
regresion lineal del IBN medido a través de bioensayo, entre exudado y tejido de raiz (r2 = 0,35)
(Figura 13), se evidencia una relacién moderada, lo que reforzaria la idea anterior de que en
tasas de nitrificacidon no logro verse una disminucion sustancial de NO3- en el tiempo, debido a

una posible diferencia en estabilidad de exudados en el suelo, a través del tiempo.
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Figura 13. Andlisis de regresion lineal del potencial IBN de tejido y exudado de raiz, medido a
través de bioensayo (expresados como ATU g! de biomasa seca de raiz) de los genotipos de
arroz evaluados.

3.2.2 Relacion entre tasas de nitrificacion y Potencial IBN exudado en genotipos de
arroz

Por otra parte, la incubacién de suelo rizosférico ha permitido relacionar los compuestos IBN
exudados con tasas de nitrificacion para Bh y sorgo (Subbarao et al., 2009; Arango et al., 2014;
Nufiez, 2014; Subbarao et al., 2012). Al relacionar estas variables respuesta (Figura 12) se
puede evidenciar en los genotipos de mayor potencial IBN, menores tasas de nitrificaciéon (por
ejemplo, genotipos como Llanura 11, Nipponbare) y de la misma forma genotipos de menor
potencial IBN presentan mayores tasas de inhibicién (por ejemplo, los genotipos Azucena,
APO, CT23057H). Sin embargo, se presentan genotipos donde no se presenta esta relacion
inversa, donde tasas de nitrificacion altas también presentan potencial IBN altos o medios
(como en los genotipos Linea 31, Linea 23, IR74). Por ende, los compuestos que estan haciendo
efecto en el bioensayo pueden ser menos estables en la rizosfera, por lo cual no se ve el efecto

alo largo del tiempo de incubacidn.

Para determinar si una planta presenta IBN, se tienen en cuenta las variables respuesta de
tasas de nitrificacion y potencial IBN exudados de raiz (Subbarao et al., 2009; Subbarao et al.,
2012). Luego se compararon dichas variables en un analisis de regresion lineal, separando los

genotipos por tipo de ecosistema riego y secano.



Capitulo 3 67

En los de genotipos de arroz de riego se observa una alta relacién entre las variables respuesta
(r2=0,517) contrario a los genotipos de arroz secano que no presentaron correlaciéon entre

tasas de nitrificacién y exudados (Figura 14).
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Figura 14. Relacion de las variables tasas de nitrificacion (mg N-NO3z- kgt suelo dial) y
Potencial IBN expresado como ATU g! de biomasa seca de raiz, en los genotipos de arroz
evaluados en suelo Santa Rosa, en la etapa de floracién. Barras y valores representan medias
+ error estandar (n=3). Diferencias significativas (P< 0.001).

La variacion en el potencial IBN exudado, en los genotipos de arroz secano, respecto a las tasas
de nitrificaciéon en el suelo, vislumbraria un efecto del tiempo sobre la estabilidad de los
compuestos IBN. Puede ser que diferencias en la composicion de los exudados donde uno se
degraden mas rapido que otro, o en las tasas de exudacion a través del ciclo de vida (estado
fenoldgico), siendo la etapa de floraciéon el momento mas activo del metabolismo en cuanto a

una mayor tasa de exudacion (Aulakh et al., 2001a, Aulakh et al.,, 2001b).

En este sentido, la liberaciéon de exudados de la raiz en el suelo, puede ser de particular
importancia durante el crecimiento de las plantas, pues varios son los estudios sobre la colecta
y caracterizacion de exudados de las raices de plantas, llevados a cabo mediante varios

métodos de cultivo de plantas (soluciones hidropoénicas y en suelo) (Vaughan, Cheshine y Ord
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1994; Jones y Darrah, 1993; Hodge, Grayston y Ord 1996). Muy pocos informes han estudiado
exudados de raices de las plantas de arroz que se cultivan bajo condiciones de inundacion
(Wassmann y Aulakh, 2000).

Entre los factores que afectan la tasa de exudacion de la raiz se incluyen ademas de la precision
en la coleccién de exudados, a la fotosintesis, temperatura, régimen de luz, disponibilidad de

nutrientes y especies vegetales (Van Veen et al,, 1991; Vancura y Hanzliko, 1972).
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Figura 15. Andlisis de regresidn lineal entre el potencial IBN medido en los exudados
(expresados como ATU g1 de biomasa seca de raiz) y tasas de nitrificacion de los genotipos de
arroz de riego (a) y de secano (b).
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En cuanto a los controles de IBN, control positivo Bh 679 y control negativo Stylosanthes
fruticosa CIAT 12278, no se observd la tendencia por la cual se seleccionaron estos controles
(datos no mostrados). El potencial IBN en exudado y tejido de raiz de Bh 679 fue menor al
encontrado en los genotipos de arroz y Stylosanthes fruticosa CIAT 12278; y las tasas de
nitrificaciéon de Bh 679 fueron altas, contrario a lo observado en otros estudios (Subbarao et
al,, 2009; Nutiez, 2014). Al respecto, se concluye que para Bh 679, 3 meses no ha sido tiempo
suficiente para acumular en el suelo compuestos IBN, mostrando tasas de nitrificacion incluso
mas altas a la nitrificacion basal, de acuerdo con lo encontrado en el sistema que simula una
rotacion Bh-arroz (ver capitulo 2) y con los resultados de las tasas de produccion de NO3- de
una poblacion biparental de Bh, en una escala temporal de 3, 6 y 12 meses (este ultimo tiempo

fue el momento en que se encontraron menores tasas de nitrificacién) (Nunez, 2014).

Para determinar la relacion existente entre las variables IBN - exudado y tejido de raiz (ATU/g
de raiz), tasas de nitrificaciéon en suelo - con otras variables respuesta como valores SPAD,
altura (longitud) de la planta, biomasa (peso seco de plantas - raiz, hojas y tallos), N-NH4*, N-
NOs3-, en las muestras de suelo, se realizé un analisis de componentes principales (ACP) (Figura
16). Este analisis permitio revelar las variables mas correlacionadas (tabla 6) con las variables

IBN, y también mostré los genotipos mas promisorios para la caracteristica IBN (Figura 17).

El ACP muestra que los tres primeros componentes explicaron el 91% de la variacion total
observada. El primer componente -Dim 1 explica el 33,7% de la variacidn total, y las variables
potencial IBN en tejido (ATU/g de raiz) y longitud (cm), son las que mayor peso tienen sobre
este componente. Adicionalmente el ACP indica que la variable peso de raiz presenté un aporte
negativo al componente, y este variable peso de raiz al igual que peso hojas_tallo, al estar
separadas estas ultimas variables por si solas explican mucho de la variacién total y de alli su
importancia, como una razén por la cual el %IN se normaliza con el peso de raiz, dado que no
existe una relacién de mayor biomasa de raiz con alto IBN o viceversa. En cuanto a las
variables, por cada cuadrante del grafico se puede hacer una agrupaciéon de variables, por
ejemplo, tejido (ATU/g de raiz), Longitud (cm) se pueden agrupar y entre ellos construir una
sola variable, también SPAD y exudado (ATU/g de raiz), agruparse y conformar otra variable,
entre tanto N-NH4*, N-NO3  y Tasas de nitrificacion agruparse y conformar otra variable.
También se observa que las variables que mas aportan al componente principal 1, presentan

una correlacion negativa con las variables evaluadas en suelo (tasas de nitrificacion, N-NHy*,
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N-NOs3-, lo cual es una evidencia del potencial IBN en un cultivo, alto IBN en exudado y tejido y

menores tasas de producciéon de NOs-.
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Figura 16. Analisis de componentes principales (ACP) de las variables respuesta potencial IBN
en exudados y tejido de raiz (ATU/g raiz), tasas de nitrificacién, valores SPAD, altura de la
planta (Longitud cm), biomasa (peso seco de plantas - raiz, hojas y tallos), N-NH4*, N-NO3- en
suelo.



Tabla 6. Matriz de correlaciones de las variables respuesta potencial IBN en exudados y tejido de raiz (ATU/g raiz), tasas de nitrificacion,
valores SPAD, altura de la planta (Longitud cm), biomasa (peso seco de plantas - raiz, hojas y tallos), N-NH4*, N-NOs-.

Exudado_.ATU.g.raiz Tejido_.ATU.g.raiz Tasas_Nitrificacion SPAD  Longitud_.cm. Peso_raiz_.ghojas_._tallo_. N.NH4._.mg.kg. N.NO3_.mg.kg.
Exudado_.ATU.g.raiz. 1.000 0.348 -0.386  0.514 0.265 -0.564 -0.373 -0.230 0.015
Tejido_.ATU.g.raiz. 0.348 1.000 0.006 0.311 0.532 -0.226 -0.203 0.252 0.332
Tasas_Nitrificacion -0.386 0.006 1.000 -0.302 -0.068 0.330 -0.006 0.583 0.469
SPAD 0.514 0.311 -0.302  1.000 0.449 -0.243 -0.629 -0.195 -0.166
Longitud_.cm. 0.265 0.532 -0.068  0.449 1.000 -0.096 -0.438 -0.030 0.302
Peso_raiz_.g. -0.564 -0.226 0.330 -0.243 -0.096 1.000 0.190 0.468 0.037
hojas_._tallo_.g. -0.373 -0.203 -0.006 -0.629 -0.438 0.190 1.000 0.005 -0.195
N.NH4._.mg.kg. -0.230 0.252 0.583 -0.195 -0.030 0.468 0.005 1.000 0.290
N.NO3_.mg.kg. 0.015 0.332 0.469 -0.166 0.302 0.037 -0.195 0.290 1.000
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En la figura 17 se muestra el analisis de agrupamiento (“cluster”) se evidencian 3 grupos con
alto, medio y bajo IBN. Los genotipos Llanura 11, Nipponbare, IAC25, Linea 18, Linea 3 y linea
23 (“cluster 3” que se observa en color verde) con alto potencial IBN en exudado (ATU/ g de

raiz) y menores tasas de nitrificacion (Figura 14).
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Figura 17. Andlisis de clusters de las variables respuesta potencial IBN en exudados y tejido
de raiz (ATU/g raiz), tasas de nitrificacion, valores SPAD, altura de la planta (Longitud cm),
biomasa (peso seco de plantas - raiz, hojas y tallos), conductividad eléctrica (CE) y pH en el
exudado de raiz, N-NH4*, N-NO3, N mineral (N-NH4* + N-NO3").
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Teniendo en cuenta que Pariasca et al. (2010) mencionan un efecto de la edad de la planta,
siendo el IBN mayor en plantulas. En este estudio se incluyé la evaluacién de una metodologia
denominada raiz seminal (Ogawa et al., 2014), genotipos contrastantes en potencial IBN segin
bioensayo para exudado de raiz, y a su vez estimar la relacién del potencial IBN con la etapa
fenolégica de la planta, como un indicador del cambio fisiolégico promovido por el desarrollo

de la planta.

Al respecto, en la figura 18 se reportan los resultados de potencial IBN en exudado y tejido de
raiz seminal (ATU/ g de raiz) medido con el bioensayo usando la cepa recombinante de
Nitrosomonas europeae, a partir del exudado de plantulas de 10 dias obtenidas por el método
de raiz seminal de 4 genotipos de arroz contrastantes segun criterio % Inhibicion de exudado

de raiz en bioensayo (Pariasca et al., 2010).
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Figura 18. Potencial de IBN (ATU/ g de raiz) medido con el bioensayo usando la cepa
recombinante de Nitrosomonas europeae, a partir del exudado de plantulas de 10 dias
obtenidas por el método de raiz seminal de 4 genotipos de arroz contrastantes criterio %
Inhibicién de exudado de raiz en bioensayo (Pariasca et al., 2010). Barras representan medias
+ error estdndar (n=3). Medias con letras diferentes indican diferencias significativas en los
genotipos segun el test LSD (P < 0.05).
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Se observa que genotipos como el [AC25 presentaron un alto IBN potencial en tejido de la raiz,
pero fue el menor IBN exudado indicando que pueden existir diferencias en la tasa de
exudacion entre genotipos. Sin embargo, comparado con plantas adultas evaluadas
previamente no se observa la misma tendencia en la actividad IBN lo que podria atribuirse a
procesos fisioldgicos relacionados con el desarrollo, que afectan la actividad IBN de un
genotipo. En otras especies se han reportado diferencias en la exudacién de moléculas a través
del desarrollo, por ejemplo, en plantas de cebada se encontré estimulacion de la nitrificacion
en etapas tempranas de crecimiento, y un efecto inhibidor desde el inicio de la etapa
reproductiva hasta la madurez (Wheatley et al., 1997). Por su parte, Ghoneim et al. (2014)
encontraron variaciones en las tasas de nitrificacién a diferentes periodos de crecimiento del

sorgo.

Por otra parte, para corroborar los resultados obtenidos mediante los otros dos métodos de
evaluacion de IBN (bioensayo e incubacién de suelo), se realiz6 la cuantificaciéon de genes
amoA de AOA y AOB, y se encontré menores recuentos de estos genes en muestras de suelo de
genotipos de arroz y el control IBN positivo Bh 679, respecto al control suelo sin plantas
(Figura 19). Como se menciond anteriormente para Bh en 3 meses no es tiempo suficiente para
la deteccién en suelo de la caracteristica IBN por bioensayo e incubacién. Sin embargo, genes
amoA si se comporta como generalmente se reporta, bajas cantidades de AOA y AOB para Bh

(Subbarao et al., 2009).
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Figura 19. Cuantificacidon del gen amoA de arqueas y bacterias amonio-oxidantes (AOA y AOB)
a partir de muestras de suelo colectado durante la cosecha de las plantas al momento de
floracion de algunos genotipos de arroz, control suelo sin plantas e IBN positivo Bh 679. Barras
representan medias + error estandar (n=3). Medias con letras diferentes indican diferencias
significativas en los segtn el test LSD (P < 0.05).

En conclusioén, los exudados de raices de arroz pueden inhibir la nitrificacién en el bioensayo.
Los resultados en las tasas de nitrificacién muestran que los compuestos que se exudan desde
las raices de arroz en algunos genotipos son menos estables al no relacionarse con la respuesta

inhibitoria en el bioensayo, o que algunos compuestos que se producen no se liberan al suelo.

Los métodos de caracterizacion del fendmeno IBN que se han estandarizado y validado en el
CIAT para Bh han sido eficaces para identificar la funcién IBN en un diverso germoplasma de
arroz, por lo cual también pueden ser utilizados para explorar la actividad IBN en otros

cultivos.
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Conclusiones

El sistema de simulacién de rotacién Bh-arroz mostré que el efecto de IBN residual de Bh
incide positivamente sobre la productividad del cultivo de arroz, en suelos de baja fertilidad
como un Oxisol tipico de los Llanos Orientales, y abre la posibilidad de utilizar el IBN en campo

para el aumento del rendimiento y reduccién de la huella ambiental del cultivo de arroz.

Se encontro actividad IBN en los genotipos de arroz mediante los métodos de fenotipificacion
de IBN utilizados en Bh y sorgo (bioensayo e incubacion de suelo), en un rango de 3.27 a 31.75
ATU g-1 raiz, y desde 3.06 a 7.6. mg N-NO3- kg-1 de suelo dia-1, que permiti6 identificar
genotipos con capacidad de IBN alto, medio y bajo. Se destacé para alto IBN los genotipos de
secano Llanura 11 que se cultiva en la regién Llanos Orientales y las lineas Proyecto CIAT-Cirad

3,18y 23, para la posterior aplicacién de IBN en la agricultura.

Se utilizé por primera vez la metodologia de raiz seminal para IBN, y se configura como una
forma rapida de evaluar la actividad IBN en un amplio germoplasma de arroz, de modo que
permita seleccionar genotipos para estudios posteriores relacionados con aplicacién de IBN

para la agricultura.

Al relacionar las variables de tasas de nitrificacién y exudados, se encontré para los genotipos
de riego evaluados que se ajustan a un modelo lineal comparado a genotipos de secano, de
modo que estas diferencias en exudacién para IBN, permitiria aprovechar el uso de

herramientas moleculares para la busqueda de genes relacionados con esta caracteristica.
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Anexo A. Recuento de nematodos Fitoparasitos en
100 cm3 de suelo para las lineas mas susceptibles en
suelo arroz (SAR) en la dosis de nitrogeno N180 en el

ensayo de rotacion Bh-arroz.
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