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Abstract

H. Urzla, J. M. UrzGa y R. Pizarro. Pre-selection oRhizobium leguminosarunbv. viceaestains in forage
vetch for use as green manurélhe growing enphasis in sustainable agriculture nitrogen fertilization using organ
materials motivates the study of improved nitrogen availability in v&ficia(benghalens)sggrown in alluvial soils

of central Chile. With the aim of providing alternatives to artificial N sources, the present research analyzes symt
N studies aimed to optimize the contribution of N fixation as a means of attaining stability of N mineralization fr
organic materials in the soil. Greenhouse trails were made using central zone alluvial soils and native strai
Rhizobium leguminosarubv. viceae Strains were characterized by isolation in YEM medium and by determinatio
antibiotics resistance profiles and plasmid profiles using DNA electrophoresis. Plants were grown under contr
environmental conditions in pots with selected soils. The behavior of different rhizobium strains was compare
uninoculated treatments with and without N-fertilizer. DM production (aerial and root), N-accumulation by t
plants, nodulation, nitrogenase enzyme activity and ureides content, were superior (p = 0,05) for strain 3. The r
support further strain 3 experimentation under field conditions.

Key words: Rhizobium leguminosarubv. viceag green manure, symbiotic nitrogen fixatidMicia benghalensijssustainable
agriculture.
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INTRODUCCION La fijacién simbidtica de nitrdgeno (FSN) es un proce-

so por el cual las plantas leguminosas, al ser infectada
Para sostener el aumento en la eficiencia productiva deon bacterias del suelo del génBtuizobium fijan ni-
los cultivos es necesario satisfacer los requerimientosrégeno atmosféerico (Nl por accion de la enzima
de nutrientes de las plantas. El suministro de nitrégenmitrogenasa, para convertirlo en nitrégeno mineral
del suelo no es suficiente para compensar su crecient@NH,), contribuyendo a sustentar su sintesis proteica.
demanda, haciéndose necesaria la aplicacion de alguha inoculacion con cepas especificaRktezobiunper-
fertilizante nitrogenado. Sin embargo, esta estrategiamite maximizar la fijaciéon de nitrégeno e incrementar
productiva puede producir una creciente contaminaciénla produccién de biomasa aprovechable (UrzGa, 2000b)
del suelo y del agua.

Con el fin de aprovechar la FSN dentro de la modalidad
Dentro de este contexto, la agricultura sustentable consde la agricultura sustentable, la utilizacién de cultivos
tituye una modalidad productiva que disminuye la utili- de cobertura durante los meses de invierno, que poste
zacion de fertilizantes (Buckles, 1998), permitiendo serriormente son incorporados y conocidos como “abonos
recomendada como una herramienta eficaz y econémiverdes”, permiten mejorar las propiedades fisicas y qui:
ca para minimizar estos problemas. micas de los suelos para su uso posterior.
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Entre las principales ventajas de la incorporacién deforrajera Yicia benghalens)svariedad Atropurpurea.
abonos verdes al suelo se pueden mencionar: i) fijarSe hizo una coleccién y seleccién de nédulos, aislamien-
nitrdgeno atmosférico en altas cantidades, ii) se mejo-to de rizobios sobre medio agar-extracto de levadura-
ran las caracteristicas fisicas del suelo (estructura, aimanitol (YEM , Urzleet al, 1995). La determinacion e
reacion, capacidad de retencion de agua, facilitan elidentificacion de cepas dhizobiunfue realizada por
laboreo, ayudan a prevenir la erosion, etc.), iii) dismi- resistencia a antibidticos (Urzla, 2000a) y electroforesis
nuye la lixiviacién de nitrégeno, iv) aumenta el nivel de ADN plasmidial (UrzGa y Tesser, 1998).
de humus del suelo y la actividad microbioldgica, v)
ayuda a controlar malezas, vi) beneficia el manejo deLa determinacion de la eficiencia simbiotica para la pre-
pestes, vii) contbuye a la obtencion de cosechas no con- seleccion de las cepas fue realizada en macetas con sue-
taminadas , vii)) psentan un manejo mas manipulable los aluviales de la zona central, bajo condiciones de in-
y limpio que el abono animal, ix) puede generar bene-vernadero, con la misma especie utilizada en la primera
ficios complementarios al utilizar, eventualmente, es- etapa. Se evaluaron tres cepas, las que fueron inoculadas
tos cultivos como forraje, x) constituye una fuente de al momento de la siembra, un tratamiento control, que se
atraccion para la vida silvestre, contribuyendo a la con-infecté espontdneamente, y un tratamiento con fertiliza-
servacion de la biodiversidad, etc. (Diver, 1999; Mc cién nitrogenada. Se midié materia seca (75°C) y con-
Raeet al, 2000). centracion de nitrogeno en la parte aérea y raiz , masa
nodular y contenido de ureidos (Urzla y Tesser,1998) y
Las especies que se cultivan para abonos verdes debettividad de la enzima nitrogenasa, por el método de re-
llegar a producir abundante biomasa, en un corto periodaluccion de acetileno a etileno (Urzla y Ruiz, 1980). Los
vegetativo y de facil descomposicion. Entre éstas esperesultados fueron analizados estadisticamente mediante
cies leguminosas, las mas recomendadas para cultivaanalisis de varianza y la diferencia de medias segun
en la zona central del pais corresponden a: Waida( Duncan. Se efectuaron, ademas, algunas correlaciones
satival.), arveja Pisum sativunt..) y haba Vicia faba simples.
L.), siendo importante utilizar variedades forrajeras. Den-
tro de su composicion nutritiva destaca su alta concenEl andlisis de las cifras muestra un efecto significati-
tracion de nitrogeno, que fluctda entre 3 y 4%. vo de la inoculacion con la cepa 3 sobre todos los
parametros medidos (Tabla 1), destacandose especial-
Los objetivos de este estudio fueron: i) seleccionar ce-mente los valores de actividad de la enzima
pas nativas de. leguminosarurnv. viceagpara nodular ~ nitrogenasa. Respecto a la superioridad lograda por la
vicia forrajera en suelos aluviales de la zona central delcepa 3 en la produccién de materia seca y en la acu-
pais, ii) medir la eficiencia de la FSN de las cepas sesmulacion de nitrégeno, comparadas con el tratamien-
leccionadas en vicia forrajera comparadas con pobla+o fertilizado, puede suponerse que la dosis de N usa-
ciones nativas y con fertilizacion nitrogenada, en con-da fue insuficiente para competir con la mejor cepa.
diciones de invernadero. El coeficiente de masa nodular mostro clara evidencia
de la eficiencia infectiva de la cepa 3. Por su parte, el
Para la coleccion de cepas nativas se realizarorcontenido de ureidos en hojas y tallos muestra, una
muestreos de suelos, siembra en macetas de vicimez mas, una mayor presencia de estos compuestos

Tabla 1. Efecto de la inoculacion con cepas nativafktizobum leguminosarubv. viceaesobre la fijacion simbiética de
nitrégeno erVicia benghalensjsajo condiciones de invernadero.

Effect of inoculation with native Rhizobium leguminosarum bv. viceae straitise symbiotic nitrogen fixation in Vicia
benghalensis, under greenhouse conditions

Tratamiento MS total N total Masa Nodular Actividad Ureidos

(g/maceta) (mg/maceta) (% relativo) N-asa (% relativo)
(etileno, mg/kg)

Testigo 831 315b 100 bc 315b 100 c

R. leguminosarumbv. viceae

Cepa 2 9.2b 352 ab 101 bc 411 b 109 b

Cepa 3 10.2 a 403 a 142 a 1332 a 130 a

Cepa 4 88b 340 b 87c 401 b 115 b

Testigo + N 8.7b 338 b 110 b 260 b 114 b

1. Duncan, p= 0.05.
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nitrogenados organicos en las plantas inoculadas co
la cepa mas efectiva.

Relationship between nitrogenase enzyme activity and nitroger
accumulation by forage vetch (Vicia benghalensis), under
greenhouse conditions.

Ademas, se obtuvo una correlacion significativa entre EN 12 Figura 3 se presentan los resultados preliminare:

la produccién de materia seca de las plantas de vicia
su eorresnondiente nitrGnena acumulado (Fioura 1),
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Figura 1. Relacién entre materia seca producida por vicia
forrajera Yicia benghalensisy su acumulacién de nitrégeno,
en condiciones de invernadero.

Relationship between dry matter production by forage vetch
(Vicia benghalensis) and nitrogen accumulation under
greenhouse conditions.

Adicionalmente, la Figura 2 muestra una normal depen-|
dencia de la acumulaciéon de nitrégeno por las plantas

de vicia de la actividad nitrogenasica nodular. Estas re
laciones confirman la eleccion adecuada de pardmetro

para determinar la FSN en vicias, en las condicioneq

experimentales realizadas.
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Figura 2. Relacion entre actividad de la enzima nitrogenasa y

la acumulacion de N por vicia forrajeNidia benghalensis)
en condiciones de invernadero.

)ge electroforesis de ADN plasmidial de algunas cepas
deR. leguminosarurbv. viceag identificadas y selec-
cionadas en los experimentos de invernadero.
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Figura 3. Perfiles de plasmidos @hizobium leguminosarum
bv.viceae Carriles 1 y 15: estandar de peso molecular (ADN
del fagoA digerido con Hind Ill); Carriles2a 6y 7 a 14: ADN
plasmidial de diferentes cepas; Carril 8; buffer de carga.
Plasmid profiles of Rhizobium leguminosarum bv. viceae. Lane
1 and 15: standard of molecular weight (8fDNA digested
with Hind IIl); Lane 2 to 6 and 7 to 14: plasmidial DNA of
different strains;Lane 8; load buffer.

Finalmente, puede establecerse que este tipo de expel
mentos permite una seleccion preliminar de cep&s de
leguminosarumbv. viceae especificas para una
nodulacion efectiva en vicia forrajera, que incentive la
FSN. Ademas, estos resultados deben ser validados e
condiciones de campo para la obtencion de abonos vel
des altamente aportadores de N al sistema productivo
considerando que su uso practico dependerda, tambiér
de aspectos econdémicos (costo/beneficio), dentro de
marco de una agricultura sustentable.
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RESUMEN guimicas de suelos aluviales de la zona central de
Chile en la concentracion de ADN plasmidial de
Debido a la importancia creciente del uso de abonos cepas ddRhizobium leguminosarubv. phaseoli
verdes para aportar nitrégeno (N) a los cultivos en la  Ciencia e Investigacion Agraria. 25: 185-187.
modalidad de la agricultura sustentable, se estimd neUrzla, H.; Faiguenbaum, H.; Ormazéabal, A.; Galvez,
cesario estudiar la posibilidad de optimizar la nutricion M.; y R.Pizarro. 2000a. Nutricion nitrogenada de

nitrogenada de vicid/cia benghalensjn suelos aluviales frejoles para uso agroindustrial en Chile Central.
de la zona central. Los estudios tuvieron como objetivo ~ Publ. XX Reunidén Latinoamericana de
optimizar el aporte de N, incentivando la fijacion simbidtica, Rhizobiologia. (IDEMA/U.S.Agustin). Arequipa

a fin de sustituir la fertilizacion nitrogenada al alcanzar laes-  p.146.
tabilizacion del sistema de mineralizacion de N de los resi-Urzda, H. 2000b. Fijacion Simbidtica de Nitrégeno en

duos orgéanicos del doe Se emplearon suelos aluviales Chile: Importante herramienta para una agricultura
de la zona central, y se caracterizaron cepas nativas de sustentable. Publ. XX Reunién Latinoamericana de
Rhizobium leguminosarubv.viceag a través de aisla- Rhizobiologia (IDEMA/U.S.Agustin). Arequipa,

miento sobre medio YEM, determinacion de perfiles de Pera. 221-228.
resistencia a antibidticos y de plasmidos por
electroforesis de ADN, con el objeto de realizar, en una
primera etapa, estudios en invernadero. Posteriormen-
te, se establecieron las plantas en macetas con los sue-
los seleccionados, bajo condiciones ambientales con-
troladas. Se probé el comportamiento de diferentes ce-
pas rizobianas frente a testigos no inoculados con y sin
aporte de N fertilizante. Los resultados de produccion
de materia seca de la parte aéreay raiz, el N acumulado
por las plantas, la nodulacion, la actividad de la enzima
nitrogenasa y el contenido de ureidos, fueron
significativamente superiores (p=0.05) con la cepa 3
en los parametros de fijacion empleados, lo que permi-
tiria utilizarla en experimentos validatorios en terreno.
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