
UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA 
FACULTAD DE AGRONOMÍA 

 
 
 
 
 

DOS ASPECTOS DEL CICLO DEL NITRÓGENO: 

Fijación biológica y  

emisión de óxido nitroso 
  

 
 

por 
 

 
 

María del Pilar IRISARRI 
 
 
 
 
TESIS presentada como uno de los 
requisitos para obtener el título de 
Doctora  en  Ciencias Agrarias  
 
 
 
 

MONTEVIDEO 
URUGUAY 
Agosto 2014



 

 II 

Tesis aprobada por el tribunal integrado por la Dra. Matilde Soubes, el Dr. Ariel 

Szogi  y la Dra. Lillián Frioni el  11 de agosto de 2014. Autora: Mag. María del Pilar 

Irisarri. Director Dr. Jorge Monza, Co-director Dr. José Palacios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 III 

AGRADECIMIENTOS 

 

Al Comité Académico de Posgrado en Ciencias Agrarias de la Facultad de 

Agronomía por permitir mi ingreso al Programa de Doctorado mediante el Artículo 

10 del Reglamento, “aportes de  trabajos científicos publicados que acrediten una 

prolongada y sólida línea de trabajo con resultados originales”. En especial a César 

Basso y Jorge Urioste por su contribución a mejorar el formato de la tesis. 

 

Esta tesis supone el resumen del trabajo de muchos años por lo que prefiero 

agradecer en general a todos quienes me acompañaron a lo largo de estos: 

 

A los autores y co-autores de los artículos de esta tesis. También a quienes han sido 

reconocidos en cada uno de esos artículos. Entre ellos a las distintas instituciones y 

programas que financiaron la investigación y me permitieron nada menos que 

trabajar en lo que me gusta. 

 

En forma particular a todos quienes trabajaron conmigo en los laboratorios de 

Bioquímica y de Microbiología de la Facultad y de Facultad de Química. Agradezco 

también a los que me acompañaron en el camino desde el Instituto Nacional de 

Investigación Agropecuaria (Treinta y Tres) y en los  laboratorios donde estuve  en 

Madrid, Granada y Ghent. 

 

A Pepe por aceptar la co-tutoría y su paciencia con la corrección. 

 

Al Tribunal por leer este trabajo tan largo y diverso. 

 

Y muy especialmente a Jorge por haberme alentado a intentar este desafío  cuando ya 

no parecía una opción muy razonable. 

 



 

 IV 

TABLA DE CONTENIDO 

     Página 

PÁGINA DE APROBACIÓN.................................................................................  II 

AGRADECIMIENTOS.......................................................................................... III 

RESUMEN………………………………………..…...........................................VIII 

SUMMARY………………………..………..……………………….…………..... IX  

 

1. INTRODUCCIÓN …...................................................……….....................…. 1 

1.1. NITRÓGENO …...........................................................................................  1 

1.2. OBJETIVO Y ORGANIZACIÓN DE LA TESIS …................................  2 

 

2. MARCO TEÓRICO 

    EL CICLO DEL NITRÓGENO …………………….........................................  3 

2.1. FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO……….…….......…………. 7 

2.1.1. Fijación simbiótica............................................................................... 10 

2.1.1.1. Leguminosas…....................................................................... 10 

2. 1.1.2. Rizobios.................................................................................. 10 

2.1.1.3. Genes simbióticos de los rizobios…...................................... 11   

2.1.2. Fijación en vida libre por cianobacterias.......................................... 13 

            2.1.2.1. Heterocisto…..........................................................................13 

2.1.3. Métodos de estimación de la actividad nitrogenasa...........................15 

2.2. DESNITRIFICACIÓN…............................................................................16 

 2.2.1. Procesos por los que se produce N2O en los suelos ….....................  17 

2.2.2. Consumo de  N2O…………..........……………………...………...…. 19 

 

3. FIJACIÓN BIOLÓGICA EN LOTUS……....................….....…………... 21 

3.1. LEGUMINOSAS FORRAJERAS …………………..……………..…... 23 

 3.1.1. Leguminosas forrajeras del género Lotus…..................................... 23             

3.1.2. Inoculación de leguminosas forrajeras en Uruguay ………………. 25 

  3.2. MICROSIMBIONTES DEL GÉNERO LOTUS …........…...…….…,,. 26 

 3.3. DESNITRIFICACIÓN EN RIZOBIOS ……………..………………… 27 



 

 V 

3.4. DIVERSIDAD DE RIZOBIOS …………..………………………….….. 30 

3.4.1. Análisis de la diversidad de rizobios aislados de lotus en suelos de   

Uruguay ….................................................………………………………...   30 

3.4.2. Factores que afectan la diversidad de rizobios ................................  34 

 

4. FIJACIÓN DE NITRÓGENO POR CIANOBACTERIAS Y 

FERTILIZACIÓN EN ARROZ …………………....................……...…………  37 

 4.1. EL ARROZ EN URUGUAY.………………...….…………..………...... 40 

4.2. DINÁMICA DEL NITRÓGENO EN UN SUELO INUNDADO …...... 41 

4.3. FBN EN ARROZALES …………………………………….………….... 41 

4.3.1. Cianobacterias ……………………………………………………...... 42 

4.3.1.1. Diversidad y abundancia de cianobacterias con heterocisto 

en el arrozal ………………………………………………………… 43 

4.3.1.2. Actividad fijadora de N2 fotodependiente en el arrozal .... 45 

4.3.2. Recuperación del N del fertilizante …………………………..…….. 48 

4.4. INOCULACIÓN DE ARROZ CON CIANOBACTERIAS …......…… 49 

4.4.1. Inoculación con cianobacterias nativas en Uruguay ……….……... 49 

4.5. FOTOSÍNTESIS EN CIANOBACTERIAS …...………………………  51 

4.5.1. Cianobacterias y radiación UV …………………………………….. 52 

4.5.1.1. Efectos sobre la fotosíntesis ……………….…….………… 53 

4.5.1.2. Producción de EROs ………….……………………….…..  54 

4.5.1.3. Reparación y defensa frente al daño ……….………..……  55 

 4.5.2. Efecto de otros estreses abióticos en cianobacterias ….……...…... 56 

4.5.2.1. Estrés osmótico ………………………….…………………. 57 

5.  EMISIONES DE N2O EN AGROSISTEMAS DE URUGUAY ….............. 59 

5.1. GASES DE EFECTO INVERNADERO Y AGRICULTURA  …........ 62 

5.1.1. Metano ……………………………………………….…………........ 64 

5.1.1.1. Fuentes de metano.……..………………….………………. 64 

5.1.1.2. Sumideros de metano ……….……….…….…………........ 65 

          5.1.2. Óxido nitroso ………..…...…………………….......…...….….…….. 65 



 

 VI 

5.1.2.1. Fuentes de N2O ………………………………….....…….  66 

5.2. CUANTIFICACIÓN DE LOS GEI ….……….……...…………...……. 67 

  5.2.1. Manejo del suelo y emisiones de N2O ……………..……......…… 67 

  5.2.2. Emisiones de GEI en el cultivo de arroz ……………..…….…… 71 

 5.2.3. Inhibidores de la nitrificación ……………...………………….… 75 

 

6. DISCUSIÓN GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS............... 78 

6.1. FIJACIÓN BIOLÓGICA EN LA SIMBIOSIS RIZOBIO-LOTUS … 78 

6.2. FIJACIÓN BIOLÓGICA POR CIANOBACTERIAS EN ARROZ ,,, 81 

6.3. EMISIÓN DE N2O .................................................................................... 83 

  6.3.1. Rotaciones y laboreo ....................................................................... 83 

  6.3.2. Cultivo de arroz ............................................................................... 84 

 

7. BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................ 87 

 

8. ANEXO (PUBLICACIONES) …………………………….………………… 118 

8.1. CHARACTERIZATION OF RHIZOBIA NODULATING Lotus 

subbiflorus FROM URUGUAYAN SOILS.................................................. 119 

8.2. DENITRIFICATION ABILITY OF RHIZOBIAL STRAINS 

ISOLATED FROM Lotus sp. ….............................................  .................... 128 

8.3. DIVERSITY OF RHIZOBIA NODULATING Lotus corniculatus 

GROWN IN NORTHERN AND SOUTHERN REGIONS OF URUGUAY 

…................................................................................................. 134 

8.4. DIVERSIDAD DE CIANOBACTERIAS CON HETEROCISTOS EN 

SUELOS CULTIVADOS CON ARROZ ……............................................. 145 

8.5. CYANOBACTERIA IN URUGUAYAN RICE FIELDS: DIVERSITY, 

NITROGEN FIXING ABILITY AND TOLERANCE TO HERBICIDES 

AND COMBINED NITROGEN …............................................................... 152 

8.6. ROLE OF CYANOBACTERIA AS BIOFERTILIZERS: 

POTENTIALS AND LIMITATIONS ………………………………......... 161 



 

 VII 

8.7. CYANOBACTERIAL INOCULATION AND NITROGEN 

FERTILIZATION IN RICE …..................................................................... 177  

8.8. DIFFERENTIAL RESPONSE TO MODERATE UV-B 

IRRADIATION OF TWO HETEROCYSTOUS CYANOBACTERIA 

ISOLATED FROM A TEMPERATE RICEFIELD ….............................. 183 

8.9. NITRIFICATION AND DENITRIFICATION ASSOCIATED WITH 

N2O PRODUCTION IN A TEMPERATE N-FERTILIZED IRRIGATED 

URUGUAYAN RICEFIELD ….................................................................... 194 

8.10. EMISIONES DE ÓXIDO NITROSO POR SUELOS CULTIVADOS 

CON ARROZ: EFECTO DE UN INHIBIDOR DE LA NITRIFICACIÓN 

.......................................................................................... 199 

8.11. NITROUS OXIDE EMISSIONS FROM AN URUGUAYAN 

ARGIUDOLL UNDER DIFFERENT TILLAGE AND ROTATION 

TREATMEN................................................................................................... 207 

8.12. EMISIONES DE CH4 Y N2O EN UN ARROZAL: PRIMERAS 

MEDIDAS EN EL SISTEMA PRODUCTIVO URUGUAYO................... 217    

8.13. YIELD-SCALED GLOBAL WARMING POTENTIAL OF TWO 

IRRIGATION MANAGEMENTS IN A HIGHLY PRODUCTIVE RICE 

SYSTEM IN URUGUAY ….......................................................................... 227 

 



 

 VIII 

RESUMEN 

En esta tesis se exploran dos aspectos del ciclo del N en suelos agrícolas en Uruguay: 

la entrada de N al ecosistema vía fijación biológica y la pérdida como N2O. El 

Capítulo 3 trata sobre la fijación biológica en la simbiosis rizobio-Lotus. Se buscó 

establecer el tipo de rizobios que nodula L. subbiflorus y L. corniculatus, cuál es su 

diversidad  y si esta se modifica frente a un estrés ambiental. Se evidenció gran 

diversidad entre los rizobios del género Mesorhizobium que nodulan Lotus 

corniculatus. La cepa usada como inoculante comercial  no se recuperó de nódulos 

de plantas instaladas en praderas con historia de inoculación, pero los genes 

simbióticos de los aislamientos de los nódulos y el inoculante comercial son 

similares. Estos rizobios no presentan características de desnitrificantes, mientras que 

los Bradyrhizobium que nodulan L. uliginosus y L. subbiflorus sí. El Capítulo 4 trata 

sobre cianobacterias con heterocistos en  arrozales. Las preguntas a responder fueron 

cuáles son los géneros de estas cianobacterias en un suelo de arrozal en rotación con 

pasturas, y cómo varían a lo largo del ciclo del cultivo. También se evaluó cuánto N2 

fijan, si es suficiente el tiempo del cultivo para que su N se mineralice y si la 

inoculación con cianobacterias aporta N al arroz. Finalmente, se intentó comprender 

cómo afecta a la fijación el agregado de fertilizante, herbicidas y la luz UV-B. Se 

concluyó que en vida libre las cianobacterias no son una fuente significativa de 

nitrógeno para el arroz, si bien su mineralización ocurre durante el ciclo del cultivo.  

El Capítulo 5 aporta los primeros datos de mediciones de emisiones de gases de 

efecto invernadero por agrosistemas en Uruguay. Se buscó responder si es diferente 

la cantidad de N2O emitido por cultivos agrícolas, praderas y campo natural, y si es 

afectada por las rotaciones y el laboreo del suelo. En el caso de arroz, se intentó 

establecer cuál es en nuestras condiciones el potencial de calentamiento global y si 

puede reducirse con el manejo del riego. No se evidenciaron diferencias consistentes 

en el N2O emitido por agricultura continua o rotaciones, ni entre laboreo 

convencional y siembra directa. En el cultivo de arroz, las emisiones de CH4 son 

mayores que las de N2O y el control del agua de riego permitió mitigar las emisiones 

totales, pero puede disminuir el rendimiento del arroz. 

Palabras clave: rizobios, Lotus, cianobacterias, arroz, desnitrificación 
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TWO ASPECTS OF THE NITROGEN CYCLE: BIOLOGICAL FIXATION 

AND NITROUS OXIDE EMISSION 

SUMMARY 

This thesis explores two aspects of the N cycle in agricultural soils of Uruguay, N 

inputs via biological fixation and its losses as N2O. In Chapter 3, where biological 

nitrogen fixation by rhizobia in symbiosis with Lotus was studied, the aim was to 

determine the type of rhizobia that nodulate L. subbiflorus and L. corniculatus, their 

capacity to denitrify and if their diversity was influenced by the environmental 

conditions. Rhizobia nodulating Lotus corniculatus of the genus Mesorhizobium 

were highly diverse. The commercial inoculant for L. corniculatus could not be 

isolated from nodules of plants from pastures with previous history of inoculation, 

but isolates from nodules and the commercial inoculant shared similar symbiotic 

genes. These rhizobia did not show characteristic of denitrifiers while bradyrhizobia 

nodulating L. uliginosus and L. subbiflorus did. Chapter 4 focuses on heterocystous 

cyanobacteria isolated from Uruguayan ricefields. The goal was to know the most 

abundant genus of cyanobacteria present in a ricefield in rotation with pastures and 

how they fluctuate along the rice cycle.  How much N2 was fixed, if the N in 

cyanobacteria was mineralized during the rice cycle and if cyanobacterial inoculation 

contribute with N uptake by rice, were analstudied. The effects on nitrogen fixation 

of fertilizer addition, herbicides and UV-B radiation were also evaluated. It was 

concluded that free living cyanobacteria were not a significant nitrogen source for 

rice. Instead, mineralization of cyanobacteria occurred quickly during the culture 

cycle. Chapter 5 contributed with the first data of greenhouse gases emissions in 

Uruguayan agrosystems. The hypothesis was that crops and pastures emit different 

amounts of N and are affected by rotations and tillage. The global warming potential 

for rice in our conditions was estimated and potential mitigation by irrigation control 

was evaluated. Consistent differences in N2O emission among treatments of 

continuous agriculture versus rotations or conventional tillage vs no-till could not be 

proved. In rice systems CH4 emissions are higher than N2O. A mitigation strategy 

reducing irrigation decreased emissions but may also diminish rice yield. 

Keywords: Lotus, rhizobia, cyanobacteria, rice, denitrification



 
 
 
 
 
 
 

1 
 

1.  INTRODUCCIÓN 

 

1.1. NITRÓGENO 
 
El nitrógeno es un nutriente esencial para la vida, y constituye el cuarto elemento en 

abundancia en las biomoléculas; por ello su ciclo es uno de los temas más estudiados 

de la microbiología del suelo desde hace más de 100 años. A pesar de ello, algunos 

pasos de este ciclo no se entienden o no se han cuantificado cabalmente.  

  En la naturaleza coexisten compuestos nitrogenados en los que el rango de 

oxidación del N varía entre -3 como en el amonio, hasta +5 en el nitrato, la forma 

más oxidada. La conversión entre las distintas formas de N es mediada 

mayoritariamente por enzimas presentes en microorganismos del suelo.  

  El N con frecuencia es el nutriente del suelo más limitante para las plantas debido, 

por un lado, a su elevada extracción por los cultivos, y por otro a sus pérdidas por 

desnitrificación, erosión, lavado y volatilización química, entre otros procesos. 

Además, de entre los ciclos biogeoquímicos de los elementos, es el del N sobre el 

que las actividades antropogénicas tienen un impacto mayor (Arp y Stein, 2003). La 

producción de alimento y energía a partir de la agricultura, junto a la industria y las 

fuentes de energía, han más que duplicado la cantidad de nitrógeno reactivo 

circulando anualmente sobre el suelo (Davidson et al., 2012).  

  Una preocupación relevante en la agricultura moderna es la cantidad creciente de 

fertilizante nitrogenado empleado, dado que puede modificar el ciclo del nitrógeno, 

en la medida que buena parte de éste se pierde (Schlesinger, 2009). Estas pérdidas, 

con resultados negativos para el ambiente, pueden incluir la emisión aumentada a la 

atmósfera de óxido nitroso (N2O),  gas con efecto invernadero o la pérdida de NO3- 

del suelo eutrofizando corrientes de agua. Por lo tanto, profundizar en el 

conocimiento de microorganismos involucrados en el ciclo de N contribuye a 

mejorar la eficiencia de su uso como fertilizante y reducir sus potenciales efectos 

ambientales negativos. 
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  Las preguntas que se plantearon en cada uno de los temas de que trata esta tesis 

intentan contribuir a maximizar el aporte del N2 fijado por los microorganismos a las 

plantas y a mitigar las pérdidas de nitrógeno del suelo como N2O.  

  Las interrogantes planteadas apuntan a caracterizar genéticamente los rizobios 

nativos/naturalizados que nodulan distintas especies de Lotus, leguminosa forrajera 

importante en el país. Por otro lado, era necesario conocer la participación de esta 

población de rizobios en el ciclo del N (fijación/desnitrificación) y determinar su 

eficiencia frente a la cepa recomendada por muchos años en el país y que se emplea 

en la fabricación de inoculantes comerciales.  

  El otro sistema fijador de N2 estudiado fue el de cianobacterias heterocísticas en el 

cultivo de arroz. Con anterioridad a los trabajos aquí comunicados, no se conocía la 

composición de la microflora heterocística, la influencia que los factores del 

ambiente ejercen en su desarrollo y distribución y el comportamiento de algunas 

especies en la inoculación del cultivo de arroz en las condiciones de Uruguay. 

  La estimación de las pérdidas como N2O es una primera contribución al 

conocimiento de la dinámica de las pérdidas de N del suelo y del fertilizante 

mediante emisiones gaseosas, en sistemas agrícolas tradicionales que incluyen 

rotaciones y en el cultivo de arroz. El esclarecimiento de algunos factores que 

afectan a dichas emisiones contribuirá a diseñar prácticas de manejo tendientes a 

minimizar estas pérdidas que representan  perjuicio al ecosistema y pérdida 

económica. 

 

1.2. OBJETIVO Y ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 
 

El objetivo general de esta tesis fue avanzar en el conocimiento del ciclo del 

nitrógeno en sistemas agrícolas de Uruguay. 

  Para esto se da un marco general a los temas tratados en el Capítulo 2 y se agrupan  

por un lado los diferentes resultados obtenidos y publicados respecto  a la entrada de 

N al ecosistema a través de la fijación biológica, por rizobios y cianobacterias 

(Capítulos 3 y 4 respectivamente) y por otro, a la pérdida de N del suelo como N2O 

(Capítulo 5). Los objetivos específicos de cada tema se presentan en el capítulo 

correspondiente. 
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2. MARCO TEÓRICO 

 EL CICLO DEL NITRÓGENO   

 

Si bien el N2  gaseoso constituye en volumen el 79% de la atmósfera, esta forma no 

está disponible metabólicamente para las plantas, y sólo se convierte en una forma 

disponible tras su conversión, mayoritariamente  en amonio, mediante  el proceso de 

fijación. Esta fijación de nitrógeno puede ser biológica (FBN) o industrial (proceso 

Haber-Bosch). En suelos agrícolas se produce un fuerte aporte de nitrógeno a través 

de los fertilizantes, en los que el nitrógeno va en forma de amonio (o urea) y/o 

nitrato.  

  La FBN la realizan un tipo exclusivo de procariotas, los diazotrofos. El amoníaco 

(NH3)  producto de la FBN es utilizado  por  los diazotrofos en vida libre, o 

exportado a las plantas en el caso de las bacterias fijadoras simbióticas. El nitrógeno 

fijado es asimilado por los vegetales en compuestos orgánicos que los animales usan 

como fuente de nitrógeno. La descomposición de la materia orgánica por 

microorganismos saprofitos se conoce como mineralización o amonificación, y el 

NH3 producido es convertido a nitrato (NO3
-) por un proceso oxidativo conocido 

como nitrificación.  

  El proceso de nitrificación ocurre en dos pasos que tienen lugar en distintos 

microorganismos nitrificantes. En un primer paso el amonio es oxidado a nitrito vía 

hidroxilamina (a) y en un segundo paso el nitrito es oxidado a nitrato (b).  

 

 

(a) Oxidación del NH3  (Fig. 2.1): 

NH3 + O2 + 2H+ 2e- ---------> NH2OH + H2O 

NH2OH + H2O ---------> NO2- + 5H+ + 4e- 

½O2 + 2H+ + 2e- ----------> H2O 

(b) Oxidación del NO2-: 

NO2- + H2O ----------> NO3- + 2H+ +2e- 

½O2 + 2H+ + 2e- ----------> H2O 
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(b) 

 
 
Figura 2.1 (a) Vías de oxidación de amonio y localización de sus enzimas en Nitrosomonas europaea. 
AMO: Amonio mono-oxigenasa, HAO: hidroxilamina oxidorreductasa, cyt: citocromo.  
(b) Organización putativa de la enzima oxidante del nitrito (NXR) y el transporte electrónico asociado 
a la misma en Nitrobacter sp. Los detalles marcados como (?) no se conocen (modificado de 
Starkenburg et al., 2011). 
 

  La conversión del amonio, relativamente inmóvil por su capacidad de unirse al 

complejo de intercambio del suelo, en nitrato, muy móvil, provee al suelo de una 

forma de N con más oportunidades de perderse, razón por la que la nitrificación se 

considera central para el flujo de nitrógeno en el suelo (Philippot y Germon, 2005). 

Por otra parte hay que considerar la desnitrificación, mediante la cual el nitrato 

soluble es reducido al ser utilizado como aceptor de electrones en condiciones 

limitantes de oxígeno. Este proceso respiratorio  involucra 4 reacciones catalizadas 

por 4 enzimas y rinde formas gaseosas con excepción de la primera reacción: 
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Nar: NO3
- reductasa desasimilatoria 

Nir: NO2
- reductasa 

Nor: NO reductasa 

Nos: N2O reductasa 

 
         Nar            Nir        Nor           Nos 
NO3

- ------ NO2
- ----- NO ------ N2O ------ N2  

 

 
  El NO3

- también puede reducirse a NH4
+  por el proceso denominado reducción 

desasimilatoria de NO3
- a NH4

+  (DNRA): 

 

NO3
-    NO2

-   NH4
+  

 

  La reducción respiratoria a nitrito (NO2
-) en condiciones anaerobias está acoplada a 

la generación de un gradiente protónico a través de la membrana (Simon, 2002). La 

DNRA usa un aceptor de electrones para regenerar el NAD+ y destoxificar el NO2
- 

que se acumula en las células reductoras de nitrato (Moreno-Vivian y Ferguson, 

1998)  y genera poco ATP. 

 

DNRA:   NO3- + 10H+ + 8e- --------->  NH4+ + 3H2O 

 

  Solo la reducción de NO3
- a NO2

- está acoplada a la producción de energía en la 

mayoría de los microorganismos. La reducción de NO2
- a NH4+ puede considerarse 

como un cortocircuito que evade la desnitrificación y la FBN (Cole y Brown, 1980), 

según se esquematiza en la figura 2.2. 
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Figura 2.2. Principales vías biológicas de transformación del nitrógeno. El eje vertical corresponde a 
los estados de oxidación del N. Se destacan la fijación de N2 y los mecanismos productores de N2O 
que son los temas de esta tesis (Canfield et al.,  2010, con modificaciones). 
Anammox: oxidación anaerobia de amonio 
 
  La oxidación anaeróbica de amonio (anammox) consiste en el consumo de amonio 

y nitrito (en relación 1:1) con liberación de gas N2, y los organismos involucrados en 

este proceso son Planctomycetales  (Strous et al., 1999). Hasta el 67% de la 

producción de N2 en sedimentos marinos puede atribuirse al proceso anammox 

(Dalsgaard et al., 2005). Datos más recientes han permitido demostrar una 

distribución más amplia de este proceso de remoción de N inorgánico que incluye 

zonas terrestres limitadas en oxígeno tales como humedales (Zhu et al., 2010), 

reservorios de petróleo (Li et al., 2010) y ecosistemas de agua dulce (Rich et al., 

2008). Estudios recientes (mediante marcaje isotópico) revelan que esta vía puede ser 

importante en suelos de arrozal y responsable de una pérdida significativa de N del 

suelo, ya que el suelo de arrozal saturado durante toda la estación de crecimiento 
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provee un hábitat ideal para las bacterias anammox, junto con la fertilización 

nitrogenada y los procesos acoplados de nitrificación-desnitrificación.  

 

2.1. FIJACIÓN BIOLÓGICA DE NITRÓGENO (FBN) 

 

La FBN supone la mayor fuente del N fijado en la biosfera (Canfield et al., 2010), y 

es llevada a cabo por procariotas llamados colectivamente diazotrofos. Casi todos los 

diazotrofos emplean básicamente la misma enzima, la nitrogenasa, que funciona a la 

temperatura ambiente  y presión atmosférica. 

 

  La reacción catalizada por la nitrogenasa es la siguiente: 

 

N2 + 16ATP + 8e
- + 8H+   --------->     2NH3 + 8H2 + 16ADP + 16Pi   

 

  La FBN puede considerarse eficiente, aunque parte de la energía consumida en el 

proceso se gasta en reducir protones (H+) a hidrógeno (H2) de manera concomitante 

con la reducción de N2  a amonio. Esto hace que la fijación sea al menos un 25% 

menos eficiente. Hay cepas de bacterias fijadoras provistas de un sistema 

hidrogenasa que las hace capaces de reciclar parcial o totalmente el H2  producido por 

la nitrogenasa (Ruiz-Argüeso et al., 2000) y recuperar parte de esa energía. 

  Los diazotrofos se encuentran tanto entre las Eubacteria como entre las Archaea. Un 

elemento unificador entre este tipo de microorganismos es el mecanismo de acción 

de la nitrogenasa y sus componentes estructurales. Los componentes catalíticos de la 

nitrogenasa incluyen dos metaloproteínas distintas, la dinitrogenasa (codificada por 

los genes nifD y K) y la dinitrogenasa reductasa (codificada por nifH). La única 

excepción a esta composición es la nitrogenasa dependiente de superóxido de  

Streptomyces thermoautotrophicus, cuya secuencia proteica no se conoce (Ribbe et 

al., 1997).  

  La dinitrogenasa NifDK es una proteína heterotetramérica (α2β2) que contiene un 

cofactor hierro-molibdeno (FeMoco) en cada subunidad α (NifD) que tiene el sitio de 

reducción del sustrato, y un cluster FeS especial, denominado P-cluster, en la interfaz 



 
 
 
 
 
 
 

8 
 

entre ambas subunidades. El donador de electrones es una proteína con Fe, la 

dinitrogenasa reductasa NifH. NifH es un homodímero que contiene sitios de unión a 

ATP y un grupo Fe4S4 localizado en la interfaz entre ambos monómeros (Rubio y 

Ludden, 2008). Los genes que codifican estas proteínas, los genes accesorios para las 

proteínas implicadas en el transporte electrónico, la síntesis de los cluster metálicos y 

la regulación, conforman el regulón nif (Halbleib y Ludden, 2000).  

  Además de los componentes catalíticos, otros productos génicos son necesarios para 

que la nitrogenasa sea funcional. Entre estos, las enzimas biosintéticas del cofactor 

FeMo (FeMoco), NifENB, juegan un papel fundamental.  

  Existen formas alternativas de la nitrogenasa con cofactores del sitio activo que 

carecen de Mo y contienen vanadio o hierro. Estas nitrogenasas alternativas están 

presentes en escaso número de organismos, y no se han identificado en taxones que 

no codifiquen también la nitrogenasa con Mo (Boyd et al., 2011).  

La fijación de N2 está regulada a nivel transcripcional en respuesta a los niveles 

ambientales de oxígeno y amonio. Como los componentes de la nitrogenasa son 

lábiles frente al oxígeno, los organismos diazotrofos han desarrollado una serie de 

estrategias para mantener la nitrogenasa en ausencia de oxígeno. En general, es 

ventajoso para la bacteria reprimir la transcripción cuando los niveles intracelulares 

de oxígeno son altos. También se reprime la expresión del sistema nitrogenasa, que 

es metabólicamente muy costoso, cuando los niveles celulares de N fijado son 

suficientemente altos. El grado en que estos factores  afectan la transcripción, es 

característico de cada diazótrofo particular. La expresión de la nitrogenasa en los 

diazotrofos simbióticos es casi insensible al amonio, porque la exportación de 

amonio al simbionte impide que alcance niveles altos. El paradigma de regulación 

transcripcional es derivado de estudios en K. pneumoniae, primer diazótrofo 

estudiado bioquímica y genéticamente (Arnold et al., 1988). En este modelo (figura 

2.3), la expresión está regulada por NifA, un activador transcripcional que requiere 

un factor sigma específico (σ54, producto de rpoN). La transcripción de nifA está 

bajo control de los productos de los genes ntrBC, que constituyen  un sistema de dos 

componentes responsable de la regulación del nitrógeno celular. Además nifA es co-

transcripto con nifL, que codifica una proteína regulatoria que responde al estatus 
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redox y nitrogenado. NifL actúa como regulador negativo en respuesta al oxígeno y 

al nitrógeno fijado. Por otra parte, bajo condiciones de limitación de energía o 

suficiencia de nitrógeno, el complejo nitrogenasa es rápida y reversiblemente 

inactivado por ribosilación-ADP de la proteína Fe (Martínez-Argudo et al., 2004).  

Algunos diazotrofos poseen además regulación post-transcripcional, por lo que si 

bien parece haber muy poca variación en las secuencias y estructuras de las 

nitrogenasas, habrían tantos mecanismos de regulación de las mismas como especies 

fijadoras de N2. 

  Dos Santos et al. (2012) predijeron una mayor diversidad genética de diazotrofos de 

la que se suponía, al estudiar los genes nifHDK y nifENB. Estos investigadores 

proponen que la diazotrofía  incluiría miembros de los filos Aquificae, 

Chrysogenetes, Deferribacterias, Fusobacteria, Nitrospirae, Spirochaetes y 

Verrucomicrobia. 

 

Figura 2.3. Genes de la fijación de nitrógeno (nif) en Klebsiella pneumoniae. Los genes cuyos 

productos están involucrados en la FBN están coloreados de acuerdo a sus funciones (modificado de 

Rubio y Ludden, 2008). 

 

  Desde un punto de vista de asociación con otras especies, generalmente los 

microorganismos fijadores de N2 se agrupan en fijadores en vida libre, entre los que 

se encuentran los que fijan asociados más o menos laxamente a raíces, y fijadores 

simbióticos. Los diazotrofos en vida libre fijan nitrógeno para beneficio propio, 
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pudiendo hacerlo, según los casos, en condiciones aeróbicas, microaeróbicas, como 

anaeróbicas (Newton, 2007), mientras que los que fijan N2 en simbiosis casi siempre 

lo hacen en condiciones microaeróbicas dentro de estructuras especializadas en las 

raíces de las plantas y suministran el N fijado a su huésped.  

 

2.1.1. Fijación simbiótica 
 
Varios tipos de relaciones simbióticas se establecen entre plantas y bacterias 

diazotrofas, pero las más estudiadas son las de los rizobios con las raíces de las 

leguminosas. Las leguminosas (Fabaceae) constituyen la más importante de las 

familias de plantas capaces de fijar N2 en simbiosis, tanto cuantitativamente como 

desde el punto de vista agrícola, económico y ecológico (Olivares et al. 2011). Otras 

especies vegetales que comprenden árboles y arbustos de diferentes familias de 

interés ambiental o forestal como Alnus, Casuarina, Myrica, etc. son capaces de fijar 

nitrógeno en simbiosis con el actinomiceto Frankia y constituyen las denominadas 

simbiosis actinorrícicas. También las cianobacterias pueden establecer relaciones 

simbióticas con plantas superiores, entre otras con un grupo de gimnospermas, las 

cicadáceas, y con la angiosperma Gunnera (Pawlowsky y Bergman, 2007). La 

mayoría de las cianobacterias, sin embargo, son capaces de crecer en vida libre y de 

fijar N2, y en simbiosis proporcionan nitrógeno a ambos integrantes del par 

simbiótico.  

 
2.1.1.1. Leguminosas 

La familia Fabaceae (Leguminosae) consiste en más de 19000 especies divididas en 

tres subfamilias, Papilionoideae, Mimosoideae y Caesalpinioideae (Lewis, 2005). La  

mayoría (96%) de las especies de Papilionoideae y  Mimosoideae forman nódulos, 

mientras que solo pocos géneros (22%) de las Caesalpinioideae examinadas hasta 

ahora  están noduladas (Sprent, 2009). 

 
2.1.1.2. Rizobios 

Los rizobios son bacterias Gram-negativas del suelo, que inducen la formación de 

nódulos fijadores de nitrógeno en las raíces de plantas de la familia Fabaceae y en 
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los tallos de algunas leguminosas acuáticas (Delgado et al., 2007). 

Excepcionalmente, se ha demostrado la capacidad de nodulación efectiva en una 

planta no leguminosa del género Parasponia.  

  Actualmente el grupo de los rizobios incluye los géneros Allorhizobium, 

Aminobacter, Azorhizobium, Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer, Mesorhizobium, 

Methylobacterium, Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, 

Shinella y Sinorhizobium (ICSP Subcommittee on the taxonomy of Rhizobium, 

2013), pertenecientes al orden Rhizobiales de las α-proteobacterias. Recientemente 

se ha descubierto que  algunas leguminosas  del género Mimosa son noduladas por β-

proteobacterias como Burkholderia y Cupriavidus (Gyaneshwar et al., 2011).  

Algunas especies de Burkholderia son promiscuas y nodulan efectivamente 

Phaseolus vulgaris.  

  Si bien los rizobios en general no fijan nitrógeno en condiciones de vida libre, 

Azorhizobium caulinodans puede fijar nitrógeno ex planta (Dreyfus et al., 1988) y 

realiza ese proceso a concentraciones de oxígeno relativamente altas. También se 

conocen rizobios con estrategias bioenergéticas diferentes a la respiración y que 

contribuyen a la simbiosis, como metilotrofía en Methylobacterium nodulans y 

fotosíntesis en un grupo de Bradyrhizobium que nodulan leguminosas del género 

Aeschynomene (Jourand et al., 2005, Giraud y Fleischman, 2004).   

 

2.1.1.3. Genes simbióticos  de los rizobios 

Pocas cepas de rizobios se han secuenciado completamente y representan menos del 

1% de los genomas bacterianos completos disponibles a la fecha. El estudio 

genómico y proteómico de 14 cepas de rizobios diferentes pertenecientes a distintos 

géneros, demostró que existen múltiples estrategias de fijación en simbiosis y que no 

existiría un único tipo de genes esenciales para la simbiosis y la FBN (Black et al. 

2012).  

Los genes de la fijación de nitrógeno en rizobios se han dividido clásicamente en tres 

grupos: nod, nif y fix. Los genes nod están involucrados en la síntesis de los 

denominados factores Nod, que químicamente son lipoquitín-oligosacáridos, cuya 

estructura central es sintetizada por los productos de los genes  nodABC, 
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considerados comunes a todos los rizobios (Perret et al., 2000). Otras genes nod son 

específicos y sus productos catalizan la incorporación de distintos radicales en los 

factores Nod, que “adornan” la molécula y la hacen que sea reconocida 

específicamente por una leguminosa u otra.  

  La formación de los nódulos se inicia por la unión a los receptores de tipo quinasa 

de la  leguminosa de factores Nod específicos para el huésped. Los factores Nod son 

esenciales para que los Rhizobiales desencadenen la curvatura del pelo radical, 

induzcan la formación del primordio nodular y entren a la raíz a través del hilo de 

infección mediante un complejo proceso (den Herder y Parniske, 2009). Los factores 

Nod se producen en respuesta a la presencia de flavonoides producidos como señal 

por la planta (Broughton et al., 2000). Dicha regulación se realiza través de la acción 

de la proteína NodD, que se une a los flavonoides y regula la expresión del operón 

nodABC y del resto de operones Nod que determinan el rango de hospedero (Perret 

et al, 2000). Los bradirizobios que nodulan el tallo de la leguminosa tropical 

Aeschynomene carecen de los genes nodABC comunes (Bonaldi et al., 2010). 

  Los genes nif y fix están involucrados en el proceso de fijación, los nif son 

homólogos a los de Klebsiella pneumoniae y los fix no. La fijación de nitrógeno vía 

nitrogenasa requiere un ambiente anaeróbico o microaeróbico para el bacteroide y la 

familia de genes fix está involucrada en la regulación y metabolismo del oxígeno en 

esta circunstancia. 

  Los genes simbióticos se encuentran en plásmidos (denominados plásmidos 

simbióticos o pSym) en los rizobios de crecimiento rápido, mientras que en los de 

crecimiento lento o intermedio están integrados en el cromosoma en islas simbióticas 

(Sullivan et al., 2002; Crossman et al., 2008). Esta ubicación de los principales genes 

simbióticos nos indica su naturaleza accesoria y la capacidad de ser transferidos en 

forma horizontal. La organización de los genes simbióticos en plásmidos o islas 

móviles permite la conversión de saprófitos no simbióticos en endosimbiontes 

fijadores de N2 de plantas y viceversa en un solo paso. Los genomas de los rizobios 

parecen ser muy dinámicos ya que poseen dentro de las regiones que codifican las 

funciones simbióticas, muchas secuencias de inserción, transposasas y genes 

relacionados (Kaneko et al., 2002, Sullivan et al., 2002). En el caso de 



 
 
 
 
 
 
 

13 
 

Mesorhizobium se ha podido demostrar la capacidad de estas bacterias para transferir 

islas simbióticas cromosómicas a otras bacterias del suelo (Sullivan y Ronson, 1998).  

 Las filogenias establecidas con los genes simbióticos como nifH  o nodABC a 

menudo difieren de las basadas en otros genes cromosomales (Laguerre et al., 2001), 

lo que se explica por eventos de transferencia horizontal de genes como los referidos 

más arriba.  

 
2.1.2. Fijación en vida libre por cianobacterias 

Durante la evolución del planeta, las cianobacterias co-evolucionaron con los estados 

de oxidación cambiantes del océano y la atmósfera para acomodar dentro de una 

misma célula o colonia, la fotosíntesis oxigénica con la sensibilidad al oxígeno de la 

nitrogenasa. Estas estrategias adaptativas comprenden en forma simplificada la 

separación espacial o temporal de la fotosíntesis y la FBN. En 1968, Fay et al.  

propusieron que las condiciones reductoras presentes en un tipo de célula de algunas 

cianobacterias, “heterocistos“, serían adecuadas para que ocurriera la FBN. En 1973, 

Fleming y Haselkorn aislaron por primera vez la nitrogenasa de los heterocistos y  

desde ese momento los consideraron como modelo de una fijación de N2 exitosa 

dirigida por la luz. Desde entonces se ha avanzado considerablemente en la 

comprensión de los mecanismos implicados en la diferenciación y funcionamiento 

del heterocisto (Flores y Herrero, 2010).  

2.1.2.1. Heterocisto 

Los heterocistos son células especializadas en la FBN que se encuentran en las 

terminaciones de los tricomas o intercalarmente. Se diferencian a partir de células 

vegetativas, cuando el nitrógeno combinado en el medio que las rodea disminuye 

considerablemente (Castenholz, 2001). Su desarrollo comienza cuando la división 

celular cesa, luego le sigue la formación de la envoltura celular del heterocisto, 

formada por una capa de glicolípidos que se encuentra entre una capa externa de 

polisacáridos y la pared celular, y constituye una barrera para el ingreso de oxígeno. 

En los poros polares de los heterocistos maduros se acumulan gránulos de 

cianoficina, un co-polímero de arginina y ácido aspártico, no sintetizado 

ribosomalmente, que actúa como reserva de nitrógeno. A su vez, los heterocistos 
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maduros muestran en general, una disminución de la concentración de 

ficobiliproteínas, pero su característica fisiológica principal es la presencia de 

actividad nitrogenasa. Con el fin de preservar la actividad de dicha enzima, la tasa de 

respiración de estas células es más alta debido a una mayor actividad de la vía de de 

las pentosas fosfato que en las células vegetativas. A su vez, las proteínas citocromo 

oxidasa y la oxidasa respiratoria terminal alternativa son importantes tanto para la 

respiración como para la FBN (Xu et al., 2008). El interior de los heterocistos es 

microaeróbico, como resultado del incremento de la respiración, inactivación del 

fotosistema productor de oxígeno (PSII), y la formación de una envoltura celular 

engrosada (Xu et al., 2008). 

  HetR, el producto de expresión del gen hetR, en coordinación con otro factor de 

transcripción (NtcA), actúa como el regulador principal del desarrollo de los 

heterocistos. Mutaciones en el gen hetR, impiden el desarrollo de los heterocistos, 

mientras que la sobreexpresión del mismo gen causa la formación de múltiples 

heterocistos contiguos, y lleva a su vez, a la diferenciación de los heterocistos en 

presencia de N fijado.  

  La FBN es muy costosa energéticamente, para hacer frente a dicho coste los 

carbohidratos sintetizados en las células vegetativas se movilizan hacia los 

heterocistos, probablemente en forma de sacarosa; a su vez los heterocistos 

transportan hacia las células vegetativas el N fijado en forma de aminoácidos (Wolk 

et al., 1994). El factor de transcripción NtcA participa en la regulación controlando 

la expresión de la mayoría de los genes involucrados en el metabolismo del N. La 

diferenciación del heterocisto en respuesta a la acumulación de 2-oxoglutarato es 

mediada por la unión de este a NtcA (Laurent et al., 2005). En Anabaena, NtcA se 

une a las regiones promotoras de varios genes involucrados en la asimilación del N, 

en el desarrollo de los heterocistos, o en la fotosíntesis (Herrero et al., 2004). 

  Desde un punto de vista agrícola debe destacarse que las cianobacterias diazotrofas 

son las principales contribuyentes de la FBN fotodependiente en el cultivo de arroz 

y, dentro de ellas, las formadoras de heterocistos son las más ubicuas (Vaishampayan 

et al., 2001). El hecho de que las cianobacterias sean organismos fijadores de 

nitrógeno capaces de generar su propio fotosintato las hace especialmente atractivas 
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para ser usadas como biofertilizante. El nitrógeno fijado por las cianobacterias puede 

ser liberado al medio y quedar disponible para la planta de arroz a partir de la 

autolisis y descomposición de las células y, en algunas especies, ser excretado en 

forma de amonio o pequeños polipéptidos en la etapa vegetativa (Sinha y Häder, 

1996). 

 

2.1.3. Métodos de estimación de la actividad nitrogenasa 

La detección experimental de la actividad fijadora de N2 no siempre es sencilla, y 

necesita condiciones especiales para cada especie y situación experimental. El 

método más simple para estimar la FBN en simbiosis con una leguminosa forrajera 

es comparar la producción de materia seca de la parte aérea de plantas inoculadas y 

no inoculadas crecidas en un substrato sin nitrógeno (Neira, 1995).  

  La enzima nitrogenasa, además de catalizar la reducción de N2  a NH3, puede 

reducir otros sustratos con triple enlace como el acetileno (C2H2) a etileno (C2H4). En 

esto se basa el método de estimación de actividad nitrogenasa basado en la reducción 

de acetileno, en el que el etileno producido es detectado y cuantificado por 

cromatografía de gases. Si bien esta técnica da una idea puntual de la capacidad 

fijadora y no de la actividad en el tiempo y tiene limitaciones para su interpretación, 

es útil a efectos comparativos en un mismo experimento (Zehr y Montoya, 2007) y 

ha servido para identificar cepas de rizobios con alta actividad nitrogenasa y alta 

producción de biomasa aérea del macrosimbionte (Sassi-Aydi et al., 2012, Silva 

Pinto et al., 2007). 

  La FBN también puede estimarse empleando isótopos estables del nitrógeno. El 15N 

se usa como trazador isotópico, ya que presenta mínimas diferencias de propiedades 

físico-químicas respecto al 14N. La relación de estos isótopos en la atmósfera es 

0,3663 y 99,634 % respectivamente. Entre las técnicas isotópicas se encuentran 

métodos basados en la dilución isotópica de 15N y en la abundancia natural de este. 

La dilución isotópica permite evaluar el aporte de la FBN producto de la dilución de 

una fuente de N enriquecida en 15N. En este tipo de ensayos la concentración de cada 

isótopo se determina por espectrometría de masas. 
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  El método de la abundancia natural se basa en las pequeñas diferencias de 

abundancia de 15N presente en la mayoría de los suelos, respecto al presente en el N2  

atmosférico (Ledgard y Steele, 1992). Considerando que el N del suelo es 

generalmente más abundante en 15N que el N2  atmosférico, se asume que plantas no 

asociadas a simbiosis con fijadores de N, en las cuales la fuente primaria de este 

elemento es el suelo, tendrían más 15N que las asociadas que toman el N2 de la 

atmósfera y del suelo.  

 
2.2. DESNITRIFICACIÓN 

 
La desnitrificación es el principal proceso biológico responsable de la devolución a 

la atmósfera del nitrógeno fijado. En este proceso el nitrato es reducido a nitrito por 

la nitrato reductasa de membrana (Nar) o periplásmica (Nap) (Fig. 2.4). La nitrito 

reductasa (Nir) cataliza la reducción de nitrito a óxido nítrico y en la reducción de 

este último a óxido nitroso interviene la óxido nítrico reductasa (Nor). Finalmente el 

N2O es convertido en N2 por la óxido nitroso reductasa (Nos). 

 

 
Figura 2.4. Organización de las enzimas vinculadas a la desnitrificación en P. denitrificans. AP: 
antiporte, NAR: nitrato reductasa, NIR: nitrito reductasa, NOR: óxido nítrico reductasa, N2OR: N2O 
reductasa, DH: NADH deshidrogenasa. Modificado de Zumft (1997) 
 
 

  Además de ser responsable de la pérdida de nitrato del suelo, esta vía contribuye a 

modificar la química atmosférica por la emisión de N2O, un gas con efecto 

Periplasma 

Citoplasma 
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invernadero (Lashof y Ahuja, 1990) y capaz de destruir la capa de ozono (Waibel et 

al., 1999). Otro de los gases producidos en el proceso es el óxido nítrico (NO), que 

constituye normalmente una porción muy baja de los gases emitidos, ya que para su 

propia sobrevivencia los microorganismos desnitrificantes normalmente mantienen 

sincronizadas las actividades de las enzimas Nir y Nos (Murray y Knowles, 2004). 

  Los suelos son las mayores fuentes de N2O atmosférico, que corresponde a un 6% 

del efecto invernadero total (IPCC, 2007). Se ha estimado que la volatilización de N 

producto de la desnitrificación, puede representar hasta un 5% del N-NO3 disponible 

d-1 en suelos muy pesados o con drenaje pobre (Nielsen, 2006). 

 

2.2.1. Procesos por los que se produce N2O en los suelos 

Los procesos involucrados en la producción de N2O se resumen en la figura 2.5 e 

incluyen la desnitrificación y la nitrificación: 

A. Desnitrificación (o desnitrificación respiratoria) 

Es la reducción microbiológica de nitrato a nitrito y luego a productos 

gaseosos, N2O y N2. Ocurre bajo condiciones predominantemente anóxicas cuando 

bacterias anaerobias facultativas usan en la respiración nitrato o nitrito como aceptor 

final de electrones. El producto final de la desnitrificación es N2, pero en algunas 

circunstancias la reducción es incompleta y puede acumularse N2O. Como este es un 

intermediario en la desnitrificación, puede producirse y consumirse simultáneamente, 

y el balance entre ambos procesos determina su emisión desde el suelo. La principal 

enzima responsable de la producción de N2O en diferentes ambientes es la NO 

reductasa respiratoria presente en bacterias desnitrificantes y en algunos oxidadores 

de amonio (desnitrificación nitrificante).  

B. Nitrificación 

La nitrificación es la oxidación microbiológica de amonio a nitrito y 

finalmente a nitrato. Normalmente es llevada a cabo por bacterias quimioautótrofas, 

es decir, que reducen el C inorgánico (CO2 o HCO3
-) a C orgánico, usando la energía 

liberada durante la nitrificación.  

Recientemente se ha descubierto que este proceso es llevado a cabo también por 

arqueas, y que este grupo es el más importante en la nitrificación llevada a cabo en el 
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océano. En suelos la importancia funcional de las arqueas nitrificantes es mas 

discutida, aunque su número es abundante (Leininger et al., 2006).  

  El rol de los nitrificantes en la producción de N2O puede ser a) directo o b) 

indirecto. 

a) Desnitrificación llevada a cabo por bacterias nitrificantes (desnitrificación 

nitrificante): Algunos aislamientos de Nitrosomonas son capaces de reducir nitrito a 

N2O y aún a N2 cuando se restringe el oxígeno. Puede liberarse N2O como un 

producto secundario incompletamente oxidado, durante la oxidación del amonio.  

b) El nitrato producido durante la nitrificación puede ser desnitrificado. La 

existencia de micrositios anóxicos en el suelo cerca de sitios mejor aireados, supone 

que nitrificación y desnitrificación pueden ocurrir simultáneamente. 

De todas maneras, la nitrificación no es exclusiva de organismos quimiolitotrofos, y 

actualmente se considera que los organismos que realizan nitrificación heterotrófica 

en los suelos son abundantes, aunque difíciles de cultivar (Ferguson et al., 2007).  

Otros procesos productores de N2O son la quimio-desnitrificación y la 

desnitrificación por hongos. Aunque algunos autores le atribuyen importancia en 

algunas situaciones (Hopkins et al., 1997), otros los consideran cuantitativamente 

despreciables (Laughlin y Stevens, 2002). La desnitrificación fúngica es 

frecuentemente acompañada de co-desnitrificación en la que se forman especies de 

N2O híbridas formadas por combinación de átomos de N del nitrito con donadores de 

N como aminas o iminas. El producto final de la desnitrificación llevada a cabo por 

hongos es el N2O ya que carecen la enzima N2O reductasa. Shoun et al. (2012) 

consideran que la acidificación de un ambiente por lluvia ácida y el uso excesivo de 

fertilizantes amoniacales pueden promover la desnitrificación por hongos y por lo 

tanto la emisión de N2O. Prendergast-Miller et al. (2011) demostraron que especies 

de hongos ectomicorrícicos tienen capacidad de producir N2O. Aproximaciones 

isotopológicas (Sutka et al., 2008) permitirían estimar cuánto N2O proviene del 

metabolismo de hongos o de bacterias. 

  También se ha demostrado la producción de N2O por bacterias que realizan la 

reducción desasimilatoria de nitrato a amonio (DNRA) (Xiong et al., 2007). Este 
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proceso es realizado en anaerobiosis en diferentes ecosistemas incluidos los 

arrozales. 

 

Figura 2.5. Vías de formación de N2O (modificado de Wrage et al., 2001) 
 
 
2.2.2. Consumo de óxido nitroso 

El único mecanismo significativo para eliminar el N2O troposférico es su transporte a 

la estratósfera donde es fotooxidado a NO, el cual reacciona con el ozono. Las 

reacciones se resumen a continuación: 

N2O + O*              2NO 

 

NO + O3              NO2 + O2 

 

O3 + hv                O + O2 

 

O + NO2        NO + O2 

 

Neto: 2O3        3O2 

  Existe sin embargo un mecanismo de consumo de N2O en el suelo que se da cuando 

organismos desnitrificantes transforman N2O en N2 por acción de la enzima N2O 

reductasa. Chapuis-Lardy et al. (2007) señalan que flujos de N2O negativos aparecen 

en muchas condiciones, por ejemplo en suelo bajo bosque (Goossens et al., 2001). 

Sin embargo los factores que regulan el consumo de N2O por los suelos no se 
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comprenden cabalmente y continúan estudiándose (Snyder et al., 2007). La enzima  

N2O reductasa que es la responsable del consumo de N2O pierde actividad al ser 

expuesta brevemente al oxígeno. Si bien muchos microorganismos poseen todas las 

enzimas responsables de que la desnitrificación prosiga hasta N2, Agrobacterium 

tumefaciens y muchas cepas de diferentes géneros de procariotas desnitrificantes 

carecen de nosZ y por lo tanto son incapaces de reducir N2O a N2 (Thomson et al., 

2012). La mayoría de los estudios se han realizado en bacterias Gram-negativas 

aunque actualmente se conocen  Gram-positivas desnitrificantes del género Bacillus 

(Jones et al., 2011).  
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3. FIJACIÓN BIOLÓGICA EN LOTUS 

 
En este capítulo se integran tres artículos referidos a los rizobios que nodulan Lotus 

sp. y se aporta información complementaria. 

  El objetivo general de estos trabajos fue conocer la diversidad de las poblaciones de 

rizobios nativos-naturalizados que establecen simbiosis con diferentes especies de 

lotus presentes en suelos de Uruguay y buscar cepas adecuadas para ser usadas como 

inoculantes. 

  Los objetivos específicos fueron: 

•••• Caracterizar aislamientos nativos de rizobios que nodulan  Lotus subbiflorus 

•••• Estudiar si los rizobios que nodulan distintas especies de Lotus son capaces 

de desnitrificar, además de fijar N2 

• Caracterizar la diversidad genética y la efectividad de aislamientos de 

rizobios de  L. corniculatus de dos regiones de Uruguay con diferentes 

niveles de lluvia previa, contenido de agua del suelo e historia de inoculación 

  Artículos anexados y contribución a los mismos: 

I. Irisarri P, Milnitsky F, Monza J, Bedmar E. 1996. Characterization of 

rhizobia nodulating Lotus subbiflorus from Uruguayan soils. Plant and Soil 

180: 39-47. 

  Participé en el trabajo de laboratorio, análisis de datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: Los rizobios fueron caraterizados bioquímica, inmunológica 

y genéticamente. Se ensayó su eficiencia simbiótica. Esta caracterización contribuyó 

a la selección de la cepa nativa que se usa actualmente en los inoculantes para Lotus 

subbiflorus. 

   

II. Monza J, Irisarri P, Díaz P, Degado MJ, Mesa S, Bedmar E. 2006.   

Denitrification ability of rhizobial strains isolated from Lotus sp. Antonie van 

Leeuwenhoek 89: 479-484.  

  Participé en parte del trabajo de laboratorio y parte de la escritura del artículo.  
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  Principales resultados: El análisis de la secuencia del 16SrDNA permitió identificar 

los aislamientos que nodulaban L. corniculatus como Mesorhibium y los que 

nodulaban L. subbiflorus como Bradyrhizobium. Estos últimos poseían genes de las 

distintas reductasas que participan de la desnitrificación así como actividad 

desnitrificante. En los  mesorhizobios en cambio, no se detectó actividad 

desnitrificante pese a poseer genes de un tipo de nitrito reductasa. 

 

III. Sotelo M, Irisarri P, Lorite MJ, Casaretto E, Rebuffo M, Sanjuán J,  Monza J. 

2011. Diversity of rhizobia nodulating Lotus corniculatus grown in northern 

and southern regions of Uruguay. Applied Soil Ecology 49: 197-207. (Los 

dos primeros autores contribuyeron por igual al artículo).  

  Participé en el trabajo inicial de laboratorio de aislamiento de rizobios, análisis de 

datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: Los índices de diversidad de los aislamientos fueron altos y 

no difirieron entre N y S del paìs, ni entre sitios con historia de inoculación o no. Al 

analizar las secuencias 16S rRNA, ITS y atpD, la mayoría de las cepas aisladas se 

agrupaban con M. huakuii y no con M. loti, contrariamente a lo que ocurría con los 

genes simbióticos. La eficiencia simbiótica de algunos aislamientos fue similar a la 

del inoculante comercial que no se aisló de ninguno de los nódulos colectados. 

  Estos artículos se citan en el capítulo con la letra romana correspondiente y se 

adjuntan en el anexo. 
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 3.1. LEGUMINOSAS FORRAJERAS  

  Las leguminosas son importantes para la producción de carne y leche desde hace 

siglos y juegan un rol clave en el ecosistema al aumentar el contenido de nitrógeno 

del suelo como resultado de la FBN en simbiosis con los rizobios específicos. 

Cuando las leguminosas se manejan adecuadamente son fuente de proteínas, 

minerales como Mg y Ca, fibras y energía (Carámbula, 2003). Además de su valor 

nutritivo, las leguminosas forrajeras contribuyen a la sostenibilidad de la rotación, 

reducen la erosión y los requerimientos de fertilización, mejoran la estructura del 

suelo y aumentan la materia orgánica (Rebuffo et al., 2006). A su vez, en sistemas de 

producción ganaderos mejoran la sincronización y acortan los ciclos reproductivos, 

de recría y engorde, lo que se traduce en una mejora en el ingreso neto del predio 

para todos los modelos estudiados (Rebuffo et al., 2005).  

  El cultivo de leguminosas forrajeras en Uruguay se ha visto afectado como 

consecuencia de la expansión del área agrícola que genera un desplazamiento a 

suelos menos productivos y con mayores limitaciones (Ayala et al., 2007). Para esos 

suelos es necesario contar con cepas de rizobios que puedan ser usadas como 

inoculantes eficientes que faciliten la implantación y producción del cultivo. 

3.1.1. Leguminosas forrajeras del género Lotus 

  El género Lotus incluye más de 200 especies perennes y anuales que viven en 

diferentes hábitats (Grant, 1995). Estas leguminosas presentan buena adaptación a 

suelos con baja disponibilidad de fósforo, y tienen taninos condensados que 

confieren a la planta resistencia a enfermedades y al ataque de insectos, y en los 

animales reducen la presencia de parásitos gastrointestinales y previenen el 

meteorismo (Min et al., 2003). De esta forma, los taninos condensados mejoran el 

aprovechamiento de proteínas del forraje por los rumiantes y reducen las emisiones 

de metano y de amoníaco en el estiércol (MacAdam et al., 2006).  

  La incorporación de leguminosas del género Lotus a la pastura produce cambios 

significativos en dos aspectos. Por un lado, aumenta la disponibilidad del forraje 

estacional del campo natural y por otro también puede aumentar su contenido 
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proteico. Rebuffo et al. (2005) estimó incrementos  de 7 a 18 kg de materia seca 

(MS)·ha-1 ·día-1 en invierno y de 15 a 31 kg de MS · ha-1 · día-1 en primavera; y el 

contenido de proteína cruda también aumentó, con valores que  pasaron de 9 a 18%. 

  Las cuatro especies domesticadas usadas en el mejoramiento de praderas en nuestro 

país son Lotus corniculatus, L. glaber, L. uliginosus y L. subbiflorus (Batista, 2013, 

Díaz et al., 2005). Entre las cuatro especies se siembran en Uruguay alrededor de 

500.000 ha (DIEA, 2011) en sistemas ganaderos, agrícola-ganaderos y lecheros. En 

esta tesis los rizobios estudiados son los simbiontes de L. corniculatus, L uliginosus y 

L. subbiflorus. 

  L. corniculatus es la especie de Lotus de mayor importancia agronómica y de más 

amplia distribución (Díaz et al., 2005) y se ha usado desde la década del 60 en 

rotaciones con cultivos agrícolas en nuestro país (Hernández et al., 2005). Su sistema 

radicular profundo hace a esta especie resistente a la sequía. 

  Lotus subbiflorus (= L. hispidus) cv Rincón es una leguminosa invernal, 

preferentemente anual, con buena adaptación a las condiciones ecológicas y de 

manejo de las áreas ganaderas de Uruguay (Risso y Carámbula, 1998). Se usa para 

mejoramiento del campo natural. 

  L. uliginosus es una leguminosa perenne estival con muy buena adaptación a las 

condiciones ecológicas del país integrándose a la vegetación nativa en forma exitosa, 

lo que permite su uso en mejoramientos extensivos. Se recomienda principalmente 

para suelos con elevada acidez, excesiva humedad y/o bajos niveles de fósforo 

(Carámbula et al., 1994). Entre los Lotus perennes cultivados en Uruguay es el de 

mayor producción en invierno. 

  En Uruguay, los predios dedicados a la lechería ocupan un área de 750.000 ha con 

pasturas de leguminosas, principalmente alfalfa, tréboles y lotus, en mezcla con 

gramíneas (citado por Altier et al., 2013). La ganadería extensiva se realiza sobre 

“campo natural” mejorado con leguminosas, sobretodo con Lotus spp., 

mayoritariamente Lotus subbiflorus (87,6%). 
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3.1.2. Inoculación de leguminosas forrajeras en Uruguay 

La inoculación de leguminosas con rizobio, quizás una de las aplicaciones 

biotecnológicas más antiguas en la agricultura (Lindström et al., 2010), es una 

práctica que permite incorporar artificialmente rizobios específicos a la semilla o al 

suelo (Hardanson et al., 1989). Estos rizobios son seleccionados por su especificidad, 

infectividad (capacidad de formar nódulos) y efectividad (capacidad de fijar N2) 

(Toresani et al., 2007). 

  Los trabajos para desarrollar inoculantes en distintos continentes han demostrado la 

importancia de la diversidad de las poblaciones nativas, tanto para la fijación de 

nitrógeno como para el éxito de la inoculación (Lindström et al., 2010). Además de 

su persistencia en el suelo, el éxito de los inoculantes depende de la presencia de 

rizobios nativos. Estos rizobios muchas veces son más competitivos y ocupan la 

mayoría de los nódulos, bien sea porque sus poblaciones son más abundantes, por su 

distribución en el perfil del suelo, o por su mejor adaptación a las condiciones 

locales (Estrella et al., 2009).  

  Lindström et al. (2010) sostienen que el desafío para la agricultura es encontrar la 

pareja perfecta leguminosa- rizobio, tanto logrando genotipos vegetales adaptados a 

las poblaciones locales de rizobios como por inoculación con cepas eficientes 

adaptadas a las condiciones ambientales locales y con buena capacidad competitiva 

frente a cepas menos eficientes. 

  En Uruguay entre 1960 y 1970 se realizó un amplio programa de selección de cepas 

de rizobios para leguminosas forrajeras así como de soportes para la fabricación de 

inoculantes, estableciéndose el marco legal para garantizar la calidad de la 

producción de los mismos por la industria (Labandera, 2007). De acuerdo a Altier et 

al. (2013), en Uruguay el área total cubierta por leguminosas forrajeras sería 2  

millones de hectáreas, lo que supone el 15% del área agrícola. Si se considera que 

una tonelada de urea cuesta aproximadamente U$S420 y suministra 460 kg de N y la 

FBN en forrajeras aporta 230 kg de N por ha por año en promedio, la inoculación 

supone un ahorro de  U$S210 por ha (Montañez et al., 2003). De acuerdo a estas 

estimaciones, el país ahorraría U$S420 millones por año en la importación de 

fertilizantes nitrogenados gracias al empleo de inoculantes (Lindström et al., 2010). 
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3.2. MICROSIMBIONTES DEL GÉNERO LOTUS 

Las leguminosas del género Lotus establecen en general simbiosis específicas con 

rizobios de los géneros Mesorhizobium y Bradyrhizobium. Lotus corniculatus y L. 

glaber son noduladas típicamente por bacterias del género Mesorhizobium mientras 

que L. uliginosus y L. subbiflorus son noduladas por bacterias del género 

Bradyrhizobium (Díaz et al., 2005; Gregerson et al., 1999). Entre estos grupos de 

inoculación se han encontrado relaciones de incompatibilidad, en la medida que los 

rizobios de un género no nodulan en general al otro grupo de inoculación, o bien lo 

nodulan pero son inefectivos o parásitos (revisado por Camargo, 2012). Una 

situación de este tipo, con connotaciones prácticas, se da en Uruguay cuando se 

siembra  L. uliginosus y/o L. subbiflorus en un campo con historia de L. corniculatus, 

dado que se inducen nódulos ineficientes o seudonódulos con cepas de 

Mesorhizobium sp. (Monza et al., 1992). Para solucionar esta situación se intentó 

usar como inoculante una cepa de origen neozelandés, NZP2037 (U261 en Uruguay), 

que tiene amplio rango de hospedero y nodula a las cuatro especies de Lotus de uso 

agronómico en nuestro país. Sin embargo esta cepa no logró buen desempeño en 

campo en ninguno de los hospederos.  

  Distintos autores (Batista et al., 2012, Hernández et al., 2005) sostienen que los 

rizobios nativos o naturalizados que nodulan las cuatro especies de Lotus de 

importancia agronómica están generalmente presentes en los suelos de Uruguay. 

Estos autores consideran que estos suelos tienen una alta concentración de rizobios 

efectivos, pero si no hay historia previa del cultivo los rizobios presentes tienen alta 

variabilidad de eficiencia simbiótica.  

  La caracterización de los rizobios nativos que nodulan Lotus empezó hace unos 20 

años en Uruguay e incluyó el análisis de las propiedades bioquímicas y genéticas de 

los aislamientos (Monza et al., 1997 y 1992; Baraibar et al., 1999). Como 

continuación de esos trabajos en el artículo I se caracterizaron rizobios nativos-

naturalizados que nodulaban L. subbiflorus de acuerdo a características como el 

tiempo de generación, capacidad de producir ácido y de usar diferentes fuentes de 

carbono. Los resultados permitieron concluir que la mayoría de los aislamientos de 

rizobios de L. subbiflorus son de crecimiento lento (tiempo de generación mayor a 8 
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h) y tienen características propias de los bradirizobios: no producen ácido, toleran 

NaCl, son incapaces de usar celobiosa y melobiosa y no presentan plásmidos. Estas 

características sumadas a la secuenciación parcial del gen 16S rRNA (artículo II) 

permitieron clasificar estos aislamientos como pertenecientes al género 

Bradyrhizobium.  

  Para identificar las cepas y evaluar su diversidad se realizó inicialmente una 

caracterización inmunoquímica y del perfil de proteínas totales. El empleo de todos 

los parámetros anteriormente mencionados permitió identificar la mayoría de las 

cepas (artículo I). Un estudio posterior de la diversidad genética (Batista et al. 2012) 

usando diferentes genes “housekeeping” individualmente y concatenados, así como 

genes simbióticos, concluyó que la mayoría de los aislamientos de nódulos de L. 

uliginosus realizados en dos regiones de Uruguay  se afilian a B. japonicum bv. 

genistearum. Por otro lado, se pudo demostrar también que todos los aislamientos de 

rizobios que nodulaban L. subbiflorus también nodulaban efectivamente L. 

uliginosus (antes L. pedunculatus).  

  La cepa que se usa actualmente en Uruguay para inocular L. subbiflorus, U531 

(NC3), es una cepa nativa adaptada a suelos ácidos (Lindström et al., 2010). Esto 

pone en evidencia la importancia de estudiar las poblaciones de rizobios nativas o 

naturalizadas para seleccionar cepas a usar como inoculantes. Esta cepa además de su 

eficiencia simbiótica, facilidad para multiplicación industrial y tolerancia a la acidez, 

fue seleccionada por ser competitiva frente a mesorhizobios presentes en el suelo de 

plantaciones previas de otros Lotus (Elena Pérez, comunicación personal, 20 de 

marzo de 2014). 

3.3. DESNITRIFICACIÓN EN RIZOBIOS 

En los últimos años se han encontrado varias especies de rizobios que llevan los 

genes que codifican para algunas o todas las reductasas responsables de la 

desnitrificación. La capacidad de desnitrificar se ha detectado en algunos géneros de 

rizobios en vida libre en condiciones microaeróbicas, en nódulos o en bacteroides 

aislados (Delgado et al., 2007).  
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  Si bien el proceso comienza con la reducción de nitrato, esta reacción ocurre 

también en la amonificación y reducción de nitrato asimilatoria, por lo que la 

reducción del nitrito al primer intermediario gaseoso (NO) catalizado por el sistema 

de la nitrito reductasa (Nir, Fig. 2.4) se considera la reacción que define la 

desnitrificación (Mesa et al., 2004). Aunque la capacidad de desnitrificar podría 

conferir a las bacterias posibilidades de crecer en condiciones anaeróbicas, esta 

característica no es común entre los rizobios. Solo B. japonicum y A. caulinodans  

son verdaderos desnitrificantes capaces de reducir NO3
- simultáneamente a NH4

+
 

(asimilación) y a N2 (desnitrificación) creciendo en condición de ausencia de oxigeno 

con nitrato como único aceptor final de electrones y fuente de N.  

  En la secuencia completa del genoma de M. loti cepa MAFF303099 no están 

presentes genes de la desnitrificación (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase). Hasta la 

publicación del artículo II no se sabía de la presencia de genes de la desnitrificación 

en rizobios que nodulan L. corniculatus y L. subbiflorus. En ese artículo se evaluó la 

capacidad de desnitrificar de aislamientos de nódulos de Lotus de rápido y lento 

crecimiento, pertenecientes a los géneros Mesorhizobium y Bradyrhizobium, 

respectivamente. Para ello se usaron fragmentos de los genes nirK, norBQD y 

nosZD de B. japonicum USDA110 como sonda para encontrar genes homólogos en 

10 rizobios nativos que nodulaban lotus. Todos los aislamientos hibridaron con la 

sonda nirK mientras que solo los Bradyrhizobium presentaron genes homólogos a 

norBQD y nosZ. Los aislamientos de Bradyrhizobium crecieron en medio 

microaeróbico con nitrato y produjeron mas N2O después de incubación con 

acetileno, un inhibidor de la Nos, lo que evidencia que tienen una Nos funcional.  

  La falta de genes del sistema nor coincide con los datos procedentes del análisis de 

la secuencia de los genomas de Mesorhizobium loti cepa MAFF303099 y Rhizobium 

leguminosarum 3841, que mostró que dichas cepas carecen de ortólogos norC, norD 

y norE, que codifican las subunidades de la NO reductasa (Black et al., 2012). 

  Casella et al. (2006) especularon sobre la presencia de una vía de desnitrificación 

incompleta en R. sullae (similar a la que encontramos en Mesorhizobium) que haría 

que la bacteria permanezca viable, pero en forma no cultivable, que le permitiría 

sobrevivir en condiciones de estrés y recuperar el estado vegetativo posteriormente. 
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Por otro lado, la presencia de una nitrito reductasa con Cu le permitiría a la bacteria 

destoxificar el NO2
- (Delgado et al., 2007). 

  En simbiosis, los bacteroides dentro de los nódulos también son capaces de expresar 

la vía desnitrificante y producir los gases NO, N2O y N2, dependiendo de que 

contengan o no todos los genes de la vía de desnitrificación. El proceso no sería muy 

activo en los nódulos, ya que el NO3
- tiene un acceso limitado a los bacteroides 

(Delgado et al., 2007).  

  En los nódulos se necesita lograr un equilibrio entre la concentración de O2 

necesaria para obtener la energía que permita mantener, además de las necesidades 

celulares generales, la requerida para la reacción catalizada por la nitrogenasa, y a su 

vez evitar la inactivación irreversible de la enzima. La zona cortical de los nódulos 

provee a estos de una barrera de difusión al O2, y el suministro a los bacteroides se 

da a través de la leghemoglobina (Mathieu et al., 1998). Esas condiciones son 

también favorables para la desnitrificación, donde la reducción de óxidos de N (Nox) 

está acoplada a la conservación de energía. De esta forma, bajas concentraciones de 

NO3
- podrían usarse para la generación de ATP en los bacteroides, con lo cual la 

energía disponible para la nitrogenasa aumentaría. 

  Los bacteroides de B. japonicum poseen una oxidasa tipo citocromo bb3 de alta 

afinidad por O2, codificada en el operón fixNOQP que permite producir ATP 

(Delgado et al., 2007). Otro posible papel de la desnitrificación en los nódulos sería 

la detoxificación de compuestos citotóxicos como NO2
- o NO, no sólo producidos 

como intermediarios de este proceso sino también generados por la planta huésped. 

  Hénault y Revellin (2011) confirmaron que soja inoculada con una cepa de B. 

japonicum portadora de genes nos era capaz de consumir N2O, razón por la cual han 

propuesto que la inoculación sería un mecanismo de mitigación de este gas de efecto 

invernadero. La emisión de N2O proviene del nitrógeno del suelo y del fertilizante, 

pero en el caso de las leguminosas también de la degradación de los nódulos. Un 

ensayo reciente en campo mostró que la inoculación de soja con rizobios portadores 

del gen nosZ era capaz de reducir las emisiones de N2O y aún más si la inoculación 

se hace con cepas mutantes de B. japonicum con actividad N2O reductasa 

sobrexpresada (nosZ++) (Itakura et al., 2013). Estos resultados abren un campo 
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interesante de investigación respecto a la presencia de genes de la desnitrificación en 

rizobios y vinculan estos resultados con los de emisiones de N2O.  

3.4. DIVERSIDAD DE RIZOBIOS 

La diversidad incluye dos componentes, la riqueza, entendida como el número de 

especies, y la abundancia relativa de estas últimas (Begon et al., 2006). Para estimar 

la diversidad se emplean diferentes índices, y uno de los más usados es el índice de 

Shannon (H) (Shannon y Weaver, 1949). 

  Si bien los índices son muy usados en estudios de diversidad, tienen algunas 

limitaciones que dificultan su interpretación. Por ejemplo cuando se usan diferentes 

métodos para caracterizar con distinto poder discriminatorio, los resultados no son 

comparables (revisado por Batista, 2013). En última instancia, un índice de 

diversidad es un número que representa matemáticamente la presencia y abundancia 

de los miembros de una comunidad, de rizobios en este caso (como se calcula en el 

artículo III), pero no “describe” su capacidad metabólica, la posibilidad de 

responder a estreses ambientales, ni las interacciones entre ellos o su distribución 

espacial en la matriz del suelo.  

 

3.4.1. Análisis de la diversidad de rizobios aislados de lotus en suelos de 

Uruguay 

Hasta el desarrollo de técnicas moleculares, para clasificar los rizobios se consideró 

además de la leguminosa hospedera, el tiempo de generación y la capacidad de 

acidificar o alcalinizar el medio de cultivo (Monza et al., 1992). Entre las 

características para identificar cepas de rizobios también se han usado la resistencia a 

antibióticos (Alexandre et al., 2006), el perfil de lipopolisacáridos (LPS) de la pared 

(Santamaría et al., 1999), la producción de pigmentos como melanina (Cubo et al., 

1988), serología, etc. El perfil de plásmidos y el de proteínas totales también se han 

usado para identificar cepas (Monza et al., 1992). Cada una de estas metodologías 

presentan distintas limitaciones y diversa capacidad discriminatoria (Batista, 2013). 

Con la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se pueden generar patrones 

llamados fingerprints de ADN (literalmente huellas dactilares de ADN) que se usan 
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para establecer la diversidad genética dentro de las poblaciones de bacterias en 

general. Este método se basa en la variación genética en las secuencias blanco 

localizadas en los genomas, que sirven como sitios de unión de los cebadores, de esta 

manera la PCR genera fragmentos de diferentes tamaños. El ADN puede ser 

amplificado con cebadores dirigidos a diferentes secuencias; por ejemplo cebadores 

sencillos para las secuencias BOX, cebadores al azar en los RAPD, o pares de 

cebadores para distintos tipos de secuencias como son secuencias repetidas 

extragénicas palindrómicas (REP) o secuencias consensos intergénicas repetidas de 

enterobacterias (ERIC) (de Brujin, 1992). Estos métodos son útiles para detectar la 

diversidad genética y para el agrupamiento de las cepas.  

  En bacterias, los genes 16S ARNr y 23S ARNr y la secuencia espaciadora (ITS) 

ARN 16S- ARN 23S, se usan frecuentemente como marcadores moleculares para 

estudios filogenéticos. En el caso del gen 16S ARNr, al ser muy conservado, a veces 

no es posible la determinación a nivel de especie al comparar las secuencias con las 

depositados en un banco de datos de genes. Una alternativa es digerir los productos 

del gen 16S sintetizados por PCR y analizar el polimorfismo en los tamaños de los 

fragmentos de restricción (RFLP) por electroforesis (ARDRA: análisis de la 

restricción del ADN ribosomal amplificado). El análisis de estos patrones se ha 

usado para la identificación taxonómica de rizobios (Lorite et al., 2012, Vandamme 

et al., 1996). Con este análisis se identificaron 4 ribogrupos distintos para los 104 

aislamientos de nódulos de L. corniculatus con diferente perfil ERIC (artículo III). 

La mayoría de los aislamientos (más del 80%) junto al inoculante comercial 

pertenecen al mismo ribogrupo y no se observó una distribución diferencial de los 

patrones de ARDRA entre las 2 zonas del país estudiadas. Batista et al. (2012) 

analizando rizobios aislados de nódulos de L. uliginosus encontraron que el 95% de 

los aislamientos tenían el mismo perfil de ARDRA. De todas formas, esta 

metodología aplicada individualmente es poco sensible para estudiar diversidad de 

rizobios que nodulan un determinado hospedero. 

Por otra parte, la secuencia ITS localizada entre los rDNA 16S y 23S tiene 

variaciones importantes en cuanto a longitud y secuencia nucleotídica a nivel de 

género y especie (van Berkum y Fuhrmann, 2000). Algunos genes “domésticos” 
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(housekeeping) que están ampliamente distribuidos entre taxones, presentan copia 

simple y están distribuidos en todo el genoma, se usan en estudios filogenéticos. 

Entre los “housekeeping” se encuentran los genes atpD, recA, rpoA, rpoB, dnaK, 

glnII, gyrB (Vinuesa et al., 2008).  

  El objetivo del artículo III fue caracterizar la diversidad y eficiencia simbiótica de 

rizobios aislados de nódulos de L. corniculatus de dos regiones de Uruguay, con 

diferentes niveles de lluvias, y distintos contenido de agua disponible en el suelo e 

historias de inoculación (con y sin inocular). El análisis del patrón de ERIC-PCR del 

total de los aislamientos mostró una diversidad alta, del orden del 60%. Los índices 

de diversidad y riqueza fueron similares para ambas regiones estudiadas y tampoco 

se observaron diferencias en la diversidad entre suelos previamente inoculados o no. 

  En el artículo III, y a partir del análisis de secuencias de 16S rRNA, ITS y atpD se 

concluyó que los aislamientos del ribogrupo I, el mayoritario, agrupaban con M. 

huakuii, aquellos de los ribotipos II y III con M. caraganae y el ribotipo IV con M. 

septentrionale. Estrella et al. (2009) también encontraron aislamientos de M. huakuii 

partiendo de nódulos de L. tenuis en Argentina. Ninguno de los aislamientos ni el 

inoculante comercial agruparon con la cepa tipo de Mesorhizobium loti NZP2213. En 

otros países se encontraron resultados similares, donde M. loti era infrecuente o 

estaba ausente (Lorite et al., 2010a, Estrella et al., 2009, Han et al., 2008). Los 

resultados de este trabajo sugieren que M. loti no estaría adaptada a las condiciones 

edafoclimáticas de nuestro país, ya que no se encontró en ninguna de las zonas 

analizadas. 

  A pesar de que ninguno de los aislamientos de suelos de Uruguay (artículo III) 

pudo identificarse como M. loti, las secuencias de los genes simbióticos como nodC 

(que codifica para la quitín sintetasa que produce el esqueleto específico de los 

factores Nod) y nifH, sí agrupaban con la cepa tipo NZP2213 de M. loti y con otros 

aislamientos de L. corniculatus y L. tenuis de España e Islas Canarias (Lorite et al., 

2010a, 2010b). Genes simbióticos similares son compartidos entonces por especies 

separadas por el rRNA 16S. Este hecho sugiere que los genes simbióticos de los 

rizobios que nodulan L. corniculatus tendrían un origen común y la transferencia 

horizontal de genes jugaría un papel importante en la expansión de capacidad 
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simbiótica entre las especies de Mesorhizobium (Sullivan et al., 2002). En el caso de 

M. loti cepa R7A, se ha estudiado en profundidad su “isla simbiótica” que es un 

elemento integrativo conjugativo (ICE) de 501,8 kb transferible a mesorizobios no-

simbióticos y se denomina ICEM/SymR7A (Ramsay et al., 2006).  Los ICE son 

elementos genéticos móviles que codifican la maquinaria para la conjugación, así 

como los sistemas regulatorios que controlan la escisión del cromosoma y la 

transferencia conjugativa y se integran adyacentes a genes estables como los de 

tRNA (Wozniak y Waldor, 2010). Sin embargo, la mayoría de las islas genómicas 

parecen haberse anclado permanentemente en su ADN hospedero y perdido la 

capacidad de transferencia (Dobrindt et al., 2004). 

  A pesar de que la cepa U510 se usa como inoculante comercial para L. corniculatus 

desde 1972 (Labandera et al., 1982), la caracterización genotípica de esta cepa 

australiana no se había realizado hasta ahora (artículo III). De acuerdo a ella, el 

inoculante comercial es un M. huakuii bv loti. Si bien esta cepa presentaba un perfil 

ERIC único, los perfiles más relacionados al suyo quizás representen derivados de la 

misma que hayan experimentado rearreglos génicos desde su liberación al suelo hace 

30 años. Por otro lado, los aislamientos con perfiles muy diferentes pertenecerían a 

cepas nativas o naturalizadas posiblemente introducidas con las semillas.  

  De uno de los sitios sin historia de inoculación estudiados en este artículo III se 

aisló de nódulo la cepa S658, perteneciente al género Phyllobacterium (Sánchez et 

al., 2013). Hasta ahora no habían sido reportados Phyllobacterium en nódulos de 

Lotus, aunque sí que nodulaban tréboles. Phyllobacterium trifolii fue aislado de 

nódulos de Trifolium y Lupinus en  España (Valverde et al., 2005). Recientemente se 

ha propuesto como nueva especie Phyllobacterium endophyticum, aislado de nódulos 

de Phaseolus vulgaris, pero sin capacidad de formar nódulos con esta leguminosa 

(Flores-Félix et al., 2013). 

  También se consideraron en este trabajo (artículo III) características como la 

eficiencia simbiótica de estos rizobios en L. corniculatus. Dichas características no 

mostraron correlación con los diferentes ribogrupos, pero sus resultados evidenciaron 

la presencia de diversos rizobios nativos con la misma eficiencia simbiótica que el 

inoculante comercial, porque producían la misma cantidad de biomasa aérea. De los 
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168 aislamientos efectivos en L. corniculatus, 40 se ensayaron con L. uliginosus 

como macrosimbionte y sólo 5 indujeron nódulos que permitían el desarrollo de una 

planta saludable 65 días después de la inoculación. 

  En un artículo reciente, Mainaud et al. (2012) aislaron cepas de Aminobacter de 

nódulos de Anthyllis vulneraria con secuencias nodA estrechamente relacionadas con 

M. loti y propusieron una nueva especie, Aminobacter anthyllidis. En 2011, 

Ampomah y Huss-Danell comunicaron que estudiando la diversidad genética de las 

bacterias aisladas de nódulos de Lotus corniculatus y Anthyllis vulneraria en Suecia 

encontraron cepas de Rhodococcus spp., Geobacillus spp. y Paenibacillus spp. que 

llevaban secuencias nodA típicas de M. loti. Estos aislamientos eran efectivos al 

reinocular con ellos Lotus.  

  Un análisis similar se ha realizado en otros sistemas, como es el caso de poroto en 

el que entre los aislamientos de los nódulos, se encontraron además de cepas muy 

eficientes en la fijación de nitrógeno, cepas de Leifsonia, Stenotrophomonas, 

Burkholderia y Enterobacter (Cardoso et al., 2012). Estos últimos géneros se habían 

aislado muchas veces como endófitos capaces de fijar nitrógeno y promover el 

crecimiento vegetal, pero nunca se habían aislado a partir de nódulos. 

  Estas evidencias demuestran que los rizobios son filogenética y fisiológicamente 

diversos y parece que la adquisición del estilo de vida simbiótico debe haber ocurrido 

repetida e independientemente por transferencia horizontal de funciones claves 

(particularmente las secuencias génicas nod y nif) a bacterias del suelo, 

convirtíéndolas en simbiontes (Masson-Boivin et al., 2009). La movilización de islas 

simbióticas de M. loti ha sido demostrada en condiciones de campo, y el mecanismo 

subyacente ha sido analizado en ensayos de laboratorio (Ramsay et al., 2006). 

 

3.4.2. Factores que afectan la diversidad de rizobios 

La diversidad de la población de rhizobios existente en un hábitat determinado puede 

deberse bien a la evolución de las poblaciones  in situ  o al transporte de cepas desde 

otro hábitat. En general se puede suponer que habrá una combinación de ambas 

causas. Wang y Chen (2004) proponen tres maneras en que los rizobios puedan 

transportarse largas distancias: por la introducción de semillas o plantas 
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acompañadas de sus rizobios, por aplicación de inoculantes y por los ríos que 

arrastran rizobios corriente abajo. De esta forma los rizobios se trasladan 

pasivamente y deben enfrentarse a los factores bióticos y abióticos presentes en el 

nuevo ambiente El éxito en la colonización de otro ambiente depende de su 

hospedero y de factores ambientales. Estos autores sostienen que la colonización por 

los  rizobios será más fácil si el ambiente nuevo es similar al anterior y si las 

leguminosas huéspedes no son promiscuas. De cualquier manera, una migración de 

rizobios exitosa puede afectar la comunidad microbiana local por el establecimiento 

de una población bacteriana nueva y por la transferencia horizontal de genes, entre 

los que pueden estar los simbióticos (Sullivan y Ronson, 1998). 

  Existen múltiples factores abióticos que pueden afectar la diversidad de 

determinado rizobio en un suelo, entre los que se encuentran el laboreo del mismo, 

pH, contenido de materia orgánica, fertilización, presencia de metales pesados entre 

otros contaminantes. Castro et al. (2003) reportaron que la presencia de metales 

pesados disminuye la diversidad de rizobios, sin embargo Laguerre et al. (2006) en 

suelos con exceso de cobre solo encontraron disminución del número de rizobios 

pero no de la diversidad. A su vez, Estrella et al. (2009) observaron menor diversidad 

de rizobios nodulando L. tenuis en suelos salinos y alcalinos respecto a suelos con 

condiciones menos estresantes.  

  También el laboreo del suelo puede generar ambientes diferentes, con distinto 

contenido de humedad y disponibilidad de nutrientes para los microorganismos 

edáficos. En ese sentido Kaschuk et al. (2006) comunicaron una mayor diversidad de 

rizobios que nodulaban Phaseolus vulgaris bajo siembra directa respecto al laboreo 

convencional. También en relación a prácticas de laboreo, Caballero-Mellado y 

Martínez-Romero (1999) encontraron que la fertilización de un suelo virgen 

disminuye la diversidad de rizobios. Además de estos factores, sin duda la historia 

previa de un cultivo hospedero es relevante para la presencia y diversidad de un 

rizobio específico. En el artículo III no se encontró que la diversidad de rizobios 

nodulando L. corniculatus fuera diferente entre las dos regiones del Uruguay 

muestreadas que presentaban diferentes tipos de suelos y distinta disponibilidad de 

agua. 
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  Por otra parte, la adaptación de los rizobios nativos a su ambiente resulta en niveles 

altos de competencia saprofítica (Zengeni et al., 2006). Las cepas de rizobios nativos 

pueden ser muy abundantes en un suelo y competir con las cepas inoculadas, razón 

por la que estas últimas deben seleccionarse también por su competitividad por la 

nodulación. 
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4. FIJACIÓN DE NITRÓGENO POR CIANOBACTERIAS Y 
FERTILIZACIÓN EN ARROZ 

 

 

Este capítulo contextualiza 4 artículos y un capítulo de libro sobre cianobacterias con 

heterocisto aisladas de suelos de arrozal de la zona Este del Uruguay: su diversidad y 

abundancia, los efectos de la fertilización y herbicidas, la inoculación con 

aislamientos nativos y el efecto de la luz UV-B sobre ellas.  

  Para conocer la situación de las cianobacterias con heterocisto en el agroecosistema 

referido, y cómo distintos factores de manejo podrían estar afectándola, la hipótesis 

manejada fue que la independencia trófica, sumada a la adaptación a las condiciones 

ambientales de dónde se aislaron, los haría útiles para ser usados como biofertilizante 

que permitiría disminuir el aporte de N mineral. 

 

  Las principales preguntas planteadas fueron: 

¿Pueden aislarse cianobacterias heterocísticas en suelos de arrozal templado y en 

rotación con pasturas?  

¿Cuán abundante y diversa es la población de cianobacterias cultivables a lo largo 

del ciclo de cultivo del arroz y cuáles son los géneros mas abundantes?  

¿Cuánto N2 es fijado por la microflora fotosintética a lo largo del ciclo del arroz? 

¿Cuál es el efecto de la fertilización nitrogenada sobre la fijación tanto  in situ como 

sobre aislamientos de cianobacterias? 

¿Es afectada la fijación por cianobacterias por herbicidas normalmente empleados en 

arrozales? 

¿Cuáles son las potencialidades y limitaciones del empleo de cianobacterias como 

biofertilizantes? 

¿Contribuye la inoculación con cianobacterias nativas a la nutrición nitrogenada del 

arroz? 

¿Cuál es la eficiencia de uso del fertilizante mineral aplicado a la siembra o 

fraccionado? 

¿Cuál es la velocidad de mineralización del nitrógeno cianobacteriano? 
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¿Cómo es la respuesta frente a la luz UV-B de distintas cianobacterias? 

  Publicaciones anexadas y contribución a las mismas: 

 

IV. Irisarri P, Gonnet S, Deambrosi E, Monza J. 1999. Diversidad de 

cianobacterias con heterocistos en suelos cultivados con arroz. Agrociencia 3: 

1-7. 

  Participé en la redacción del proyecto, el trabajo de campo y  laboratorio, análisis 

de datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: Las cianobacterias con heterocistos cultivadas fueron 

diversas con predominio del género Nostoc. El mayor número se encontró unas 8 

semanas después de inundado el cultivo. Se obtuvo una colección de cianobacterias 

aisladas que se conserva liofilizada. 

   

V. Irisarri P, Gonnet S, Monza J. 2001. Cyanobacteria in Uruguayan rice fields: 

Diversity, nitrogen fixing ability and tolerance to herbicides and combined 

nitrogen. Journal of Biotechnology 91: 95-103. 

  Participé en la redacción del proyecto, el trabajo de campo y laboratorio, análisis de 

datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: La densidad de cianobacterias con heterocisto encontrada 

fue menor a la reportada para arrozales tropicales y disminuyó con el agregado de 

fertilizante. La actividad nitrogenasa fotodependiente fue baja y aumentó solo al final 

del ciclo del cultivo, sin efecto de la fertilización. La actividad nitrogenasa in vitro de 

dos cianobacterias disminuyó con altas dosis de propanil y en presencia de amonio, 

mientras que no se afectó por el agregado de quinclorac. 

 

VI. Irisarri P. 2006. Role of cyanobacteria as biofertilizers: Potentials and 

Limitations. En: Handbook of Microbial Biofertilizers. Rai MK. (Ed.). New 

York: The Haworth Press Inc. 417-432. 

  Redacté el capítulo a solicitud del editor. 
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  Principales resultados: Las potencialidades de un manejo integrado de la fertilidad 

del suelo y del empleo de biofertilizantes en la agricultura orgánica son señalados. 

Entre las limitaciones para el empleo de las cianobacterias como biofertilizantes se 

indica el desconocimiento de los factores que promueven o modulan el incremento 

de su biomasa. 

 

VI. Irisarri P, Gonnet S, Deambrosi E, Monza J. 2007. Cyanobacterial 

inoculation and nitrogen fertilization in rice. World Journal of 

Microbiology and Biotechnology 23: 237-242.  

  Participé en la redacción del proyecto, el trabajo de campo y laboratorio, análisis de 

datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: La inoculación con aislamientos nativos de cianobacterias 

junto a la inundación no afectó el rendimiento ni la recuperación de N del fertilizante 

por la planta. La eficiencia de uso del fertilizante por la planta se duplicó al 

fraccionar la dosis a la siembra, al macollaje y a la iniciación de la panoja. La 

mineralización de las cianobacterias fue rápida en condiciones controladas. 

  

VII. Pérez G, Doldán S, Borsani O, Irisarri P. 2012. Differential response 

to moderate UV-B irradiation of two heterocystous cyanobacteria isolated 

from a temperate ricefield. Advances in Microbiology 2: 37-47. 

  Redacté el proyecto, orientó el trabajo de laboratorio y participé en la discusión de 

resultados y escritura del artículo. 

  Principales resultados: La exposición de 2 aislamientos de cianobacterias a dosis de 

UV-B similares a las que podrían alcanzar el suelo inundado en verano mostró 

respuestas diferentes. El aislamiento del género Calothrix  parece presentar un set 

mas amplio de mecanismos protectores. 

  Estas publicaciones se citan en este capítulo con la letra romana correspondiente y 

se adjuntan en el anexo. 
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4.1. EL ARROZ EN URUGUAY 

 

Uruguay es el principal exportador de arroz de América Latina y ocupa normalmente 

entre el quinto y octavo lugar a nivel mundial, dependiendo de las áreas de siembra y 

la variabilidad de los factores climáticos de cada año. El principal destino de la 

producción de este grano es la exportación (95%). Dentro de los cultivos extensivos, 

el de arroz es el que invierte más capital por hectárea, no sólo en el costo operativo 

del cultivo sino también en maquinaria y equipos necesarios para el riego. El cultivo 

de arroz en Uruguay se basa en general en un sistema de producción en rotaciones 

con pasturas y cultivos alternativos, integrado con la producción ganadera, buscando 

asegurar la sustentabilidad productiva, económica y ambiental.  

  Aproximadamente el 60% de la superficie total del cultivo se siembra en campos 

que no han tenido arroz en la zafra anterior (“arroz de primer año”), mientras que el 

11% del área corresponde a arroz sembrado sobre rastrojo en forma continua durante 

tres o más años (DIEA, 2010). El arroz ocupa en la rotación un periodo entre 25 – 

30% de su duración y el resto del tiempo es ocupado por pasturas naturales 

regeneradas o siembra de praderas (mezcla de gramíneas y leguminosas). El 

rendimiento es alto, con un promedio de 8000 kg. ha-1 (ACA, 2013).  

  Otras características particulares del cultivo en nuestro país son que se siembra en 

seco un único cultivo por año y se inunda generalmente entre los 30 - 40 días 

después de la emergencia. En comparación con otros países productores de arroz, se 

utiliza baja cantidad y frecuencia de agroquímicos y las cantidades de fertilizante 

nitrogenado aplicadas (entre 45 - 85 kg. ha-1 de N) son menores a las usadas en otros 

sistemas productivos (Deambrosi, 2003). Por ejemplo, en arrozales de Valencia 

donde la contribución de las cianobacterias  a la nutrición nitrogenada de arroz ha 

sido estudiada, se emplea el doble de la cantidad de fertilizante usado en Uruguay 

(Fernández Valiente et al., 2000). En China, donde se produce el 30% del arroz del 

mundo, se usan dosis de 180–240 kg N ha-1, con muy baja eficiencia de uso (Peng et 

al., 2006) que constituye una gran preocupación por sus costos ambientales. 
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4.2. DINÁMICA DEL NITRÓGENO EN UN SUELO INUNDADO 

 

En los arrozales inundados, si bien la disponibilidad de N es mayor que en suelos 

secos, tiene lugar una secuencia de transformaciones químicas y microbiológicas que 

es necesario conocer a efectos de optimizar el manejo de los nutrientes. Aunque el 

aporte de nitrógeno puede condicionar la productividad del arroz, los arrozales 

inundados tienen una baja eficiencia de recuperación del fertilizante aplicado, entre 

un 30 y un 40% (Cassman et al., 1998), porque el nitrógeno se pierde por 

desnitrificación, volatilización de NH3 o lixiviación.  

  Debajo de la lámina de agua de inundación hay una capa fina de suelo de unos 5-10 

mm que permanece oxidada por difusión del oxígeno desde el agua. A su vez abajo 

de la capa oxidada, el suelo está en estado reducido y es allí donde está la mayor 

parte de las raíces del arroz, hasta la “suela de arada”. En el suelo reducido existe 

también una capa delgada alrededor de las raíces, oxidada por la excreción radicular 

de O2 proveniente de los tallos vía aerénquima (Dobermann y Fairhurst, 2000).  

  Las transformaciones que sufrirá el fertilizante nitrogenado en el arrozal dependen 

de la forma y momento de su aplicación. En Uruguay se usa generalmente una 

fórmula binaria (NP) en la siembra, como fosfato diamónico, y luego se aplica urea 

en cobertura en una o dos oportunidades (Gamarra, 1996). Cuando el fertilizante se 

aplica en cobertura, el N puede perderse como amoníaco por volatilización, o los 

iones NH4
+ pueden difundir en el suelo oxidado y ser absorbidos por la planta 

directamente o previa nitrificación. El NH4
+ también puede ser inmovilizado 

temporalmente en la materia orgánica del suelo. El NO3
- producto de la nitrificación, 

puede ser tomado por las raíces o pasar a la zona reducida donde por desnitrificación 

se pierde como N2O o N2. A su vez, los iones NH4
 + que difunden a la capa reducida 

pueden ser absorbidos por el arroz, adsorberse al complejo de intercambio, o ser 

inmovilizados.  
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4.3. FBN EN ARROZALES 

Los arrozales inundados son nichos apropiados para la FBN y poseen una variedad 

de sistemas fijadores de N2, heterótrofos o autótrofos, que se encuentran tanto en el 

suelo, asociados a la planta de arroz, en vida libre o como endófitos (Roger, 1995). 

La inundación lleva a la diferenciación de varios macro y micro ambientes con 

distinto potencial redox, estatus lumínico, propiedades físicas y fuentes de nutrientes 

para la microflora.  

 

4.3.1. Cianobacterias 

Las cianobacterias son importantes productores primarios porque fijan gran cantidad 

de C haciéndolo biológicamente disponible, especialmente en nichos limitados en 

nutrientes, desde superficies marinas oligotróficas hasta costras de suelo en desiertos 

y estructuras hechas por el hombre (García-Pichel et al., 2003). Su nombre 

tradicional, algas verde-azuladas alude a vida acuática y efectivamente muchas 

cianobacterias viven sumergidas. Sin embargo, las cianobacterias son muy ubicuas 

(Whitton y Potts, 2000) y han conquistado hábitats fuera del agua, desde el trópico 

hasta la Antártida. Además, las cianobacterias son contribuyentes claves a la fijación 

de nitrógeno global y muchas producen metabolitos secundarios únicos (revisado por 

Shih et al., 2013). La contribución de cianobacterias del género Trichodesmium (sin 

heterocisto) a la entrada de nutrientes, entre ellos el N, al ecosistema oceánico, se 

estima en 60-80 Tg de N por año vía FBN (Bergman et al., 2013). Las cianobacterias 

tienen potencial uso para la producción de biocombustible (Hu et al., 2008) y son 

conocidas por la capacidad de algunas especies de producir toxinas cuya presencia en 

agua puede ser potencialmente riesgosa (Codd et al., 2005).  

  Los estudios taxonómicos organizan las cianobacterias en cinco subsecciones 

basándose en su complejidad morfológica (Rippka et al., 1979). Los organismos de 

la subsección IV (Nostocales) y V (Stigonematales) son capaces de diferenciar 

células específicas para la fijación de nitrógeno, los heterocistos, y formar acinetos, 

células durmientes, y hormogonios, para la dispersión y competencia simbiótica. La 

familia Nostocaceae representa una línea filogenética particular que se caracteriza 



 

 
 
 

 

43 

morfológicamente por presentar: filamentos isopolares, ausencia de ramificaciones, 

presencia de heterocistos y  facultativamente acinetos para- o apo-heterocísticos 

(Komárek, 2010). 

  El estado de la sistemática de las cianobacterias es todavía muy complejo. Así, 

mientras que el sistema de Castenholz (2001) está basado en el código 

bacteriológico, el de Komárek y Anagnostidis (1999, 2005) sigue la nomenclatura 

botánica. Komárek (2010) propuso modificar la taxonomía de las cianobacterias 

teniendo en cuenta los datos moleculares (base genética) en correlación con 

información bioquímica, ultraestructural, fenotípica y ecológica.  

  Actualmente se han obtenido las secuencias genómicas completas de la 

cianobacteria unicelular Synechocystis sp. cepa PCC 6803 y de la filamentosa con 

heterocisto Anabaena sp. cepa PCC 7120 (Lüttge, 2011).  

4.3.1.1. Diversidad y abundancia de cianobacterias con heterocisto en el arrozal 

 
El artículo IV muestra que de los aislamientos del suelo de un arrozal en el Este de 

Uruguay, el 90% de las cianobacterias formadoras de heterocistos pertenecían a los 

géneros Nostoc y Anabaena y el 10% restante a los géneros Calothrix, 

Cylindrospermum, Nodularia, Scytonema, Tolypothrix, y Gloeotrichia. Se 

encontraron además abundantes cianobacterias unicelulares y filamentosas sin 

heterocistos. La composición de géneros encontrada fue similar a la de otros 

arrozales de diferentes lugares del mundo, incluso los tropicales (Vaishampayan et 

al., 2001). Casi todos los años en que se realizaron muestreos (1998-2003), 

aproximadamente a las 12 semanas después de inundado el cultivo, se observaron 

afloramientos macroscópicos formados mayoritariamente por cianobacterias del 

género Gloeotrichia y a veces Anabaena, que 4 semanas después habían 

desaparecido. Estas cianobacterias estaban, en general, asociadas físicamente a hojas 

secas de arroz y malezas (Figura 4.1) y exhibieron en el laboratorio tasas de fijación 

de nitrógeno muy altas, del orden de 18 µmol de etileno.h-1.g-1 de peso fresco de 

afloramiento. En arrozales de Valencia (España) se encontró que el 7% de la 
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superficie de Chara vulgaris, la principal macroalga presente, estaba cubierta por 

microcolonias de cianobacterias diazotrofas (Ariosa et al., 2004). 

 

Figura 4.1. Afloramientos de cianobacterias del género Gloeotrichia a las 11 semanas después de la 
inundación en raíces de plantas acuáticas. 
 

  La asignación de los distintos géneros a las cianobacterias con heterocisto se basó 

en agrupamientos de acuerdo a las características de las colonias observadas con 

microscopio estereoscópico y características morfológicas observadas con 

microscopio óptico, según Castehholz (1984). Algunas de esas características 

morfológicas pueden variar ocasionalmente entre las diferentes cepas y según la 

etapa del ciclo de vida y otras características fenotípicas, como el color, con las 

condiciones ambientales. Por esas razones, la aproximación más confiable para la 

identificación de una determinada cianobacteria debe considerar además atributos 

fisiológicos, bioquímicos y moleculares (Prasanna et al., 2006). Esta caracterización 

polifásica se está llevando a cabo actualmente para la colección de cianobacterias 

con heterocisto aisladas de arrozales de Treinta y Tres que se conserva liofilizada 

(Cerecetto, 2014). Para ello se consideran caracteres morfológicos (forma del 

tricoma, de las células vegetativas, tamaño, posición y tamaño del heterocisto, forma 

de la célula terminal, presencia de acinetos), y bioquímicos o fisiológicos (actividad 

nitrogenasa, pigmentos, actividad glutamino sintetasa y nitrato reductasa), además de 
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moleculares (genes16S rRNA y hetR). De diez aislamientos caracterizados según 

todos esos parámetros, 7 pertenecían al género Nostoc y 3 a Calothrix. Entre estos 

aislamientos estaban los usados en los artículos V, VII y VIII. El aislamiento 

identificado morfológicamente como Calothrix tenía un gen con un 95% de 

similaridad con hetR de Calothrix sp. Los aislamientos identificados 

morfológicamente como Nostoc y Anabaena corresponderían de acuerdo al gen del 

16S RNA al género Nostoc (Cerecetto, 2014). 

  En el artículo V se evaluó la densidad de cianobacterias con heterocistos 

cultivables presentes en el suelo de un tratamiento control y otro fertilizado con 70 

kg de N. ha-1, además de la actividad nitrogenasa. Este estudio se realizó durante 3 

zafras consecutivas. La abundancia de cianobacterias edáficas mostró un patrón 

similar todos los años, y los valores máximos se presentaron en el estadio de 

“embarrigado” (desde el final del primordio al comienzo de la floración) del arroz. El 

número de cianobacterias con heterocistos fue significativamente menor en el 

tratamiento fertilizado. 

La abundancia de cianobacterias y la actividad nitrogenasa no se correlacionaron. La 

densidad promedio de cianobacterias con heterocistos en el tratamiento control fue 

2,8 x 103 UFC. cm-2 de suelo. Este valor es más bajo que el comunicado para  

arrozales en España (Fernández-Valiente et al., 2000, Quesada et al., 1997) y menor 

también que el reportado por el Instituto Internacional de Investigación en Arroz 

(IRRI) (Roger y Ladha 1992). 

4.3.1.2. Actividad fijadora de N2 fotodependiente en el arrozal 

La ARA se determinó según Quesada et al. (1989) y para ello se emplearon 

dispositivos como el que se ve en la Figura 4.2.  
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Figura 4.2. Dispositivo para medir actividad nitrogenasa in situ. La cámara de material transparente 
cuenta en la parte superior con un motor a pila para mover una hélice que facilita la difusión de gases. 
Un septo de goma permite extraer las muestras de gas en tubos con vacío. (Empleado en artículos V y 
VII) 
 

  Los mayores valores de actividad nitrogenasa se encontraron, todos los años, 

promedialmente 12 semanas después de realizada la inundación. Estos valores 

permiten estimar que por ciclo de cultivo ingresa al sistema aproximadamente 1 Kg 

de nitrógeno por hectárea. Este valor tan bajo comparado con los 60 Kg de N que se 

agregan normalmente como fertilizante químico, probablemente esté subestimando la 

FBN debido a que los dispositivos se instalaron donde no había afloramientos, de 

manera que no se consideró la entrada de N consecuencia de la actividad nitrogenasa 

de éstos y tampoco la de las cianobacterias epífitas. El aporte de nitrógeno por FBN 

en cultivos de arroz se estima entre 8 y 30 Kg de N. ha-1 por ciclo de cultivo en 

España (Quesada et al., 1997). Allí se comprobó que las cianobacterias epífitas sobre 

Chara vulgaris eran los principales contribuyentes a la FBN en arrozales (Ariosa et 

al., 2004). Respecto a los afloramientos, como no cubren toda la superficie del agua 

y desaparecen luego de pocos días, es difícil estimar cuánto nitrógeno fijan por 

hectárea y ciclo de cultivo.  

  En el artículo V no se observaron diferencias entre la actividad fijadora de 

nitrógeno del tratamiento fertilizado y el control sin nitrógeno, lo que permite 
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proponer que la fijación de nitrógeno en este arrozal depende de otros factores 

además de la fertilización. Como el fertilizante se aplicó en una dosis a la siembra y 

el nitrógeno del suelo vuelve en unos pocos días a la concentración de un suelo sin 

fertilizar, la fertilización no sería una limitante para la actividad fijadora. Por otra 

parte, la falta de correlación entre la actividad nitrogenasa y el rendimiento del arroz 

indicaría que el nitrógeno fijado, considerando  la superficie cubierta por la cámara 

para medir ARA, fue escasamente usado por el cultivo. Como no se observó 

inhibición de la actividad nitrogenasa por el agregado de fertilizante en condiciones 

de campo, se realizó un ensayo en laboratorio con aislamientos de Nostoc BI42 y 

Anabaena BI46 (artículo V) para determinar la concentración de nitrógeno 

inhibitoria. Los resultados mostraron que con dosis bajas de amonio (0,05mM) había 

inhibición y a las 24 h de aplicar una concentración 1 mM de amonio, la inhibición 

fue del 90%. En el arrozal, sólo al momento de aplicar el fertilizante pueden 

encontrarse concentraciones de amonio similares o mayores a 1mM. Si la 

fertilización es a la siembra, las cianobacterias pueden estar en formas no vegetativas 

y de esta forma no se afectaría la FBN.  

  También se midieron en el laboratorio las actividades fotosintética y nitrogenasa de 

los mismos aislamientos en presencia de los herbicidas quinclorac y propanil, para 

evaluar si las dosis recomendadas para el campo afectan la FBN. Solamente el 

agregado de 1 mg. L-1 de propanil afectó la fotosíntesis medida como producción de 

oxígeno, y la actividad nitrogenasa disminuyó más del 40% (artículo V). Inderjit y 

Kaushik (2010) ensayaron el efecto de 3 herbicidas sobre Anabaena fertilissima C.B. 

Rao y también encontraron que el propanil, inhibidor del PS II,  afectó severamente a 

la bacteria a menores dosis. Un ensayo de inoculación de arroz con una cepa mutante 

de Anabaena variabilis [Av (MHR-Eda)r] resistente a varios herbicidas y que excreta 

amonio, mostró mayor porcentaje de germinación, crecimiento y rendimiento de 

grano que un control sin inocular (Singh y Datta, 2013). 
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4.3.2. Recuperación del N del fertilizante 

 

Los datos disponibles en la literatura indican que el N incorporado por el arroz 

proviene mayoritariamente de la mineralización de la materia orgánica del suelo y de 

la fertilización (Cassman et al 1998). Con el fin de evaluar la dinámica de utilización 

del fertilizante nitrogenado en las condiciones de Uruguay, se aplicó fertilizante 

enriquecido con 15N a la siembra y se inoculó con cianobacterias al macollaje junto a 

la inundación del cultivo (VII) durante dos zafras consecutivas. En la zafra siguiente 

el fertilizante marcado se aplicó fraccionado, a la siembra, al macollaje y al 

primordio floral. El empleo de fertilizante enriquecido en 15N permitió discriminar el 

N proveniente del fertilizante (Nddf) que era incorporado por la planta o quedaba en 

el suelo.  

  La recuperación por la planta del nitrógeno del fertilizante aplicado a la siembra fue 

del orden del 20%, valor que concuerda con otras determinaciones realizadas en 

cultivos de arroz bajo inundación (De Datta et al., 1987, Sheehy et al., 2004). Al 

aplicar 10 kg N. ha-1 de fertilizante, por lo menos el 98% del N usado por la planta 

provino del suelo. Cuando la aplicación de N fue fraccionada, la recuperación del N 

del fertilizante por la planta de arroz fue mayor, del orden del 40% en total, siendo el 

Nddf mayor cuando se aplicó al macollaje y menor en la aplicación al primordio. La 

mayor parte del fertilizante fue absorbido previo al estado de primordio floral del 

arroz. El fraccionamiento de la dosis de fertilizante hizo más efectiva su utilización 

por el cultivo, o también pudo haber contribuido a disminuir las pérdidas. En este 

sentido, las pérdidas del N aplicado en arrozales se atribuyen principalmente a 

nitrificación-desnitrificación acopladas y a la volatilización de NH3. Está última 

fuente ha sido reportada como una de las principales causas de pérdida de N en 

arrozales inundados (Cassman et al., 1998). Sin embargo, Ju et al. (2009) 

encontraron que las pérdidas de N por desnitrificación en alternancia arroz inundado 

y trigo (secano) eran mayores que por volatilización, aunque la aplicación de urea en 

cobertura aumentaba estas últimas.  
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  Por otro lado la planta de arroz, dependiendo del cultivar, puede emitir NH3 

producto de la fotorrespiración cuando la acumulación de N y la asimilación no están 

balanceadas (Xu et al., 2012). 

 

 

4.4. INOCULACIÓN DE ARROZ CON CIANOBACTERIAS 

Los primeros ensayos de inoculación de arroz con cianobacterias se realizaron 

cuando se creía que las cianobacterias formadoras de heterocistos eran escasas en 

arrozales (Watanabe y Yamamoto, 1971), pero desde hace varios años se conoce su 

abundancia en suelos cultivados con arroz (Roger, 1995). De todos modos, se han 

seguido utilizando para inocular cultivos de arroz en varios países aunque con 

resultados dispares (revisado en capítulo VI). En algunos casos se observaron 

fracasos en la sobrevivencia del inoculante (Reddy et al., 1986), pero también se 

encontraron aumentos significativos en el rendimiento del arroz inoculado (Yanni, 

1996) y esto posiblemente se debe a que la eficacia de la inoculación depende de las 

condiciones locales.  En Egipto, la inoculación de arroz produjo aumentos en el 

rendimiento de hasta 30% (Yanni y Sehli, 1991), mientras que ensayos en España 

demostraron que la inoculación permitiría un ahorro de 50% del fertilizante 

nitrogenado recomendado (Carreres et al., 1996).  

  La mayoría de la información sobre cianobacterias en arrozales proviene de países 

donde el cultivo se realiza con inundación permanente y sin rotar con otros cultivos. 

Hasta hace pocos años se desconocían para Uruguay los datos al respecto, aunque se 

sabía que el cultivo de arroz utiliza más nitrógeno del que se aporta como fertilizante 

(Deambrosi et al., 2000) sin disminuir significativamente el contenido de N del 

suelo.  

 

4.4.1. Inoculación con cianobacterias nativas en Uruguay 

 

El destino de las cianobacterias en el ecosistema del arrozal depende de su capacidad 

de crecer, colonizar y sobrevivir en el suelo. La colonización depende de la tasa de 
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crecimiento y dispersión, mientras que la sobrevivencia depende de la capacidad de 

sobreponerse a condiciones adversas. Estos factores de los que depende el 

establecimiento de las cianobacterias inoculadas no se conocen cabalmente, por lo 

que la mayoría de los ensayos de inoculación son de prueba y error. Roger (1995) 

propuso, como alternativa a la inoculación, fomentar el crecimiento de las 

cianobacterias presentes en el suelo. 

  Los resultados que anteceden, analizados en su conjunto, parecían indicar que la 

inoculación podría ser una buena alternativa para incrementar el N disponible por la 

planta en nuestras condiciones al aumentar el número de cianobacterias en estadios 

del cultivo anteriores a los de mayor requerimiento de nitrógeno y, por lo tanto, 

permitir que su nitrógeno se mineralizara y fuera aprovechado por la planta. Con ese 

criterio, en el artículo VII se evaluó la contribución de la inoculación con 

cianobacterias, en asociación con una fuente química de nitrógeno, a la nutrición y el 

rendimiento del arroz. 

  La inoculación con cianobacterias aisladas del mismo arrozal no tuvo efecto sobre 

el rendimiento de arroz al comparar con un control sin inocular. Tampoco se 

observaron diferencias en el número de cianobacterias del suelo después de la 

inoculación sino hasta el final del ciclo del cultivo. El Nddf en la planta no presentó 

diferencias entre los tratamientos inoculados y no inoculados (artículo VII). Sin 

embargo a la cosecha y en una de las zafras se recuperó más N del fertilizante en los 

suelos inoculados, lo que podría explicarse por un aumento en la inmovilización de 

N por los microorganismos. 

  Por otro lado, se realizó un ensayo en invernáculo (artículo VII) en el cual el 

inóculo consistió en aislamientos de los géneros Nostoc, Anabaena y Calothrix 

crecidos en medio enriquecido con 15N. A los 25 días después de la inoculación se 

detectó nitrógeno proveniente de las cianobacterias en las plantas de arroz, con una 

eficiencia de recuperación por la planta similar a la de aplicar fertilizante químico a 

la siembra. Un ensayo de laboratorio con suelo incubado a temperatura controlada y 

sin plantas mostró a partir de las 5 semanas mayor contenido de N mineral en el 

suelo inoculado que en el sin inocular. Estos resultados indicarían que si bien el 
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tiempo de mineralización no sería limitante para que el N de las cianobacterias se 

incorpore a la planta durante el ciclo del cultivo, la mineralización se produce 

mayoritariamente en una etapa en que el cultivo estaría en un estadio posterior al 

primordio, cuando los requerimientos de N son menores. 

 

4.5. FOTOSÍNTESIS EN CIANOBACTERIAS 

 

La mayoría de las cianobacterias absorben la luz principalmente por complejos 

solubles de pigmentos-proteínas, llamados ficobilisomas, a diferencia de los 

eucariotas que usan complejos insolubles recolectores de luz asociados a membrana 

(LHCs), aunque también se han encontrado en cianobacterias una familia de 

proteínas de unión a la clorofila (CBPs) con función análoga a los LHCs eucariotas. 

Los ficobilisomas son periféricos en la membrana tilacoidal y difunden en ella. 

  Como todos los organismos fotoautótrofos, las cianobacterias dependen de la 

radiación solar como fuente primaria de energía en su ambiente natural. El 

rendimiento cuántico fotosintético determinado por fluorimetría de pulso de amplitud 

modulada (PAM) puede proveer información tanto de la fotosíntesis como del estatus 

de aclimatación (Campbell et al., 1998), pero deben considerarse en su análisis las 

diferencias de la fotosíntesis cianobacteriana de la vegetal para la que este método 

fue desarrollado. Debido a que el espectro de fluorescencia de los ficobilisomas se 

superpone con el de la clorofila (Campbell et al., 1998) y también a que la 

fotosíntesis comparte transportadores de electrones con la respiración, los valores de 

Fv/Fm (fluorescencia variable /fluorescencia máxima) son menores que en 

eucariotas. Sin embargo el rendimiento cuántico es un parámetro útil para comparar 

el comportamiento de la misma cianobacteria en distintas condiciones.  

  Los heterocistos presentan algunos cambios respecto a las células vegetativas, 

incluidos algunos relacionados con la fotosíntesis. La baja concentración de O2 

necesaria para la actividad nitrogenasa se logra en los heterocistos por las dos capas 

superpuestas de polisacáridos y glicolípidos que los rodean y porque presentan una 

alta tasa respiratoria (Zhang et al., 2005). Además, no presentan fotosistema II y 
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dependen de las células vegetativas para el suministro de C y poder reductor (Meeks 

y Elhai, 2002).  

 

4.5.1. Cianobacterias y radiación UV 

 

Diferentes actividades humanas, incluyendo la producción de clorofluorocarburos, 

han reducido la concentración del ozono estratosférico, lo que resulta en un aumento 

en el flujo de radiación ultravioleta que alcanza la superficie de la tierra y las 

profundidades significantes del océano (Smith et al., 1992). La radiación solar en la 

parte superior de la atmósfera contiene una cantidad significativa de radiaciones de 

longitudes de onda corta, y por ende más energética que la luz visible (400-700 nm). 

Las longitudes de onda en el rango de 100-400 nm constituyen la región ultravioleta 

del espectro. Las más cortas de estas longitudes de onda, 100-280 nm (UV-C), son 

completamente bloqueadas (absorbidas) por el oxígeno atmosférico (O2) y el ozono 

(O3). Longitudes de onda en el rango de 280-315 nm (UV-B) son absorbidas 

eficientemente pero no completamente por el O3, mientras que longitudes de onda de 

315-400 nm (UV-A) son poco absorbidas por el O3 y son, por lo tanto, más 

fácilmente transmitidas a la superficie terrestre (Madronich et al., 1998). Excepto por 

una pequeña porción del UV-A cercano, la radiación UV no es fotosintéticamente 

activa. Por lo tanto, la radiación UV es algo para tolerar, contrarrestar o evitar en un 

organismo fotosintético.  

  Dosis perjudiciales de radiación UV-B y UV-A pueden atravesar la columna de 

agua y tener efectos perjudiciales sobre los ecosistemas inundados como los 

arrozales. Debido a que la radiación UV se vuelve progresivamente más perjudicial 

al disminuir la longitud de onda, el daño potencial a las células aumenta 

exponencialmente (Castenholz y Garcia-Pichel, 2000). La radiación UV-B de alta 

energía es la que tiene mayor potencial de daño celular, tanto por sus efectos directos 

sobre el ADN y las proteínas como por los indirectos, derivados de la producción de 

especies reactivas del oxígeno (EROs) (Sinha y Häder, 2008). A su vez, cuando la 

radiación UV-B incide sobre el ADN, puede generar dímeros de pirimidina y otras 
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mutaciones (Castenholz y Garcia-Pichel, 2000). Los principales procesos 

bioquímicos y fisiológicos afectados por la radiación UV son la sobrevivencia, 

pigmentación, producción fotosintética de oxígeno, movilidad, absorción de 

nitrógeno, composición de las ficobiliproteínas y absorción de CO2, que tienen un 

efecto combinado sobre la sobrevivencia. 

  La susceptibilidad a la radiación UV está determinada por la compleja interacción 

entre protección y reparación, que es variable entre diferentes especies de 

cianobacterias (Zeeshan y Prasad, 2009). Por su distribución cosmopolita se piensa 

que como grupo, las cianobacterias han sobrevivido a un amplio espectro de estreses. 

Aunque existían algunos estudios sobre comunidades de cianobacterias de arrozales 

de India expuestas a radiación UV (Sinha y Häder, 1996), no existía información 

documentada sobre los efectos de la radiación UV en las cianobacterias aisladas de 

nuestros arrozales. Por dichos motivos en el artículo VIII se evaluó el 

comportamiento de 2 aislamientos de cianobacterias frente a dosis de UV-B del 

orden de las que podrían estar expuestas si se usaran como inoculante en el arrozal en 

verano. La exposición de cianobacterias nativas de los géneros Anabaena y Calothrix 

a 1 o 3 h de UV-B afectó la sobrevivencia de ambas bacterias en forma diferencial: 

sólo en Anabaena se observó aumento de la peroxidación lipídica medida como 

sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS), que indica indirectamente daño 

oxidativo por EROs. Por otro lado, en Calothrix solo se afectó la actividad 

fotosintética pero no la actividad nitrogenasa. 

4.5.1.1. Efectos sobre la fotosíntesis 

La exposición de las cianobacterias a radiación fotosintéticamente activa (PAR) o 

UV-A/UV-B elevadas lleva a la fotoinhibición de la fotosíntesis, limitando así el 

aprovechamiento de la energía lumínica (Shing et al., 2002). Se ha demostrado que 

la fotoinhibición del FSII implica la degradación proteolítica de la proteína D1 que, 

junto con la proteína D2, constituye el centro de reacción P680 (Latifi et al., 2008). 

En el proceso de recuperación, el precursor de la proteína D1 es sintetizado de novo 

y una vez incorporado al complejo FS II, es procesado para rendir proteína D1 activa  



 

 
 
 

 

54 

(Shing et al., 2002). La incorporación de la proteína D1 recién sintetizada se ha 

demostrado en numerosas cepas de cianobacterias y para diferentes estrés 

ambientales, entre ellos la radiación UV-B (Latifi et al., 2008). El grado de 

fotoinhibición depende del balance entre la inactivación del complejo FS II y su 

recuperación desde el estado inactivo (Shing et al., 2002). En nuestro estudio 

(artículo VIII), la máxima eficiencia fotoquímica, medida como Fv/Fm, y la 

fotoevolución de O2 fueron más afectadas por la exposición a UV-B en Calothrix que 

en el caso de Anabaena, aunque para ambas especies ambos parámetros 

disminuyeron como era esperable.  

 

4.5.1.2. Producción de EROs 

 

Tanto la radiación UV-A como UV-B inducen la producción de especies reactivas 

del oxígeno (EROs) en varios puntos del transporte electrónico respiratorio y 

fotosintético, así como en diferentes reacciones bioquímicas (Zeeshan y Prasad, 

2009). Los fotones altamente energéticos en el rango UV-B son absorbidos por 

grupos cromofóricos de moléculas biológicamente importantes como clorofilas, 

ficobiliproteínas y quinonas (Latifi et al., 2008), que pueden actuar como 

fotosensibilizadores para la producción de EROs (He y Häder, 2002). 

  Se considera que la mayor producción de EROs es una característica universal 

frente a las condiciones de estrés general y que sirve para alertar al metabolismo y 

activar la expresión génica para que ocurran ajustes celulares (He y Häder, 2002). 

Las EROs actuarían como mensajeros secundarios para regular la transducción de 

señales, tales como la respuesta de defensa antioxidante y el aumento de la síntesis 

de proteínas D1 o disminución de la síntesis de la subunidad mayor de la RubisCO 

(Singh et al., 2002). 

  El oxígeno singlete y el radical hidroxilo inician la peroxidación lipídica y la 

producción de peróxidos de lípidos e hidroperóxidos lipídicos que son también 

altamente reactivos (He y Häder, 2002). Las TBARS permiten estimar el daño de 

lípidos de membrana, y esta técnica se usó para evaluar la peroxidación lipídica de 
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estas cianobacterias nativas observándose un aumento solamente en Anabaena 

expuesta a radiación UV-B. 

4.5.1.3. Reparación y defensa frente al daño 

Para prevenir los efectos dañinos causados por las EROs, los organismos han 

desarrollado mecanismos (moléculas antioxidantes y enzimas) para evitar sus 

consecuencias, que proveen protección capturando esos radicales (Zeeshan y Prasad, 

2009). Las moléculas antioxidantes incluyen ascorbato, glutatión reducido, 

carotenoides, tocoferoles; y las enzimas antioxidantes incluyen la superóxido 

dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatión peroxidasa y las enzimas involucradas 

en el ciclo del ascorbato y glutatión, como la ascorbato peroxidasa (APX), 

monodehidroascorbato peroxidasa (MDHAR), dehidroascorbato reductasa (DHAR) 

y glutatión reductasa (GR).  

  La exposición de la cepa de Calothrix sp. BI22  a la radiación UV (artículo VIII) 

indujo aumentos en la actividad SOD, sugiriendo participación de esta enzima como 

defensa antioxidante. Por otro lado, se analizaron las enzimas CAT y APX, las 

principales enzimas con actividad de barrido del peróxido de hidrógeno (Tichy y 

Vermaas, 1999). Para las dos cianobacterias estudiadas la actividad CAT aumentó 

con exposición de 1 h a UV-B pero disminuyó con 3 h, probablemente por 

fotodegradación e inactivación de su grupo hemo. En el caso de APX, no se 

registraron cambios con la exposición a UV-B. 

  Muchos organismos usan compuestos que absorben radiación UV y representan un 

mecanismo pasivo de protección (Oren y Gunde-Cimerman, 2007). La radiación UV 

es, hasta cierto punto, absorbida por dichos protectores sin poder interaccionar con 

sus blancos celulares potenciales. La scitonemina es un pigmento que se ubica en la 

vaina extracelular de algunas cianobacterias. Este pigmento presenta máximos de 

absorción en las longitudes de onda UV-A y UV-C, y algo menos en UV-B (Sinha y 

Häder, 2006). La síntesis de scitonemina es inducida por radiación UV-A 

principalmente (Flemming y Castenholz, 2007). En el caso de los análisis realizados 

(artículo VIII) no se detectó su presencia en ninguna de las cianobacterias 
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estudiadas. Si bien este pigmento está ampliamente distribuido en las cianobacterias, 

se encuentra sobretodo en las capas superiores de los tapetes microbianos formados 

en ambientes extremos (Balskus et al., 2012) y su síntesis es dependiente de la 

especie (Fiorda et al., 2011). 

  Shibata (1969) descubrió que las cianobacterias acumulaban pigmentos incoloros en 

grandes cantidades. Ahora se sabe que dichos compuestos pertenecen a la familia de 

los derivados de aminoácidos del tipo de las micosporinas (MAAs), que reducen la 

radiación dañina que llega a las células (Jiang et al., 2008). Estos compuestos de bajo 

peso molecular, solubles en agua, tienen un único máximo de absorción en el rango 

de radiaciones UV. Los MAAs también pueden servir como moléculas antioxidantes 

capturando radicales libres del oxígeno, funcionar como solutos compatibles para 

proteger las células del estrés salino, estar involucrados en la protección contra el 

estrés térmico o por desecación, así como también servir como reserva intracelular de 

nitrógeno (Oren y Gunde-Cimerman, 2007). En Calothrix sp. BI22 se observó la 

presencia constitutiva de 2 tipos de MAAs, palitinol y micosporina-2-glicina 

(artículo VIII), aunque no se observó un aumento significativo en la cantidad de 

MAAs con la exposición a UV-B; ello podría deberse al corto tiempo de exposición 

o bien a que la dosis fue insuficiente pues se emplearon dosis menores que las 

referidas en la bibliografía tratando de emular la que alcanza el agua de inundación 

de un arrozal en verano. 

  Los resultados del artículo VIII permiten concluir que el aislamiento de Calothrix 

posee un conjunto amplio de mecanismos de protección frente al UV-B, por lo que 

desde este punto de vista sería adecuado para ser usado como biofertilizante en arroz. 

4.5.2. Efecto de otros estreses abióticos en cianobacterias  
 

La colonización por las cianobacterias de océanos, lagos, ríos, aguas termales y 

suelos, y su presencia como organismos simbióticos de hongos y plantas, requirió 

una gran capacidad de adaptarse a diversos ambientes. En los hábitats terrestres las 

cianobacterias están sometidas a una multitud de estreses además de altas 

intensidades de luz incluyendo la radiación UV, altas y bajas temperaturas incluso 
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congelamiento, estrés osmótico, salinidad y sequía (Büdel et al., 2008, Potts et al., 

2005, Lin et al., 2004, Singh et al., 2002, Allakhverdiev et al., 2000).  

  Las condiciones de estrés individuales son objeto de abundantes investigaciones.  

Sin embargo en el campo las cianobacterias están expuestas a una combinación de 

diferentes tipos de estrés. Estudios recientes en plantas revelan que las respuestas 

moleculares y metabólicas a una combinación de sequía y calor por ejemplo, no 

pueden extrapolarse directamente de la respuesta a estos tipos de estrés aplicados 

individualmente (Mittler, 2006, Lüttge, 2011). 

  Como las cianobacterias en el arrozal están sometidas a diferentes estreses bióticos 

y abióticos simultáneamente, se estudió en  cómo era afectada la cepa de Calothrix, 

seleccionada por su comportamiento frente a UV-B, cuando se la sometía 

simultáneamente a estrés osmótico (Doldán, 2012). 

 

4.5.2.1. Estrés osmótico 

 

La exposición de las células a una elevada osmolaridad resulta en el eflujo de agua 

del interior, lo que produce la reducción en la presión de turgencia y la contracción 

del volumen citoplasmático, y como consecuencia, el aumento de la concentración de 

todos los metabolitos intracelulares, pudiendo inhibir distintos procesos (Csonka, 

1989). Los osmolitos compatibles son moléculas orgánicas que en concentraciones 

altas demuestran compatibilidad con el metabolismo celular y su acumulación se 

observa frecuentemente en la aclimatación de los organismos a condiciones 

ambientales adversas (Klähn y Hagemann, 2011). 

  Fernándes et al. (1993) observaron la disminución del crecimiento de Anabaena sp. 

L-31 a causa del estrés osmótico impuesto con sacarosa pero sin efecto inhibitorio 

sobre la actividad nitrogenasa. Allakhverdiev et al. (2000) comunicaron que el estrés 

osmótico debido a sorbitol 1M inactivó la maquinaria de producción de O2 por el 

FSII e interrumpió la actividad de transporte del fotosistema I en células de 

Synechococcus intactas.  
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  En trabajos que han supuesto una continuación de los realizados en esta Tesis, 

Doldán (2012) demostró el efecto negativo sobre la fotosíntesis y la fijación de N2 de 

la aplicación de estrés lumínico y osmótico en forma simultánea en Calothrix BI22. 

Con estrés osmótico inducido por PEG 8000 se constató la acumulación de prolina  y 

la peroxidación lipídica, confirmándose daño oxidativo. Se evaluó la respuesta 

enzimática antioxidante para esos estreses que fue diferente a la obtenida aplicando 

exclusivamente UV-B. 

  Estos resultados demuestran que Calothrix sp. BI22 es sensible a la combinación de 

estreses, pero algunas respuestas implican modificaciones fisiológicas que la 

preparan para preservarse ante otra situación estresante. Esta plasticidad fenotípica 

que mejoraría su capacidad de adaptación merece seguir estudiándose. Si bien los 

trabajos de laboratorio en condiciones controladas, permiten aislar la respuesta 

bacteriana frente a los efectos de distintos factores de estrés, se debe ser cauteloso 

con la extrapolación de estos datos a las condiciones de campo. En ese ambiente, las 

bacterias están expuestas a más de un factor de estrés, tanto abióticos (luz PAR y 

distintos tipos de UV, estrés osmótico, desecación, etc.), como bióticos de naturaleza 

amplia.  
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5. EMISIONES DE N2O EN AGROECOSISTEMAS DE URUGUAY 
 

Este capítulo trata sobre las emisiones de N2O en el cultivo de arroz y  en distintas 

secuencias de cultivos bajo diferentes laboreos de suelo. Comprende 3 artículos 

publicados, uno enviado y un capítulo de libro, en los que figuran los primeros datos 

obtenidos en Uruguay sobre la magnitud de estas emisiones por la agricultura. 

  El objetivo fue obtener datos nacionales sobre emisión de gases de efecto 

invernadero diferentes al CO2 en suelos agrícolas. Estos datos son necesarios para 

evaluar herramientas eficaces de mitigación de las emisiones para nuestros sistemas 

agrícolas y para un cálculo más ajustado de la huella de C de los productos 

agropecuarios de exportación. 

  En forma preliminar, se estudió la emisión de N2O por pasturas, campo natural, así 

como el efecto sobre la emisión del laboreo y distintas rotaciones. En el cultivo de 

arroz, se ensayó el efecto de una cobertura invernal y la fertilización y diferentes 

manejos del riego, sobre las emisiones de CH4 y N2O. La hipótesis general fue que 

alguna de las prácticas evaluadas podría mitigar las emisiones. 

 

  Las preguntas que se intentaron responder fueron: 

 

¿Son comparables las magnitudes de los flujos de N2O de cultivos agrícolas y 

pasturas con los provenientes de campo natural? 

¿Cómo afectan las emisiones de N2O la rotación o no de cultivos y la siembra 

directa?   

¿Cuál es el efecto sobre los procesos involucrados en la emisión de N2O del empleo 

de un fertilizante con un inhibidor de la nitrificación en el cultivo de arroz? 

¿Cuál es el potencial de calentamiento global del cultivo de arroz en las condiciones 

de Uruguay? ¿Es afectado por la fertilización y el uso previo del suelo? 

¿Pueden mitigarse las emisiones de gases de efecto invernadero en el cultivo de arroz 

mediante el manejo del riego sin afectar el rendimiento?  
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  Publicaciones anexadas y contribución a las mismas: 

IX. Tarlera S, Gonnet S, Irisarri P, Menes J, Fernández A, Paolino G, Travers D. 

2006. Nitrification and denitrification associated with N2O production in a 

temperate N-fertilized irrigated Uruguayan ricefield. En: Modern 

Multidisciplinary Applied Microbiology. Exploiting Microbes and Their 

Interactions. Wiley-VHC , Weinheim ed.  416-420.  

  Participé en la redacción del proyecto, medición de emisiones de N2O y redacción 

del capítulo. 

  Principales resultados: Menos del 7% de la emisión de N2O era debida a la 

nitrificación cuando se empleaba un fertilizante nitrogenado con el inhibidor de la 

nitrificación DMPP en el cultivo de arroz. De muestras de suelo de ese tratamiento 

no se amplificaron genes de la amonio monooxigenasa. 

 

X. Dominguez V, Irisarri P, Gonnet S. 2007. Emisiones de óxido nitroso por 

suelos cultivados con arroz: efecto de un inhibidor de la nitrificación. 

Agrociencia 11: 50-57. 

  Participé en la redacción del proyecto, orienté y participé en parte en el trabajo 

experimental, análisis y discusión de datos y en la escritura del artículo. 

  Principales resultados: El empleo de un fertilizante comercial con DMPP disminuyó 

la cantidad de nitrato del suelo y la emisión de N2O hasta 30 días después de 

aplicado. Después de la inundación el N2O provenía de la desnitrificación. 

   

XI. Perdomo C, Irisarri P, Ernst O. 2009. Nitrous oxide emissions from an 

Uruguayan argiudoll under different tillage and rotation treatments. Nutrient 

Cycling in Agroecosystems 84: 119-128. 

  Participé en la medición de las emisiones por cromatografía gaseosa, discusión de 

resultados y escritura del artículo. 

  Principales resultados: Estas primeras mediciones de los flujos de  N2O en suelos 

agrícolas de Uruguay mostraron un patrón anual irregular que fue mayor en 

primavera y otoño y con picos asociados a lluvias y temperaturas altas. Los picos de 
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emisión tendieron a ser mayores bajo agricultura o pasturas sembradas que en campo 

natural y no se observaron efectos consistentes del laboreo o la rotación. 

   

XII. Irisarri P, Pereyra V, Fernández A, Terra J, Tarlera S. 2012. Emisiones de  

        CH4 y N2O en un arrozal: primeras medidas en el sistema productivo 

        uruguayo. Agrociencia 16: 1-10. 

  Participé en la redacción del proyecto, el trabajo de campo y laboratorio, análisis de 

datos y escritura del artículo. 

  Principales resultados: La primera aproximación a la emisión de CH4 y N2O en un 

arrozal del país comprobó que ambos gases tienen un patrón de emisión opuesto, 

mientras que las mayores emisiones de CH4  coincidieron con la etapa reproductiva 

del arroz, las de N2O se produjeron en la fase vegetativa con picos luego de los 

baños. Los mayores flujos de CH4  se detectaron en el tratamiento fertilizado que 

había tenido una cobertura previa de raigrás. 

   

XIII. Capurro MC, Tarlera S, Irisarri P, Fernández A, Cantou G, Roel A. 2014. 

         Yield-scaled global warming potential of two irrigation    managements in 

                a highly productive rice system in Uruguay. Enviado a Paddy and Water 

                Environment. (Los 3 primeros autores contribuyeron por igual al trabajo). 

  Participé en las mediciones de las emisiones de N2O, cálculos y análisis de datos, 

discusión y escritura del artículo. 

  Principales resultados: Se comparó el potencial de calentamiento global del riego 

convencional y un sistema de déficit de riego controlado que emitió un 55% menos 

de CH4. El riego alternativo no aumentó la emisión de N2O pero redujo el 

rendimiento en una de las zafras evaluadas.         

   

    Estas publicaciones se citan en este capítulo con la letra romana correspondiente y 

se ajustan en el anexo. 

  En este capítulo se resume parte de la revisión publicada en el libro “Emisiones de 

metano y óxido nitroso: principales gases de efecto invernadero producidos por el 
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sector agropecuario en Uruguay” del que soy autora junto a C. Perdomo y cuya 

publicación fue financiada por CSIC-UdelaR (2009) y actualizaciones a partir de la 

misma. 

 

5.1. GASES DE EFECTO INVERNADERO Y AGRICULTURA 

Los principales gases con efecto invernadero (GEI) presentes en la atmósfera son el 

vapor de agua, el dióxido de carbono (CO2), el metano (CH4), el óxido nitroso (N2O) 

y los halocarburos. Estos gases absorben parte de la radiación infrarroja reflejada por 

la superficie terrestre y la re-emiten en todas direcciones, lo que provoca el 

calentamiento de la superficie terrestre y de las capas bajas de la atmósfera. Sin este 

"efecto invernadero" natural, las temperaturas en la Tierra serían mucho menores que 

las actuales (alrededor de 33º C más bajas) y la vida tal como la conocemos no sería 

posible. Sin embargo, existe preocupación internacional debido al creciente aumento 

en la concentración de GEI por la actividad humana, lo cual provoca un "efecto 

invernadero aumentado". El incremento adicional de temperatura asociado podría 

producir un cambio climático global perdurable, ya que los GEI poseen una larga 

vida media en la atmósfera (Tabla 5.1). Sin embargo existen muchas incertidumbres 

acerca de la magnitud de los cambio de GEI y de sus balances globales (Bowden et 

al., 2000), lo que justifica la investigación sobre sus fuentes y sumideros. 

  Las emisiones mundiales de GEI como consecuencia de actividades humanas han 

aumentado desde la era preindustrial, pero el mayor incremento (70%) se ha 

registrado entre 1970 y 2004 (IPCC, 2007). La mayor parte de las emisiones totales 

de GEI corresponden a CO2 que proviene del empleo de combustible fósil, mientras 

que sólo el 20% de este gas proviene del suelo. Lo contrario sucede con las 

emisiones de CH4 y N2O que provienen mayormente de la agricultura, por lo cual las 

actividades agrícolas contribuirían en alrededor de un 30% al aumento en el 

calentamiento global (Mosier et al., 1998). Las estimaciones realizadas en Uruguay 

indican que debido al incremento del área forestada la emisión neta de CO2 sería 

negativa, y que las mayores emisiones de GEI corresponderían a CH4 y a N2O, 

respectivamente. 14.446 y 9.697 Mton de equivalentes de CO2 en 100 años 
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(DINAMA, 2006). De esta forma, el sector agrícola juega un rol importante tanto por 

su potencial de captura de CO2, como de emisión de otros gases. 

 

  Tabla 5.1. Concentración, tiempo de residencia, incremento anual y contribución al 

calentamiento global del CO2, CH4 y N2O (IPCC, 2007). 

Gases CO2 CH4 N2O 
    
Concentración actual (ppbv)  379000 1732 319 
Concentración pre-inudstrial (ppbv)  280000 715 270 
Tasa de crecimiento (ppbv año-1) 1600 8 0.8 
Tiempo de residencia variablea 12,2 166 
Aumento de fuerza de radiación (W 
m-2)b 

1,56 0,47 0,1 

PCGc   en 20 años 1 56 280 
PCGc   en 100 años 1 21 310 
a 
La forma en que el CO2 es absorbido por los océanos y la biosfera todavía no está clara. 
 
b Estimación del aumento de la fuerza de radiación debido al cambio de concentración desde los 
tiempos pre-industriales al presente. 
 
c Potencial de calentamiento global, es la fuerza de radiación acumulativa en un horizonte de tiempo 
determinado causada por unidad de masa del gas emitido, expresada en forma relativa respecto al 
CO2.. 

   Los principales procesos responsables de las emisiones de GEI en agroecosistemas 

se esquematizan en la Figura 5.1. Los flujos de CO2 entre la atmósfera y los 

ecosistemas terrestres están controlados mayoritariamente por el consumo 

fotosintético y la liberación vía descomposición y combustión de la materia orgánica. 

Todos estos procesos pueden ser modificados por el hombre y en los últimos siglos 

se han liberado cantidades sustanciales de CO2 como consecuencia de la tala de 

bosques. En los ecosistemas terrestres el carbono es absorbido tanto por la 

vegetación como por los suelos, aunque en los ecosistemas no forestados la cantidad 

almacenada en los suelos es actualmente mucho mayor que la presente en la 

vegetación (IPCC, 2007). El manejo del suelo puede modificar la cantidad de 

carbono que se emite como CO2, ya que el laboreo produce un microambiente 

favorable para acelerar la descomposición microbiana de los restos animales y 

vegetales (Kessavalou et al., 1998).  
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Figura 5.1. Principales procesos emisores y consumidores de GEI en 

agroecosistemas (IPCC, 2006). 

 

5.1.1. Metano 

El CH4 es el compuesto orgánico gaseoso más abundante en la atmósfera y el 

segundo en abundancia entre los GEI (Tabla 5.1). Aunque su concentración 

atmosférica es mucho menor que la de CO2, el CH4 absorbe la radiación terrestre en 

la región del espectro con longitudes de onda de 4 a 10 µm (IR) en forma más 

efectiva que el CO2. Se estima que el CH4, mol a mol, contribuye unas 21 veces más 

que el CO2 al cambio climático, aunque su vida media en la atmósfera es más corta 

(unos 12 años). En los últimos 300 años la concentración de CH4 atmosférico ha 

aumentado de 0,35 a 1,8 ppm (IPCC, 2013).  

 

5.1.1.1. Fuentes de metano 

Las liberación total de CH4 a la atmósfera se ha estimado en 600 Tg. año
-1. Los 

suelos naturalmente inundados (humedales) son considerados la principal fuente 

natural de este gas. Se estima que las actividades agrícolas contribuyen en un 65% a 

las emisiones totales de CH4 antropogénico (Chan y Parkin, 2001). Los cultivos 

inundados son normalmente productores netos de CH4, siendo responsables del 12% 

de la emisión mundial anual (IPCC, 2007). En estos sistemas se estima que la 
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producción de CH4 es de unos 575 Tg año
-1, pero que sólo 100 Tg año-1 escapan a la 

atmósfera, ya que el resto se oxidaría en la superficie del suelo. Según Jacobson 

(2005), el cultivo de arroz constituye la principal fuente antropogénica de emisión 

global de CH4. Los sistemas agrícolas no inundados normalmente son consumidores, 

aunque pueden ser productores o consumidores netos dependiendo del uso de la 

tierra y las condiciones climáticas (Goulding et al., 1996).  

  En el caso de Uruguay se estima que del total de CH4 emitido el 90% proviene del 

sector agropecuario, correspondiendo el 84% a la fermentación ruminal del ganado, 

un 2% al manejo del estiércol y sólo un 4% al generado por cultivos como el arroz 

(DINAMA, 2010), aunque todas estas estimaciones se han realizado con factores por 

defecto del IPCC.  

 

5.1.1.2. Sumideros de metano 

Alrededor del 90% del CH4 anual emitido es oxidado en la tropósfera y estratósfera 

por reacciones fotoquímicas iniciadas por los radicales OH. Una cantidad menor, 

pero significativa se consume por oxidación biológica en los suelos (unas 30 Tg.  

año-1), valor que es casi de la misma magnitud que el del aumento anual neto de CH4 

atmosférico (Crutzen y Lelieveld, 2001). Este proceso se da por acción de bacterias 

metanótrofas que son aerobias y abundantes en los suelos (Mancinelli, 1995). Estos 

microorganismos oxidan el CH4, utilizándolo como fuente de C y energía 

produciendo biomasa y CO2  en varias etapas y con distintas enzimas. 

 

5.1.2. Óxido nitroso 

El óxido nitroso, el tercero en abundancia de los GEI antropogénicos, atrapa la 

radiación infraroja 298 veces más efectivamente que el CO2 y persiste en la 

atmósfera por unos 118 años. La concentración atmosférica de N2O es de 319 ppb y 

está aumentando a una tasa de 0,26 % por año (Bates et al., 2008). Además de sus 

propiedades “invernadero”, está involucrado en la disminución del ozono 

estratosférico. Si bien el N2O es poco reactivo en la tropósfera, su oxidación con una 

pequeña fracción de estado excitado O*(1D) producido por la fotólisis del ozono, es 
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la principal fuente estratosférica de NO que cataliza la destrucción del ozono. Como 

el N2O se produce mayoritariamente por la actividad microbiológica en aguas y 

suelos, incluyendo las actividades agrícolas, la biosfera puede tener una influencia 

importante sobre la capa de ozono estratosférica (Crutzen y Lelieveld, 2001). 

 

5.1.2.1. Fuentes de N2O 

Los suelos agrícolas se consideran la mayor fuente de N2O (65-70% de lo emitido 

por la biosfera) y NO. A nivel global la principal fuente antropogénica de N2O son 

los suelos cultivados, que lo producen a una tasa de 1,7-4,8 Tg N año-1 (IPCC, 2007) 

y otras fuentes menores son la combustión de biomasa, la industria química y el 

ganado. En Uruguay se estima que el 99% de las emisiones de este gas provienen del 

sector agropecuario, y a su vez el 90% de éstas proviene de las excreciones de 

animales en pastoreo (DINAMA, 2010). 

  El aumento de la disponibilidad de N inorgánico en el suelo trae aparejado un 

aumento de las emisiones de N2O. A su vez, las fuentes de N2O en el suelo son 

variadas e incluyen el N del suelo, el proveniente de la deposición atmosférica 

reciente, el aportado con la fertilización y con los residuos de la cosecha y el presente 

en acuíferos subterráneos. La fijación biológica de nitrógeno no se considera una 

fuente directa de N2O, ya que no hay evidencias de emisiones significativas 

provenientes de este proceso (Rochette y Janzen, 2005). El aumento en la emisión de 

N2O se asocia principalmente con el creciente agregado de fertilizantes nitrogenados 

y con el aumento de la mineralización de N orgánico en ecosistemas agrícolas, 

resultado de cambios en el manejo o en el uso de la tierra. 

 

5.2. CUANTIFICACIÓN DE LOS GEI  

La cuantificación de las emisiones de GEI por la agricultura es fundamental para 

identificar estrategias de mitigación, orientar planes de desarrollo nacionales con 

bajas emisiones, generar y comercializar créditos de carbono, certificar prácticas de 

agricultura sostenible, informar a los consumidores sobre la huella de C de los 
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productos y fomentar prácticas menos intensivas en liberación de CO2 equivalentes 

por parte de los productores (Olander et al., 2013).  

  Los flujos de N2O del suelo pueden medirse usando técnicas micrometeorológicas 

(Wagner-Riddle et al., 1997), perfiles de suelo (Rolston, 1986), o cámaras estáticas. 

Las cámaras son las más usadas para comparar flujos entre tratamientos pero también 

para calcular los factores de emisión en los inventarios de GEI (IPCC, 2006), ya que 

su costo relativo es bajo, son portátiles y fáciles de operar (Butterbach-Bahl et al., 

2013; Denmead, 2008). A su vez, se adaptan a un amplio rango de ecosistemas y 

diseños experimentales (Rochette, 2011). El principio básico de las cámaras estáticas 

es tomar un determinado número de muestras de gas en un período de tiempo (tres en 

nuestro caso) desde el espacio vacío de la cámara hermética que encierra la 

superficie del suelo, incluyendo la planta en el caso del arroz. Los flujos de los GEI 

se calculan a partir del cambio en las concentraciones en el espacio vacío de la 

cámara a lo largo del tiempo. 

  Rochette y Eriksen-Hamel (2008) revisaron las principales características de las 

cámaras y de la toma de muestras que son necesarias para evitar cometer errores en 

las determinaciones de los flujos de gases. Las cámaras empleadas en nuestros 

trabajos (publicaciones IX, X, XI, XII y XIII) cumplen en general los requisitos 

detallados en esa revisión. 

 

5.2.1. Manejo del suelo y emisiones de N2O 

El área agrícola se ha expandido rápidamente en Uruguay en los últimos 10 años 

(DIEA, 2012) y más del 90% se siembra actualmente sin laboreo y cada vez más 

como agricultura continua, sin rotación con pasturas. Los cambios en el uso del suelo 

pueden influir en la magnitud de las emisiones de GEI, pero la dirección de estos 

cambios no siempre puede anticiparse. Por lo tanto, es necesario obtener información 

local para mejorar las estimaciones de los flujos de gases emitidos en diferentes 

situaciones productivas. Con ese fin se comparó la magnitud de las emisiones de 

N2O de un ensayo de rotaciones de largo plazo de la EEMAC (Paysandú) durante la 

etapa de cultivos y el efecto del laboreo (artículo XI, Fig 5.2).  
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  Los flujos de N2O variaron ampliamente entre fechas, registrándose los mayores 

flujos en general después de lluvias y/o en períodos de temperatura del suelo alta 

(artículo XI). La ausencia de relaciones simples entre la emisión de N2O y las 

características del suelo refleja probablemente la complejidad inherente al 

metabolismo microbiano del N2O, el contraste entre los factores ambientales que 

regulan su producción y consumo,  y el alto grado de variabilidad espacial y temporal 

de las emisiones. Según Conrad (1996) el metabolismo de los gases traza ocurre 

dentro de micrositios del suelo, y la actividad microbiana puede ser muy heterogénea 

dentro de los mismos, dependiendo de la disponibilidad de sustratos.  

  El contenido de agua del suelo regula la concentración de oxígeno presente en el 

mismo. En suelos bien aireados pero húmedos, con valores de espacio poroso del 

suelo ocupado por agua (WFPS) de 40-60%, las emisiones como resultado de la 

nitrificación de amonio pueden ser importantes, mientras que en suelos con aireación 

restringida (WFPS mayor a 80%), la emisión de N2O proviene generalmente de la 

desnitrificación (Mosier, 1998). Pero aún en condiciones de suelo aeróbico la 

reducción de NO3
- puede ser el principal mecanismo productor de N2O (Müller et al., 

2004), lo que ocurre debido a la existencia de agregados de suelo (micrositios) ricos 

en materia orgánica fácilmente degradable. En estos micrositios pueden coexistir 

procesos de nitrificación y de desnitrificación, debido a que las altas tasas de 

consumo de O2 producen anaerobiosis en su centro mientras que los bordes de los 

agregados permanecen en estado aeróbico. La estructura del suelo y el C disponible 

también pueden afectar la relación N2O/N2 emitida, debido a que cuanto más 

compactado esté el suelo y más C lábil esté disponible mayor será el grado de 

anaerobiosis, y predominará el N2. El tipo de organismo desnitrificante presente 

también va a afectar esta relación, ya que las distintas poblaciones bacterianas poseen 

enzimas con diferente sensibilidad al O2 e incluso hay bacterias que desnitrifican aun 

bajo condiciones aeróbicas (Conrad, 1996). 

  Los suelos permanentemente saturados de agua son probablemente fuentes menos 

importantes de N2O que los saturados en forma intermitente. Esto ocurre porque la 

nitrificación está restringida en condiciones permanentemente anaeróbicas. Por otra 
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parte, los organismos desnitrificantes de suelos bien drenados no están adaptados a 

episodios de anaerobiosis, por lo que su potencial de producción de N2O es alto 

cuando se inunda y el potencial de consumo de N2O y de producción de N2 es 

inicialmente bajo. En general, tanto la nitrificación como la desnitrificación emiten 

N2O cuando las condiciones no son las óptimas para cada proceso. 

  También los microorganismos tienen una temperatura óptima, por lo que los flujos 

altos de N2O sólo ocurren cuando la humedad y la temperatura no son limitantes 

(Dobbie et al., 1999). La lluvia y la temperatura controlan además de la velocidad de 

nitrificación y desnitrificación, la mineralización de C y N, el consumo de N por las 

plantas y la difusión de gases en los suelos; y todos estos regulan el flujo de N2O 

(Williams et al., 1999). 

  Por otra parte en nuestro trabajo, el evento con mayor flujo de  N2O (99 g N ha d
-1) 

ocurrió en el período de barbecho (artículo IX). Esto coincide con lo observado por 

otros autores que han sugerido que minimizar el barbecho puede ser una forma de 

disminuir la emisión de  N2O (Mosier et al., 2003). 

  El incremento de las emisiones de N2O por los suelos agrícolas se ha relacionado 

con el aumento de las aplicaciones de N (Mosier et al., 1996). En cultivos, luego de 

la fertilización las emisiones normalmente aumentan por un período relativamente 

corto (unas 6 semanas) y luego vuelven al nivel inicial (Mosier, 1998). Pero el nivel 

de emisión basal no depende únicamente de los agregados recientes de N al suelo, 

sino que está mas relacionado al nivel de materia orgánica del suelo y a la tasa de 

mineralización de la misma (Peterson et al., 2006). En nuestro ensayo,  la aplicación 

de fertilizante al cultivo de cebada no produjo un incremento del flujo de N2O 

(artículo XI). Esto se debió probablemente a la alta eficiencia de uso del fertilizante 

aplicado fraccionado en los estadios de la planta de activo crecimiento, y que por lo 

tanto no dejaban N en el suelo susceptible de perderse. 
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Figura 5.2. Campanas en las que se tomaron las muestras gaseosas para determinar el 
flujo de N2O por cromatografía de gases (artículo XI) a) pradera, b) campo natural, 
c) laboreo continuo y d) siembra directa.  

  Las prácticas de manejo del suelo a través de su efecto sobre la materia orgánica del 

suelo (MOS), humedad, porosidad y temperatura, pueden influir indirectamente en la 

formación y liberación de N2O por el suelo. Se ha comunicado que hay mayores 

pérdidas de gases con N (N2O + N2) en trigo sin laboreo que bajo laboreo 

convencional (Jacinthe y Dick, 1997) y se atribuyó estos resultados a la mayor 

densidad aparente y contenido de agua de los suelos no laboreados. Estos autores 

observaron sin embargo, que durante el barbecho las pérdidas gaseosas eran 7 veces 

mayores en los suelos laboreados que en los no laboreados. También encontraron 

para distintos cultivos que las emisiones de N2O eran mayores en la entrefila que en 

la fila. Heincke y Kaupenjohann (1999) citan que en suelos compactados por 

tractores, las concentraciones de N2O en el aire del suelo fueron significativamente 

mayores que en los controles. De todas maneras, el tipo de laboreo no tiene un efecto 

único, ya que las interacciones complejas que gobiernan los procesos de 
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concentración de N2O en suelos pueden afectar en diferentes direcciones. Por un 

lado, la arada puede aumentar la permeabilidad del suelo, lo que disminuye la 

concentración de N2O y por otro lado la MO enterrada con la arada puede aumentar 

la producción de N2O, pues posiciona la capa de suelo más rica en materia orgánica 

en una zona más anaeróbica. 

  En nuestro ensayo se evaluaron durante un año las emisiones procedentes de 

laboreo convencional y siembra directa, cada uno a su vez bajo dos secuencias de 

cultivos (cultivos agrícolas continuos o cultivos en rotaciones con pasturas), no  se 

observaron diferencias de flujo de N2O consistententes (artículo XI). Estudios con 

distintos laboreos realizados en el Sur de Brasil obtuvieron resultados similares 

(Jantalia et al., 2008). Estos resultados no son inesperados, ya que como sostienen 

Venterea et al. (2005) no pueden generalizarse las ventajas o desventajas de la 

reducción del laboreo para mitigar las emisiones de GEI, ya que las mismas 

dependerían de la región, del agroecosistema particular y de otros factores como los 

momentos de aplicación del fertilizante. 

  De acuerdo a lo esperado, en este ensayo nacional las emisiones de N2O 

procedentes de cultivos o pasturas fueron significativamente mayores que las 

provenientes de suelo bajo campo natural, mezcla de pastos C3 y C4 (Fig 3.2). Por 

otra parte, las magnitudes emitidas por estos sistemas se correspondieron 

razonablemente bien con las estimaciones del IPCC (artículo XI).  

 

5.2.2. Emisiones de GEI en el cultivo de arroz 

En su revisión de datos de diferentes partes del mundo, Linquist et al. (2012) 

concluyeron que entre los cereales, el potencial de calentamiento global (PCG) es 

significativamente mayor para el arroz que para trigo o maíz. En este cultivo, el CH4 

es el principal GEI producido y emitido (Hadi et al., 2010) y está controlado por el 

agua, el fertilizante y el manejo de los restos orgánicos (Linquist et al., 2012, Yan et 

al., 2005). El CH4 se produce en el suelo inundado a partir de la degradación 

anaerobia de la materia orgánica por la flora metanogénica. La exudación de 

compuestos orgánicos desde la planta y la descomposición de las raíces forman una 
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parte importante de los sustratos utilizados por la microflora para generar este gas 

(Van Bodegom et al., 2001). Por otra parte, los sistemas arroceros emiten N2O, y en 

general hay una relación inversa entre las emisiones de CH4 y las de N2O (Hou et al., 

2000). También el cultivo de arroz es diferente a otros, puesto que en este cultivo la 

mayoría de los GEI se emiten a través de la planta más que desde el suelo (Yu et al., 

1997). En los cultivos anegados, el intercambio de gases entre el aire y las partes 

sumergidas se realiza a través del aerénquima, un tejido especializado que permite 

tanto la entrada como el escape de gases, y sería la principal vía de emisión de CH4 

(Le Mer y Roger, 2001). El oxígeno que llega a las raíces difunde por éstas hacia el 

suelo, generando un microambiente que permite el desarrollo de una flora aerobia. 

En esta interfase óxica-anóxica, están presentes tanto el CH4 producido en las zonas 

anaerobias como el oxígeno que necesitan las bacterias metanótrofas para 

metabolizar el CH4 a CO2 (Watanabe et al., 1997). La emisión de CH4 por el cultivo 

de arroz es por tanto el resultado del balance entre la producción por las bacterias 

metanogénicas y la oxidación por las bacterias metanótrofas (Macalady et al., 2002). 

  Entre los factores que afectan las emisiones de CH4 en el arroz se encuentran la 

variedad de arroz y las medidas de manejo que modifican el potencial redox del 

suelo y su contenido de N (Towprayoon et al., 2005, Smith, 1999). Parece existir 

correlación positiva entre la biomasa radicular de la variedad de arroz y la emisión de 

CH4, pero no se ha encontrado correlación entre la masa de exudados radiculares y la 

emisión (Kerdchoechuen, 2005). 

  La relación entre el ciclo de N y el nivel de N mineral del suelo con el consumo de 

CH4 es compleja. Muchos estudios muestran reducciones en el consumo de CH4 

como consecuencia de la fertilización nitrogenada (Hütsch, 1998, Boeckx et al., 

1997, Willison et al., 1995, King, 1994). En cambio, otros trabajos proponen que la 

fertilización nitrogenada puede incrementar el consumo de CH4, ya que a niveles 

bajos de N mineral en el suelo, el amonio puede ser usado como fuente de N por los 

metanótrofos (Bodelier et al., 2000, Castro et al., 1995). En la rizósfera la cantidad 

de N puede ser baja si la planta lo consume, por lo que la comunidad metanótrofa 

podría estar en condiciones limitantes de N para su crecimiento. Como consecuencia 
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del agregado de N, se estimularía el crecimiento y la actividad metanótrofa en mayor 

grado que inhibiría la enzima MMO (metano monooxigenasa) por el NO2
- o el uso de 

NH2OH como sustrato alternativo. Por otro lado, los fertilizantes nitrogenados en el 

cultivo de arroz podrían estimular el desarrollo de la planta, aumentando la 

exudación de compuestos orgánicos por sus raíces. Los exudados radicales a su vez 

provocarían el aumento de la actividad de las bacterias metanogénicas. Se ha 

sugerido también que la velocidad de recambio de N (mineralización y nitrificación) 

influyen sobre el consumo de CH4 más que el contenido de N mineral del suelo 

(Mosier et al., 1991), observándose una relación inversa entre la tasa de nitrificación 

y la oxidación de CH4 en suelos templados (Hütsch, 2001). Sin embargo, otros 

autores no han encontrado una relación entre el consumo de CH4 y la tasa de 

mineralización, cuando paralelamente existe un retiro continuo de amonio por el 

crecimiento activo de las plantas (Bowden et al., 2000). Estos autores afirman que si 

bien los incrementos transitorios de NH4
+ en el suelo provocados por la fertilización 

nitrogenada normalmente causan fuertes reducciones en el consumo de CH4, esto no 

implica que este consumo se reduzca en suelos con gran recambio de N. 

Contrariamente a la aplicación de NH4
+ el agregado de NO3

-  no inhibe la oxidación 

de CH4 (Hütsch, 2001), salvo a concentraciones tan altas que aumenten los efectos 

osmóticos (Bodelier y Laanbroek, 2004). Debido a lo intrincado de estas relaciones, 

el estudio de las bacterias metanótrofas así como el del papel que juega el nitrógeno 

mineral sobre estos microorganismos y sus procesos metabólicos debe profundizarse.  

  En las primeras medidas de emisión de GEI realizadas en Uruguay en el cultivo de 

arroz (artículos IX, X, XII y XIII) no se detectaron emisiones de N2O a partir de 15 

días de establecida la inundación, las mayores emisiones fueron en la etapa 

vegetativa del cultivo cuando el suelo está seco pero relacionadas a los baños o 

inundación. El principal GEI emitido fue el CH4 y su patrón fue contrario al de N2O 

con la mayor tasa correspondiendo con la etapa reproductiva del cultivo. Diferentes 

autores (Neue, 1997, Schütz et al., 1989) han comunicado que alrededor de un 90% 

del CH4 producido durante todo el ciclo del cultivo se emite en la floración, etapa de 

máximo incremento de la biomasa. El arroz sembrado sobre una cobertura de raigrás 
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y fertilizado con nitrógeno emitió más del doble de CH4 que el sembrado sobre suelo 

desnudo (artículo XII). Los diferentes agregados orgánicos estimulan el flujo de 

CH4 al aumentar el suministro de C para los metanógenos (Wassmann et al., 2000, 

Yagi et al., 1996), especialmente en el caso del raigrás que presenta alta relación 

C/N.  

  En sistemas arroceros se recomienda drenar el campo alguna vez durante la estación 

de crecimiento para reducir la emisión de CH4 (Jain et al., 2013, Tyagi et al., 2010, 

Minamikawa y Sakai 2006). Pero el drenaje puede aumentar las emisiones de N2O 

(Hou et al., 2000) y por lo tanto no disminuir el PCG. Sin embargo, el PCG en la 

mayoría de los estudios es menor en arrozales drenados que en los inundados 

continuamente (Itoh et al., 2011). Tres años consecutivos de mediciones de las 

emisiones en un ensayo con riego controlado, donde se mantenía el suelo húmedo 

aunque sin inundar entre macollaje y primordio (RC), mostraron que el CH4 emitido 

se redujo sustancialmente, alrededor del 60% (artículo XIII). Esta reducción se 

debió a que el tratamiento con alternancia de humedad y secado del suelo (RC) 

presentó picos de flujo de CH4 significativamente menores, a la vez que un período 

de emisión más corto, que cuando se inundaba continuamente a partir de 30 días de 

emergido el arroz (IC30). El N2O tendió a aumentar en el tratamiento RC aunque las 

diferencias no fueron significativas y su flujo no se correlacionó con los momentos 

de aplicación de fertilizante nitrogenado. Como el CH4 representa más del 90% de 

los equivalentes CO2 totales, el PCG  disminuyó en un 50% con el tratamiento RC. 

El control del riego, en uno de los años estudiados, produjo disminución en el 

rendimiento en grano. Si bien aún considerando los equivalentes CO2 por kg de arroz 

producido el PCG se redujo en un 50% con el RC, esto se debió a una disminución 

importante en las emisiones de CH4 y no a aumentos en el rendimiento. A pesar de 

existir muchos estudios sobre la disminución del PCG del cultivo de arroz con 

drenaje intermitente o riego controlado, estos se han efectuado en sistemas que 

permanecen anaeróbicos durante todo el cultivo. Nuestros resultados en un sistema 

de cultivo donde la inundación se produce recién 30 días después de la emergencia 

del arroz confirman los obtenidos en otras condiciones. Además refuerzan la 
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importancia de conocer el efecto de las estrategias de mitigación de las emisiones 

sobre el rendimiento para que sean adoptadas por los productores. 

 

5.2.3. Inhibidores de la nitrificación 

La nitrificación es el principal proceso del ciclo del N que lleva directamente a 

pérdidas de este elemento (Subbarao et al. 2009). El empleo de inhibidores de la 

nitrificación se ha recomendado para disminuir el flujo de N2O, y para aumentar la 

capacidad de retención de N por el suelo se ha propuesto agregarlo a los fertilizantes. 

Estos compuestos enlentecen la oxidación de NH4
+ a NO2

- por un cierto período y 

entre los inhibidores químicos se encuentran la diacindiamida y la nitrapirina 

(Subbarao et al., 2006, Weiske et al., 2001). En los artículos IX y X se empleó un 

fertilizante comercial que contenía 3,4-dimetilpirazol fosfato (DMPP) como 

inhibidor de la nitrificación que había sido reportado como mejorador del 

rendimiento de varios cultivos, entre ellos el arroz (Pasda et al., 2001). Si bien las 

concentraciones de NO3
- en el suelo fueron menores en el tratamiento con fertilizante 

que contenía DMPP, entre las 3-4 semanas de su aplicación, lapso en el que se 

observaron los mayores picos de N2O, no hubo diferencias entre tratamientos en los 

flujos de N2O totales y éstos no pudieron correlacionarse con el contenido de NO3
- 

del suelo (X). Algunos estudios muestran que el efecto inhibidor debería prolongarse 

por 6-8 semanas después de aplicado el fertilizante para ser efectivo en la reducción 

del N2O emitido (Thorman et al., 2007).  

  Para estimar el aporte de la nitrificación y la desnitrificación a las emisiones de 

N2O, se emplearon diferentes concentraciones de acetileno para inhibir la 

nitrificación y el pasaje de N2O a N2 por desnitrificación (Merino et al. 2001). Se 

observó que la nitrificación contribuyó en menor medida a la emisión de N2O en el 

tratamiento con fertilizante con DMPP que en el fertilizado con urea. Este ensayo se 

realizó en invernáculo y durante el período de suelo no inundado el mismo se 

mantuvo a 60% de capacidad de campo. En macollaje y con el cultivo ya inundado la 

desnitrificación también fue menor para ese tratamiento (artículo IX). Cuando se 

estudió el potencial nitrificante y desnitrificante del suelo proveniente de un ensayo 
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de campo, sólo se observaron diferencias en cuanto al potencial nitrificante entre los 

tratamientos con fertilizante con DMPP y el tratamiento con urea, presentando el 

primero mayor actividad (artículo X). Estos resultados contradictorios pueden ser 

consecuencia de las condiciones de humedad del suelo, teniendo en cuenta además 

que no se está considerando la nitrificación heterótrofa. Por otra parte se estudió la 

diversidad de la población nitrificante en suelo antes de inundar por T-RFLP, 

encontrándose picos correspondientes a Nitrosomonas y Nitrosospira (artículo IX). 

Cuando se realizó ese trabajo se desconocía la presencia de arqueas oxidadoras de 

amonio (AOA). Actualmente se está realizando en nuestro laboratorio un estudio de 

abundancia y diversidad de poblaciones de AOB y AOA en suelos cultivados con 

arroz bajo distintos tratamientos y a lo largo del ciclo de cultivo (Azzíz et al., 2013).  

  La capacidad de ciertas especies vegetales de liberar por sus raíces moléculas 

orgánicas que inhiben específicamente la función de las bacterias nitrificantes en el 

suelo se conoce como “inhibición biológica de la nitrificación” (BNI, del inglés) 

(Subbarao et al., 2009). Para detectar una potencial inhibición de la nitrificación en 

exudados radicales se usa un ensayo de bioluminescencia con una cepa de 

Nitrosomonas europaea recombinante (Subbarao et al., 2006, Iizumi et al., 1998). 

Esta cepa recombinante lleva los genes luxAB y produce un patrón caracteristico de 

luminescencia que se correlaciona con la producción de nitrito (Subbarao et al., 

2006). Mediante este ensayo se demostró gran capacidad BNI en Brachiaria spp pero 

con diferencias interespecíficas (Subbarao et al., 2007). Entre los cereales evaluados 

en ese experimento sólo el sorgo mostró capacidad BNI importante, aunque en arroz,  

Pariasca Tanaka et al. (2010) encontaron gran variabilidad entre las distintas 

variedades evaluadas. En un ensayo realizado en nuestro laboratorio comparando un 

cultivar de arroz de origen japónica con otro de origen índica se encontró en ambos 

capacidad BNI aunque baja (Illarze et al., 2013). 

  Recientemente, entre las prácticas recomendadas para mitigar las emisiones de N2O 

Ussiri y Lal (2013) proponen como la más importante mejorar la eficiencia de uso 

del fertilizante nitrogenado, mediante predicciones más ajustadas del N requerido, su 
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ubicación en el suelo y momento adecuado de aplicación, atendiendo a sincronizar 

las aplicaciones con las demandas de la planta a lo largo del ciclo del cultivo. 
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6. DISCUSIÓN GENERAL, CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Un uso sostenible del N en los agrosistemas pasa por aumentar el ingreso de este 

elemento y evitar sus pérdidas. En ese sentido, los trabajos incluidos en esta tesis 

constituyen una  contribución a la explotación de la FBN y el mejoramiento de la 

eficiencia de uso del fertilizante, que permitirían manejar a los microorganismos del 

suelo a los efectos de maximizar la productividad y minimizar los impactos 

ambientales. 

 

6.1. FIJACIÓN BIOLÓGICA EN LA SIMBIOSIS RIZOBIO-LOTUS 

 

Las pasturas permanentes en Uruguay son en su mayoría mezclas de leguminosas y 

gramíneas, en las que la especie leguminosa mas relevante es L. corniculatus. Los 

distintos Lotus establecen simbiosis con rizobios específicos. Si bien Uruguay tiene 

una larga historia de inoculación de leguminosas con rizobios, hay una demanda de 

parte de los productores de inoculantes con comportamientos en el campo mas 

consistentes. 

  Las metodologías usadas para la identificación de cepas de rizobio previo al 

desarrollo de técnicas moleculares presentan diferentes limitaciones. En base a ellas, 

pero también con la secuenciación del gen 16S rRNA, pudieron identificarse los 

tipos distintos de rizobios que nodulan L. subbiflorus y L. corniculatus. Los 

bradirizobios presentaron los genes de todas las reductasas responsables de la 

desnitrificación y capacidad desnitrificante, si bien solo en B. japonicum y A. 

caulinodans se ha demostrado capacidad de reducir NO3
- simultáneamente a NH4

+
 y 

a N2  creciendo en ausencia de oxigeno con NO3
-  (Delgado et al., 2007). Nuestro 

trabajo fue el primero en estudiar la presencia de estos genes en rizobios que nodulan 

Lotus.  

  Debido a la expansión del área agrícola en Uruguay, las pasturas están siendo 

relegadas a áreas marginales (Ayala et al., 2007). En estos suelos de menor fertilidad 

y después de un período de sequía prolongada en el norte del país, se exploró la 
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variación genotípica y fenotípica de los rizobios que nodulaban L. corniculatus. Se 

obtuvo información taxonómica y fisiológica detallada de las poblaciones de rizobios 

nativas en dos zonas distintas del país. Por primera vez se caracterizó a nivel 

molecular la cepa usada como inoculante comercial en Uruguay para esta especie de 

Lotus. Como  la simbiosis se considera más sensible a los estreses ambientales que 

sus componentes individuales (Werner, 1992) se esperaba que la población de 

rizobios se viera afectada,  De esta colección de rizobios de 2 regiones del país que 

tenían diferencias en el agua disponible en el suelo e historia de inoculación, podrán 

seleccionarse mejores inoculantes (Lindström et al., 2010) para responder a las 

restricciones ambientales de las nuevas áreas a que ha sido desplazada la ganadería y 

que compitan mejor por la ocupación de los nódulos con los rizobios del suelo.     

 

  Entre las conclusiones a las que hemos podido arribar se señala : 

La caracterización de rizobios nativos/naturalizados que nodulan eficientemente L. 

subbiflorus y L. pedunculatus permitió establecer que pertenecen al género 

Bradyrhizobium y no son eficientes en L. corniculatus y L. tenuis. Entre los 

aislamientos caracterizados se evaluó la cepa nativa que actualmente se usa como 

inoculante de L. subbiflorus. 

  Se logró evaluar la capacidad desnitrificante de rizobios y bradirizobios nativos que 

nodulan Lotus sp., comprobándose que sólo los bradirizobios son capaces de 

desnitrificar en condiciones microaeróbicas. Los bradirizobios presentan secuencias 

génicas homólogas a las que codifican las subunidades de las enzimas reductasas 

desnitrificantes en B. japonicum, mientras que los rizobios solo presentan homología 

con el gen nirK. 

  Se dispone de una colección de aislamientos de rizobios de nódulos de L. 

corniculatus provenientes de distintos lugares del país. Estos aislamientos presentan 

una alta diversidad que puede ser la base para la selección de inoculantes. Los 

aislamientos pueden distinguirse por sus perfiles ERIC, facilitando su identificación 

en ensayos de competencia, por ejemplo. 
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  La mayoría de los aislamientos de  L. corniculatus y el inoculante comercial 

(caracterizado genéticamente por primera vez) se agrupan según sus genes 

16SrRNA, atpD y regiones ITS con M. huakuii y no con la cepa tipo de M. loti. Sin 

embargo, estas cepas poseen genes simbióticos similares a  M. loti, lo que sugiere 

que la transferencia horizontal de genes sería importante entre los Mesorhizobium en 

las condiciones de los suelos de Uruguay. 

  El perfil ERIC del inoculante comercial para L. corniculatus que se usa desde hace 

40 años en Uruguay fue diferente al del resto de los aislamientos. Esto indica que 

sufrió rearreglos génicos posteriores a su liberación en el suelo, o bien que no es 

suficientemente competitivo respecto a los mesorizobios nativos, alguno de los 

cuales ha dominado la nodulación en años posteriores. Esto pone de manifiesto la 

necesidad de seguir estudiando la competitividad de los rizobios nativos y permite 

disponer de una herramienta adecuada para realizar esos estudios. 

 

    Para continuar con el estudio de la fijación de nitrógeno en forrajeras sería 

interesante conocer el comportamiento de los rizobios nativos en cuanto a su 

competencia por la nodulación en distintos suelos con o sin historia previa de 

inoculación. La  competencia por la nodulación de una cepa de rizobio frente a 

rizobios ineficientes presentes en el suelo, es una característica particularmente 

interesante de evaluar. Los resultados de los ensayos de competencia son importantes 

para considerar que rizobios usar como inoculantes y tendrían un impacto directo en 

el sector productivo. Este tema es de particular interés en tréboles, donde rizobios 

ineficientes podrían ocupar rápidamente los nódulos. 

  Por otro lado, la senescencia y descomposición de los nódulos en el suelo, asociada 

a la presencia de genes desnitrificantes en los rizobios, es un campo de investigación 

interesante, desde el que se podría hacer aportes importantes a la comprensión del 

ciclo de N en praderas. 
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6.2. FIJACIÓN BIOLÓGICA POR CIANOBACTERIAS EN ARROZ 

 

El cultivo de arroz en condiciones de inundación constituye un ambiente favorable 

para el crecimiento de cianobacterias (Roger, 995). Se conocía desde hace muchos 

años la contribución de cianobacterias a la fertilidad de arrozales tropicales 

(Watanabe, 1986). Sin embargo, en Uruguay donde el arroz es un importante 

producto de exportación, el aporte de la FBN en arrozales no había sido estudiado. 

Con los trabajos presentados en esta tesis se constató en principio que las 

cianobacterias sobrevivían en secano y su población cultivable era diversa. La 

densidad poblacional era menor a la reportada en otras partes con métodos similares 

(Fernández Valiente et al., 2000). La estimación de la FBN, con todos los 

inconvenientes de la reducción de acetileno in situ (Roger y Ladha, 1992), resultó en 

niveles bajos de aporte al cultivo que no eran  afectados por la fertilización. Esta 

cantidad de N2 fijada está subestimada porque fue medida entre filas y donde no 

había afloramientos, ya que estos eran esporádicos. Se evaluaron algunos factores 

que podían afectar la fijación o incluso la sobrevivencia de las cianobacterias, como 

el agregado de una fuente d N mineral y dos herbicidas que se usan en arrozales. Se 

dedujo entonces que la bioaumentación con cianobacterias aisladas del arrozal 

mediante inoculación podía disminuir el tiempo necesario para colonizar el suelo 

eficientemente. Para eso se usaron algunos aislamientos nativos de la colección 

obtenida del campo y se fabricó un inoculante experimental. Para ver cuál era el 

aporte de la inoculación a la nutrición nitrogenada del arroz se usó fertilizante 

enriquecido en 15N. No se pudo detectar ninguna diferencia en el N derivado del 

fertilizante en la planta respecto al tratamiento no inoculado y la inoculación 

tampoco aumentó la densidad poblacional de las cianobacterias hasta el final del 

ciclo. En un intento de estudiar qué factores podían estar afectando la sobrevivencia 

y desarrollo de las cianobacterias, se estudió a nivel metabólico como afectaba a 

alguno  de los aislamientos la luz UV-B  que puede alcanzar en verano el suelo en 

estas latitudes. La respuesta de distintos aislamientos difirió indicando que puede 

seleccionarse alguno con mejores respuestas a los estreses que tendrá que soportar en 
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el campo.  Además del aporte de nitrógeno se han reportado otros beneficios de el 

uso de biofertilizantes en base a cianobacterias, que incluyen mejora en la estructura 

del suelo, movilización de fosfatos, liberación de O2, entre otros (Altieri, 2002). Por 

esas razones, sigue siendo relevante estudiar los factores que afectan su crecimiento  

y considerarlas al pensar en cultivos orgánicos. 

 

Las conclusiones más importantes fueron: 

  La mayor parte (90%) de las cianobacterias con heterocistos aisladas de un suelo de 

arrozal en Uruguay pertenece a los géneros Nostoc y Anabaena. Afloramientos 

esporádicos de Gloeotrichia sp. se observaron por lo menos después de 2 meses de 

inundado el cultivo.  

  El recuento de cianobacterias con heterocistos, del orden de 103, fue menor que el 

reportado para arrozales tropicales y disminuyó con la fertilización nitrogenada.  

  La mayor actividad nitrogenasa in situ se registró en la etapa de llenado de grano (al 

final del ciclo de cultivo) y no disminuyó con la fertilización. 

  El agregado de las dosis recomendadas de quinclorac y propanil, herbicidas usados 

en el cultivo de arroz, no disminuyó la actividad nitrogenasa, aunque dosis mayores 

de propanil podrían provocar la disminución de esa actividad.  

  La inoculación de arroz con cianobacterias con heterocistos del propio arrozal en el 

momento de inundación, no modificó la recuperación del N del fertilizante por la 

planta  ni el rendimiento del cultivo de arroz. 

  La eficiencia de uso del N por el arroz fue de 20% cuando todo el fertilizante se 

agregó a la siembra y se duplicó cuando se aplicó fraccionado, con la mayor 

absorción al macollaje. 

  La mineralización de las cianobacterias en un ensayo en invernáculo permitió 

detectar N fijado en la planta 25 días después de inoculadas, lo que da idea de la 

velocidad de este proceso. El aumento del N inorgánico en el suelo asociado a  la 

inoculación ocurrió después de las etapas más demandantes de N del cultivo. 

  El comportamiento de 2 cianobacterias aisladas de arrozales frente a la radiación 

UV-B fue diferente. El aislamiento de Calothrix mostró mayor sobrevivencia frente a 
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la exposición a UV-B y una síntesis constitutiva de aminoácidos de tipo micosporina 

que actuarían como fotoprotectores. Por otra parte,  la radiación UV-B produjo 

descenso de la actividad nitrogenasa en Anabaena pero no en Calothrix. El nivel de 

peroxidación lipídica que indica daño oxidativo solo aumentó en Anabaena. En el 

caso de Calothrix la actividad de la enzima antioxidante superóxido dismutasa 

aumentó con el tiempo de exposición a UV-B. Todos estos resultados identifican este 

aislamiento como mejor candidato para ser usado como biofertilizante respecto a la 

radiación UV-B 

  

  De acuerdo a estos primeros estudios de las cianobacterias con heterocistos en un 

arrozal uruguayo, se puede concluir que es necesario conocer los factores que están 

limitando su presencia y desarrollo, así como su aporte en la FBN. Con estos 

conocimientos se podría optimizar su manejo y aumentar el aporte de N que realizan 

al cultivo de arroz. A esos efectos, es importante disponer de una colección de 

cianobacterias con heterocistos identificadas. Por otra parte resulta muy interesante  

el empleo de cianobacterias con heterocistos que produzcan una cápsula de 

exopolisacáridos, ya que éstos son formadores de biofilms donde se adhieren y se 

nutren otros microorganismos promotores del crecimiento vegetal, constituyendo un 

verdadero consorcio microbiano. 

 
 
6.3. EMISIÓN DE N2O  
 
6.3.1. Rotaciones y laboreo 

La metodología del IPCC para elaborar los inventarios nacionales de N2O 

provenientes de la agricultura (IPCC, 2006) asumen un factor del 1% del N agregado 

al suelo. Este factor no tiene en cuenta el clima, manejo, suelos, tipos de cultivo. Por 

otra parte hay reportes contradictorios respecto al efecto de la siembra directa 

(Passianoto et al., 2003, Robertson et al., 2000), cada vez mas empleada en Uruguay. 

En nuestro caso no detectamos diferencias consistentes entre la emisión de N2O de la 

siembra directa respecto al laboreo convencional. 
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Como conclusiones: 

  Se obtuvieron los primeros datos locales de emisiones de N2O en un experimento de 

largo plazo en rotaciones y diferentes laboreos del suelo ubicado en Paysandú. El 

patrón de emisión de N2O se presentó irregular, si bien los mayores picos 

correspondieron a situaciones de alta temperatura y lluvia o después de una 

acumulación de nitrato en el suelo, aunque no se pudieron establecer correlaciones. 

  Las emisiones fueron mayores en períodos de primavera-verano y en los diferentes 

tratamientos, con o sin laboreo y rotaciones respecto a agricultura continua, en 

relación a las determinaciones en el campo natural. Los efectos de las rotaciones y el 

laboreo no fueron consistentes a lo largo del año. El agregado de fertilizante a los 

cultivos no aumentó la emisión de N2O probablemente debido a la alta eficiencia de 

su empleo por el cultivo. 

 

6.3.2. Cultivo de arroz  

El cultivo en Uruguay tiene características particulares, se planta en general con 

rotación con pasturas, emplea una cantidad baja de fertilizante nitrogenado del orden 

de 70 kg N ha-1 y tiene un rendimiento muy alto (Blanco et al., 2010). Se diseñaron 

unas cámaras estáticas que permitieran incluir la planta de arroz en las mediciones de 

gases (Lindau et al. 1991). 

  La emisión de N2O en estas condiciones se produce mayoritariamente en la fase en 

secano del cultivo pero asociada a los baños y hasta unas 3 semanas después de la 

inundación. La nitrificación es el principal proceso del ciclo del N que lleva 

directamente a pérdidas de este elemento (Subbarao et al. 2009). El empleo de 

inhibidores de la desnitrificación se ha recomendado para reducir la emisión de N2O 

(Pasda et al., 2001). En nuestro caso no pudimos detectar disminución de la emisión, 

probablemente debido a la gran variabilidad de la misma, que ha sido reportada 

(Zhao et al. 2011). La emisión de CH4, el principal GEI emitido por el arroz, 

comienza después de la inundación con la anaerobiosis y alcanza su pico en la etapa 

de floración. En esa etapa el aerénquima de la planta está desarrollado y los exudados 
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radicales son mayores aportando sustratos carbonados para las arqueas 

metanogénicas (Towprayoon et al. 2000).  

  La mayor parte del arroz en el mundo se planta en condiciones permanentamente 

anaeróbicas por eso existe muy poca información con respecto a las emisiones de 

GEI en sistemas como el uruguayo con 30 dias iniciales en aerobiosis. van 

Groenigen et al. (2010) propusieron evaluar las emisiones de GEI derivadas de la 

agricultura dividiendo las emisiones acumuladas durante el ciclo del cultivo por el 

rendimiento, de forma de tener un valor de la eficiencia agrícola. En un ensayo de 3 

años de evaluación de un sistema con déficit controlado de riego para mitigar las 

emisiones se redujo en un 45% el potencial de calentamiento global por kg de arroz 

producido, 

 

Principales conclusiones: 

  El empleo de un fertilizante con DMPP como inhibidor de la nitrificación condujo a 

una menor concentración de nitrato en el suelo y menor emisión de N2O hasta los 30 

días después de la siembra. Sin embargo, las emisiones de N2O acumuladas no 

fueron afectadas.  

  Se pudo determinar que después de la inundación y a la cosecha todo el N2O 

provino de la desnitrificación, mientras que tanto nitrificación como desnitrificación 

fueron fuentes de N2O cuando el cultivo no estaba inundado. 

  Entre los gases emitidos por el cultivo de arroz, el CH4 fue el principal GEI emitido, 

y su patrón de emisión tuvo un comportamiento opuesto al del N2O a lo largo del 

ciclo del cultivo. Las mayores emisiones de CH4 coincidieron con la etapa 

reproductiva del arroz, mientras que en el caso del N2O se produjeron en la fase 

vegetativa, de acuerdo al potencial redox del suelo y el aporte de los exudados 

radicales.  

Manejos del cultivo de arroz:   La siembra de arroz sobre una cobertura de raigrás  y 

fertilizado con nitrógeno se asoció a la emisión de más del doble de CH4 que en el 

caso de la siembra sobre suelo desnudo, confirmando la importancia de evaluar todo 

el sistema y no solo la etapa en que el suelo está ocupado por el arroz. 
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  El control del déficit de agua entre el macollaje y la aparición del primordio floral 

con respecto a la inundación a los 30 días de la emergencia del arroz, disminuyó  la 

emisión de CH4  sin aumentar la de N2O. Al considerar el rendimiento, el déficit 

controlado de agua reduce el potencial de calentamiento global por kg de arroz 

producido en un 45%. Sin embargo, el rendimiento disminuyó  en alguno de los años 

evaluados con el control del riego y esto debe tenerse en cuenta al recomendar un 

manejo del agua  diferente a los productores. 

 

Perspectivas: 

  A los efectos de mejorar la comprensión de la emisión de N2O asociada al cultivo 

de arroz, debe considerarse todo el sistema productivo y no solamente la etapa en que 

el suelo está ocupado por arroz. Para ese estudio, es necesario considerar las 

diferentes alternativas de intensificación de uso del suelo que manejan los 

productores que podrían llegar a una agricultura continua. Además, es preciso 

entender cómo los cambios en el tamaño o en la diversidad de la comunidad 

microbiana aumentan o reducen las emisiones de  N2O en respuesta a las condiciones 

ambientales o prácticas agrícolas. El conocimiento de su relación con los flujos de 

N2O resulta de suma importancia para comprender la velocidad y control de estos 

procesos y por lo tanto poder establecer prácticas de manejo para mitigar las 

emisiones. La producción de inhibidores de la nitrificación por las plantas, 

particularmente las del tipo C4, se presenta como una estrategia interesante para 

controlar el ciclo del N en el suelo y por lo tanto evitar algunas pérdidas.  
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Abstract 

Generation times, acid production, carbon utilization, immunological properties, plasmid content, protein profile 
and symbiotic properties of 15 isolates of rhizobia nodulating Lotus subbiflorus were studied. Based on specific 
growth rates, carbon source utilization and acid production, 13 out of the 15 isolates could be assigned to the 
slow-growing group of rhizobia (bradyrhizobia). Using antisera against whole cells of three isolates, we separated 
the 15 isolates into three serogroups. Only the slow-growing isolate Ls4 and the fast-growers Ls5 and Ls552 lacked 
cross-reactivity with any of the sera tested. Electrophoretic mobilities of whole cell protein from seven out of the 
eight isolates included in the serogroup represented by strain Ls31 were identical. Similarly, isolates Ls 1 B3 and Ls 
1B4, both in serogroup Ls 1B3, had the same pattern of cell proteins. In contrast, isolates Ls3 and Ls7, belonging to 
serogroup Ls7, differed in protein profile. Plant growth experiments carried out under bacteriologically controlled 
conditions revealed that all of the isolates effectively nodulated L. subbiflorus and L. pedunculatus, but were unable 
to form effective nodules on L. tenuis and L. corniculatus. All isolates showed similar effectiveness in symbiosis 
with L. subbiflorus, except isolate Ls7, which gave significantly higher plant dry weight. 

Abbreviations: ELISA - enzyme linked immuno-sorbent assay, kDa - kiloDalton, MM - mineral medium, PBS 
- phosphate-buffered saline, RE - relative efficiency, SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis, YEM - yeast extract mannitol. 

Introduction 

Within the Rhizobiaceae, bacteria capable of nodu- 
lating Lotus species include both fast-growing (Rhi- 
zobium loti) and slow-growing (Bradyrhizobium spp.) 
strains (Jarvis et al., 1982; Jordan, 1982, 1984). Strains 
of R, loti so far examined exhibit symbiotic promis- 
cuity as they establish N2-fixing associations not only 
with Lotus spp., but also with a variety of other legumes 
(Jordan et al., 1982; Pankhurst, 1977; Pankhurst et al., 
1979). 

Among Lotus spp. widely cultivated as pasture 
legume in Uruguay, L. subbiflorus is of special interest 

* FAX No: + 34 58 129600 

because of its ability to grow in soils of low water and 
nutrient availability and because its high quality and 
excellent persistence makes it a very promising vari- 
ety to improve the forage production of natural pastures 
(Asuaga, 1994). In contrast to L. corniculatus and L. 
tenuis, which form effective N2-fixing nodules when 
inoculated with fast-growing R. loti species, L. subbi- 
florus forms tumour-like structures that do not contain 
bacteroids (Monza et al., 1992a). It is therefore rather 
difficult to establish a pasture ofL. subbiflorus in a field 
with a long L. corniculatus history. Only the com- 
mercial, fast-growing strain NZP2037, which forms 
effective nodules on L. tenuis and L. pedunculatus 
(Pankhurst, 1977), has been shown to fix atmospher- 
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ic N2 in symbiosis with L. subbiflorus (Russell et al., 
1990). Currently, little is known about the native pop- 
ulation of L. subbiflorus rhizobia in Uruguayan soils. 
The present study reports on the generation time, acid 
production, carbon utilization, immunological prop- 
erties, plasmid content, protein profile and symbiotic 
properties of 15 indigenous rhizobia isolates nodulat- 
ing Lotus subbiflorus. 

Materials and methods 

Bacterial strains 

Rhizobium loti strain NZP2037 and Bradyrhizobium 
sp. (Lotus) strain NZP2309, used in this study as ref- 
erence strains for fast- and slow-growing rhizobia, 
respectively, were obtained from the Department of 
Scientific and Industrial Research, Palmerston South, 
New Zealand, and from the Department of Microbi- 
ology, University of New South Wales, Kensington, 
Australia, respectively. Isolates of L. subbiflorus were 
obtained after screening of eight representative soils 
located in different areas in Uruguay (Baraibar et al., 
1988). Isolates Ls l l ,  Ls22, Ls31, Ls42, Ls71, Ls81, 
Ls82 and Ls552 were from the locality of Florida, and 
isolates Ls3, Ls4, Ls5, Ls7, LsS3, LslB3 and LslB4 
from the locality of Durazno. Rhizobial isolates able to 
nodulate L. subbiflorus were not found in the remain- 
ing soil sites. Isolation procedures and characteristics 
of the soils have been described previously (Baraibar 
et al., 1988). Bacteria were maintained asymbiotical- 
ly on yeast-extract mannitol (YEM) medium (Vincent, 
1970). 

Plant material and growth conditions 

Seeds of Lotus subbiflorus var. Rinc6n, L. cornicu- 
latus, L. tenuis and L. pedunculatus were surface- 
sterilized, germinated and planted in autoclaved 
Leonard jar assemblies filled with vermiculite as pre- 
viously indicated (Monza et al., 1992b), Plants were 
inoculated at sowing with 1 mL of a single commercial 
strain or isolate (approximately 108 cells mL -1) and 
provided with sterile N-free nutrient solution (Rigaud 
and Puppo, 1975). Plants (6 plants per jar) were grown 
under greenhouse conditions. A 16/8 h light/dark pho- 
toperiod and 25/18°C were used. Supplementary light 
was provided by Sylvania incandescent and cool-white 
lamps (500 #mol m -2 s -1 , 400-700 rim, at the plant 
tops). 

Generation times and acid production 

Doubling times were calculated from the exponential 
growth phase of cultures grown in YEM broth accord- 
ing to Marffnez de Drets et al. (1974). Optical density 
(A = 620 nm) readings were made every 2 h. Native 
isolates and reference strains were examined for acid or 
alkaline production after growth for 2 d (fast-growing 
isolates) or 6 d (slow-growing isolates) as indicated 
earlier (Monza et al., 1992b). 

Carbon source utilization 

The utilization of monosaccharides (D-glucose, D- 
galactose, and D-xylose), polyols (glycerol and man- 
nitol), disaccharides (lactose, raphinose, sucrose, mal- 
tose, cellobiose, and melibiose), carboxylic acids (suc- 
cinate, piruvate, and fumarate) and aromatic com- 
pounds (phenolic acid, salicilic acid, ferulic acid and 
cumaric acid) was determined as described by Arias et 
al. (1979). 

For determination of carbon source utilization, 
cells were cultured in liquid YEM medium, collect- 
ed by centrifugation at 8000 g for 10 min at 4°C, 
washed twice with 20 mM sodium phosphate buffer, 
pH 7, containing 150 mM NaCI and 3 mM KC1 (PBS 
buffer), and finally resuspended in the mineral medium 
(MM) described by Vincent (1970). Aliquots contain- 
ing approximately 108 cells were used to inoculate 5 
mL of liquid MM medium containing 5 mM KNO3 
and the appropriate carbon source at a final concentra- 
tion of 10% (w/v). When aromatic compounds were 
used as carbon sources, stock solutions were prepared 
in ethanol and added to the MM medium at a final 
concentration of 20 mM. 

Antisera production and adsorption 

Antisera production and adsorption were carried out 
essentially as described by Monza et al. (1992b). 
Whole cells of isolates Ls31, Ls7 and Ls 1 B3 were used 
to elicit antibodies, separately. Bacteria were grown in 
liquid YEM, harvested by centrifugation and washed 
five times in PBS. A bacterial suspension (103 cells 
mL - l )  was emulsified with Freund's incomplete adju- 
vant (1:1), and then 1 mL was injected subcutaneously 
into five places on the rabbit's back. Rabbits were sub- 
cutaneously boosted 6 weeks later with 0.5 mL of the 
same bacterial suspension. Bleedings were carried out 
1 week later. Undiluted antisera (0.8 mL) were treated 
with 0.2 mL of a concentrated suspension of the cor- 



responding adsorbing cells (1011 cells mL -1) in PBS 
containing 0.05% NaN3 overnight at 4°C. Cells were 
then sedimented by centrifugation (twice at 12000 g x 
15 min) and the clear supernatant was tested by ELISA 
against the adsorbing and remaining strains or isolates. 

ELISA 

All strains and isolates were tested by the indirect 
ELISA method (Wright, 1986) using antisera raised 
against isolates Ls31, Ls7 and LslB3. The appropriate 
antigen suspended in PBS (107 cells mL -1) was used 
for plate coating. Goat antirabbit-IgG conjugated with 
alkaline phosphatase and the substrate p-nitrophenyl 
phosphate were used. Optical densities (A = 405 nm) 
were read with a Titertek multiscan reader after 30 
min at room temperature, using substrate solution as a 
blank. Appropriately diluted rabbit nonimmune serum 
served as the negative control. 

SDS-PAGE of whole cell proteins 

Protein profile of each isolate was assayed by sodi- 
um dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore- 
sis (SDS-PAGE). Bacteria were grown in liquid YEM 
medium, collected by centrifugation and washed twice 
with 10 mM Tris-HC1 buffer, pH 7.0. Samples con- 
taining 10-20 mg protein mL -1 were prepared as 
described by Wright et al. (1986). For SDS-PAGE, 
the discontinous buffer system of Laemmli (1970) was 
used. The stacking gel was 5% (w/v) acrylamide and 
the resolving SDS-containing gel was 10% (w/v) acry- 
lamide. 

Plasmid content 

Plasmid content of the isolates was analyzed by a mod- 
ification (Rosemberg et al., 1981) of the Eckhardt pro- 
cedure (1978) in which 0.7% agarose vertical gels were 
used. R. loti NZP2037 carrying a 240 MDa plasmid 
(Pankhurst et al., 1983) and R. meliloti GR4 contain- 
ing three plasmids of 114 MDa, 140 MDa and > 1000 
MDa (Tort and Olivares, 1986) were used as reference 
strains. 

Hybridization experiments 

Physical verification of hup genes in each isolate was 
carried out by DNA hybridization analysis (Sambrook 
et al., 1989). Isolation of total DNA from bacteria 
was performed essentially as described by Corbin et 
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al. (1982). After isolation, genomic DNA was enzy- 
matically digested to completion with EcoRI. The 
probe used was the internal SalI fragment contain- 
ing hup structural genes of R. leguminosarum bv. 
viceae UPM791 (Leyva et al., 1987). Hybridization 
was performed with a non-radioactive detection kit 
(Boehringer, Mannheim, Germany), and the chemilu- 
minescence method was used to detect hybridization 
bands. 

Physiological assays and symbiotic effectiveness 

Nitrogenase activities were measured on detached root 
systems excised at the cotyledonary node of 45-day- 
old L. subbiflorus plants. Hydrogen evolution in air 
and C2H2-dependent C2H4 production (C2H2 reduc- 
tion) were assayed sequentially within 35 min after 
shoot excision, when C2H2 reduction activities were 
linear. A gas chromatograph equipped with a thermis- 
tor detector was operated with a Molecular Sieve 5A 
(80-100 mesh) column (0.5 x 185 cm) to measure H2. 
Oven temperature was 90°C, and Ar flowing at 80 mL 
min -1 served as the carrier gas. Ethylene was mea- 
sured on the same gas chromatograph equipped with a 
flame ionization detector. A Porapak Q (60-80 mesh) 
column (0.5 x 90 cm), oven temperature 50°C, and 
N2 as carrier gas at 60 mL min -1 were used. Root 
systems were incubated for 10 min in 100-mL bottles 
before measuring H2. The bottles were then opened to 
air for 30 s before sealing with serum caps. Ten mL of 
the internal atmosphere were removed from each bottle 
and replaced with 10 mL of C2H2 in air. Bottles were 
sampled for C2H4 after 10 and 20 min. Relative effi- 
ciency (RE) of nitrogenase was calculated according to 
the equation RE = 1-hydrogen evolved in air/acetylene 
reduced (Schubert and Evans, 1976). Plant dry weight 
was determined on plants that had been heated at 80°C 
for 48 h. 

Results and discussion 

Generation times and acid production 

Although previous work established that fast-growing 
R. loti strains can nodulate L. subbiflorus plants (Rus- 
sell et al., 1990), our results show that most (87%) 
native rhizobia isolates nodulating L. subbiflorus were 
slow-growers. Out of the 15 isolates tested, only two of 
them, Ls5 and Ls552, showed generation times (3-3.5 
h) similar to that of the fast-growing R. loti NZP2037 
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Table 1. Physiological and immunological characteristics of native isolates 
and commercial inoculant R. loti strains nodulating L. subbiflorus 

Strain Generation Antiserum b 
or isolate time (h) a Ls31 Ls7 LslB3 

NZP2037 5.0 -I- 0.9 0.02 4- 0.01 0.0 0.0 

NZP2309 13.5 4- 0.4 0.13 + 0.03 0.0 0.0 

Ls31 11.5 4- 1.0 0.72 4- 0.15 0.0 0.0 

Ls4 12.0 4- 0.8 0.09 4- 0.03 0.0 0.0 

Lsl  1 12.2 4- 0.4 0.65 -t- 0.08 0.0 0.0 

Ls22 11.2 4- 1.1 0.78 4- 0.15 0.0 0.0 

Ls42 12.4 4- 0.5 0.87 4- 0.09 0.0 0.0 

Ls71 12.0 4- 1.1 0.80 4- 0.05 0.0 0.0 

Ls8I 12.1 4- 0.2 0.65 4- 0.15 0.0 0.0 

Ls82 9.3 -t- 1.0 0.77 4- 0.03 0.0 0.0 

LsS3 13.0 4- 0.8 0.53 4- 0.04 0.0 0.0 

Ls7 10.1 4- 1.0 0.09 4- 0.06 0.87 4- 0.02 0.0 

Ls3 8.2 4- 1.0 0.10 4- 0.01 0.74 4- 0.02 0.0 

LslB3 13.3 4- 1.2 0.0 0.0 0.74 4- 0.03 

LslB4 11.04- 1.1 0.0 0.0 0.81 4-0.02 

Ls5 3.0-1-0.9 0.104-0.08 0.0 0.0 
Ls552 3.4 4- 0.8 0.0 0.0 0.0 

aValues are means of four cultures 4- S.D. 
bELISA test was performed with bacterial cells as antigens and the indicated 
isolates as primary antibodies. Values (OD45o nm) are means of four wells 
following substraction of the negative control reading 4- S.D. 

(5 h) used as a reference strain (Table 1). The remain- 
ing 13 isolates, on the contrary, exhibited growth rates 
ranging from 8.2 to 13.3 h, which are close to that of 
the slow-growing reference strain NZP2309 (13.5 h) 
(Table .1). 

Only the strain NZP2037 and the isolates Ls5 and 
Ls552 produced an acid reaction in YEM medium. 
This is consistent with previous results that indicate 
that fast-growing R. loti strains are able to acidify 
the growth medium (Monza et al., 1992b). All other 
isolates, as well as the slow-growing reference strain 
NZP2309 did not produce any significant changes in 
pH (data not shown). 

Immunological cross-reactivity of strains and isolates 

Eight out of the thirteen slow-growing isolates showed 
cross-reactivity with the antiserum raised against iso- 
late Ls31 (Table 1). This indicates that they are closely 
related antigenically and, therefore, could be classi- 
fied as belonging to the same serogroup. Among the 
remaining slow-growing isolates, on one hand, two of 
them, Ls3 and Ls7 and, on the other hand, isolates 
LslB3 and LslB4, can be grouped together according 

to their cross-reactivity with Ls7 and Ls 1 B3 antiserum, 
respectively (Table 1). As indicated by the ELISA test, 
the slow-growing isolate Ls4 and the fast-growing Ls5 
and Ls552, as well as the reference strains NZP2037 
and NZP2309, did not share detectable antigenic deter- 
minants against the three antisera used (Table 1). 

Carbon source utilization 

No differences in the utilization of monosaccharides 
were observed among isolates (Table 2). All of them 
grew well with either D-glucose, D-galactose or D- 
xylose as the only C source. Similarly, all rhizobial 
cells tested were able to grow on mineral medium with 
either glycerol or mannitol (Table 2). Although it has 
been shown that fast- and slow-growing species of the 
Rhizobiaceae can use a variety of disaccharides (Stow- 
er, 1985), none of the L. subbiflorus isolates grew on 
lactose, raphinose or sucrose as the only C source. All 
of them, nevertheless, utilized maltose to support their 
growth. A clear-cut difference was observed in rela- 
tion tO the utilization of cellobiose and melibiose as 
the fast-growing isolates Ls5 and Ls552 utilized those 
compounds, whereas the slow-growing isolates did not 
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Carbon Strain or isolate 
source NZP2037 NZP2309 Ls31 Ls4 Lsll Ls22 Ls42 Ls71 Ls81 Ls82 LsS3 Ls7 Ls3 LslB3 LslB4 Ls5 Ls552 

Monosaccharides 

G l u c o s e  + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Galactose + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Xylose + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Polyols 
Glycerol + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Mannitol + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Disaccharides 
Maltose + 
Lactose + 
Raphinose + 
Sucrose + 
Cellobiose + 
Melibiose + 

+ + + + + + + + + + + + + + + + 

Carboxylic acids 
Succinate + 
Citrate 
Piruvate 
Fumarate 

+ + + + + + + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + + + + + + 

Aromatic compounds (acid forms, except for phenol) 
Salicilic 
Phenol 
Ferulic + + + + + 
Cumafic + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + + + + + + + + 

+ + 

+ + 

+ -I- 

+ + 

(Table 2). Since disaccharide utilization has been used 

as a criterion to distinguish between Rhizobium and 
Bradyrhizobium strains (Jordan, 1984; Martinez de 

Drets et al., 1974), and given the growth rate data pre- 
sented in Table 1, isolates Ls5 and LS552 could be ten- 

tatively ascribed to Rhizobizium species, whereas the 

remaining isolates could be considered as Bradyrhizo- 
bium species. 

Among carboxylic acids, succinate allowed growth 
of both slow- and fast-growing isolates, whereas pyru- 
vate and fumarate did not serve as C source for any of 

them. Citrate supported growth of the slow-growing 
isolates, and was not used by the fast-growing isolates 
Ls5 and Ls552 (Table 2). Although utilization of phe- 
nol or salicilic acid was not achieved by any of the 
isolates, they all grew well with ferulic acid. It is inter- 
esting to note that the slow-growers utilized cumar- 
ic acid, which could not be metabolized by the fast- 

growers (Table 2). This is consistent with other reports 

that indicate that the ability to use aromatic compounds 

is widespread among slow-growing species of the Rhi- 

zobiaceae (Stower, 1985). 

Whole cell protein profiles 

Electrophoretic mobilities of whole cell proteins have 

been used not only to identify rhizobial strains (Fabi- 
ano and Arias, 1990; Roberts et al., 1980), but also to 
differentiate among isolates within the same serogroup 

(Broughton et al., 1987). One-dimensional SDS-PAGE 
revealed that seven out of the eight isolates included 
in serogroup represented by Ls31 showed a similar 
banding pattern (Fig. 1, lane A); only LsS3, within 

serogroup Ls31, had different protein profile to that of 

all other isolates in the serogroup (Fig. 1, lane B). Iso- 
lates Ls7 and Ls3 belonging to serogroup Ls7 differed 
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Figure 1. Whole cell proteins pattern (SDS-PAGE) of native isolates and commercial inoculant strains nodulating L subb$orus. Lanes A-H, 
isolates Ls31, LsS3, Ls7, LS3, LslB3, Ls5, Ls552, and Ls4, respectively; lane I, strain NZP2037, lane I, strain NZP2309. Numbers indicate in 
kDa the molecular masses of standard proteins: 207, myosin; I .39, ,&galactosidase; 84, bovine serum albumin; 42, carbonic anhidrase; 17.9, 
lysozyme; 8.6, aprotinin. 

in protein profile (Fig. 1, lanes C and D, respectively), 
which also were clearly distinguishable from that of 
Ls31 and LsS3. In contrast to serogroup Ls7, isolates 
LslB3 and LslB4, both within serogroup LslB3, had 
an identical pattern of whole cell proteins (Fig. 1, lane 
E) which was clearly different from those of isolates in 
serogroups Ls31 and Ls7. The protein profiles of the 
fast-growing isolates Ls5 (Fig. 1, lane F) and Ls552 
(Fig. 1, lane G), and that of the slow-growing Ls4 (Fig. 
1, lane H) were different from one another as well as 
from those of isolates included in each serogroup. No 
similarities were found between electrophoretic mobil- 
ities of proteins from L. subbijorus isolates and those 
of the proteins obtained from the commercial strains 
NZP2037 and NZP2309 (Fig. 1, lanes I and J, respec- 
tively). Results on both immunochemical assays and 
electrophoretic cell protein profiles indicate that only 
8 out of the 13 slow-growing isolates could be consid- 
ered as different strains of rhizobia. It is clear, however, 
that fast- and slow-growing isolates possess a different 
genetic background. These results contrast with those 
previously published (Monza et al., 1992b), that indi- 
cate that electrophoretic mobilities of cell proteins of 
each of the the 15 fast-growing isolates from root nod- 
ules of L. comiculatus were unique, suggesting that 
they represent different strains of rhizobia. 

Plasmid content 

Using the Eckhardt agarose gel procedure, no plasmid 
band could be seen in any of the isolates (Fig. 2, lane 
C). Simultaneous electrophoresis of R. melifoti GR4 
(Fig. 2, lane A) and R. foti NZP2037 (Fig. 2, lane 
B), containing plasmids of known molecular weight, 
allowed visualization of the corresponding plasmid 
bands as previously described (Pankhurst et al., 1983; 
Toro and Olivares, 1986). These results contrast with 
those that indicate that most R. loti isolated from nod- 
ules of L. comiculutus harbour at least one plasmid 
(Monza et al., 1992b). Thus, although plasmid profiles 
have been reported as a convenient characteristic for 
grouping R. meliloti strains (Hartmann and Amarger, 
1991), the absence of plasmids resolvable by elec- 
trophoresis did not allow the further identification of 
isolates from L. subbijZorus. The lack of plasmids in 
our isolates resembles that from other slow-growing 
rhizobia (bradyrhizobia), where the presence of plas- 
mids is less frequent (Masterson et al., 1982). 

Symbiotic effectiveness and physiological assays 

Besides nodulating L. subbijlorus, all isolates used in 
this study formed effective nodules on L. pedunculutus, 
but did not nodulate either L. comiculatus or L. tenuis. 
Similarly, plants of L. subbi$orus were also effective- 
ly nodulated by rhizobial bacteria isolated from root 
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Figure 2. Plasmid profiles of lysates from R. meliloti GR4 (lane A), R. loti NZP2037 (lane B), and from any of the isolates tested (lane C). 
Numbers indicate in MDa the molecular size of plasmid bands (Pankhurst et al., 1983; Toro and Olivares, 1986). 

7hble 3. Symbiotic properties of native isolates and commercial inoculant R. loti 
strains nodulating L subbiforus 

Strain C2H2 H2 Relative Plant dry 
or isolate reductiona productiona efficiencyb weight 

(pmol C2H4 or Ha h-’ g-’ nfw)c (mg) 

NZP2037 
NZP2309 
Ls31 
Ls4 
LSll 
Ls22 
Ls42 
Ls71 
Ls81 
Ls82 
LsS3 
Ls7 
Ls3 
LslB3 
LslB4 
LSS 
Ls552 

ND’ 
ND 
13.8 f 3.1 
IO.0 f 2.6 
10.6 f 1.6 
15.2 f 3.9 
12.0 f 3.6 
16.9 f 4.0 
9.9 f 0.9 
9.6 f 1.6 

11.3 f 2.5 
16.6 It 4.7 
9.2 f 0.6 
9.6 f 1.0 

15.4 f 1.9 
15.0 f 1.9 
10.2 5 2.8 

ND 
ND 
4.8 f 1.0 
3.2 f 0.2 
4.0 f 0.6 
5.2 f 0.9 
3.9 f 0.6 
4.4 f 1.4 
2.7 f 0.3 
3.6 f 0.9 
2.3 f 0.6 
3.0 f 0.3 
3.4 f 1.4 
3.4 f 0.6 
3.1 f 0.8 
4.1 f 1.2 
3.8 f 0.8 

ND 10.8 f 1.4 
ND 9.8 f 1.1 
0.65 12.0 f 2.1 
0.68 Il.2 f 0.5 
0.62 14.2 f 1.8 
0.66 10.3 f 2.0 
0.68 9.8 f 1.6 
0.74 ll.Of 1.7 
0.73 9.9 f 2.8 
0.63 11.7 f 3.5 
0.80 12.7 f 1.5 
0.82 16.0 f 2.8 
0.63 13.0 f 1.1 
0.65 10.5 f 3.1 
0.80 15.0 f 2.2 
0.73 10.4 f 0.9 
0.63 10.2 f 2.4 

‘Vahtes are means of five replicates f S.D. 
‘Relative efficiency was calculated as I - Hz I CaH4. 
‘nfw = nodule fresh weight. 
‘ND = not determined. 

nodules of L. pedunculufus. However, isolates from 
both L. teds and L. corniculatus formed ineffective 
pseudonodules of vivid red colour on L. subbiforus. 

This type of tumour-like structure, which contains no 
Rhizobium-infected plant cells, has been previously 
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Figure 3. Agarose gel electmphoresis of EcoRI-restricted total DNA 
from isolate Ls 1 I (lane A) and R. leguminowrum bv. viciue UPM791 
(lane B). Lanes a and b show the autoradiograms of dry gels A and 
B, respectively, after hybridization with the &II DNA fragment 
containing hup specific genes from R. leguminosarum bv. viciue 
UPM791. Since this Sun fragment contains an internal EcoRI site, 
two hybridizing fragments of 5 and 6.4 Kb, respectively, appear for 
the UPM791 EcoRI digest in lane b (Leyva et al., 1987). 

described for L. pedunculutus (Pankhurst et al., 1979) 
and L. subbiflorus (Monza et al., 1992a). 

Only the inoculation of isolate Ls7 resulted in sig- 
nificantly (p 5 0.05) higher plant dry weight than inoc- 
ulation with the remaining isolates (Table 3). H2 evolu- 
tion in air and C2H2 reduction of root nodules from L. 
subbijlorus plants in symbiosis with each single isolate 
are indicated in Table 3. Given the criticisms on the 
traditional acetylene reduction assay (Minchin et al., 
1994; Vessey, 1994), the values in Table 3 are intended 
for comparative purposes only, to show relative differ- 
ences in nitrogenase activities of the different isolates. 

Bacteria forming nodules on legume roots may 
synthetise uptake hydrogenase which recycles the Hz 
evolved by nitrogenase in the nodules (Evans et al., 
1987; Maier, 1986), and contribute to the overall effi- 
ciency of the N2 fixation process (Evans et al., 1988). 
These bacteria include R. leguminosarum bv. viciae 

and B. juponicum (Brito et al., 1994; Vignais and Tou- 
ssaint, 1994) but there are no data concerning the 
absence or the presence of genetic determinants (hup 
genes) in rhizobia nodulating Lotus sp. DNA-DNA 
hybridization experiments revealed that none of the 
L. subbgorus isolates, as exemplified by isolate Ls 11 
(Fig. 3, lane a), showed DNA sequences homologous 
to the hup probe containing the hydrogenase structural 
genes from R. leguminosarum bv. viciae. UPM791. 
The possibility, however, that any of the isolates may 
contain hup genes cannot be ruled out as more than 
one type of hup sequence may occur within rhizobia 
(Murillo et al., 1989). 

In conclusion, our results, based on plant speci- 
ficity, doubling time, carbon source utilization and 
acid production indicate that native isolates present 
in Uruguayan soils able to nodulate L. subbiflorus are 
predominantly slow-growers. Among them, eight diff- 
ferent strains were characterized after immunochem- 
ical assays and protein profiles. Analysis of plasmid 
content of the isolates and on the presence of genes 
coding for hydrogenase activity did not further allow 
distinction among isolates. Although more information 
about those native isolates is required, they may be a 
useful source of strains to resolve practical problems 
in field inoculation of L. subbijorus pastures. 

Acknowledgements 

We thank A Baraibar, Laboratorio de Microbiologfa, 
Facultad de Agronomfa, Montevideo, Uruguay, and 
C Labandera, Laboratorio de Microbiologia, MGAP, 
Montevideo, Uruguay, for providing L. subbiflorus iso- 
lates, 0 Borsani for his help with ELISA tests and J 
Palacios for providing R. leguminosarum bv. viceae 
UPM791. Financial assistance was provided by Con- 
sejo National de Investigaci6n Cientifica y Tecnica- 
Banco Interamericano de Desarrollo, Grant No 134, 
UNESCO-Programa de las Naciones Unidas para el 
Desarrollo and Comisidn Interministerial de Ciencia y 
Tecnologfa, Grant No. AGF92-0188. 

References 

Arias A, Cervefiansky C, Gardiol A and Martinez-Drets G 1979 
Phosphoglucose isomerase mutant of Rhizobium melild. J. 
Bacterial. 137.409-414. 

Asuaga A 1994 Lorus subbijorus cv. El Rinc6n. a new alternative for 
extensive improvements of natural pastures. In Proceedings of 



47 

the First International Lotus Symposium. Eds. P R Beuselinck 
and A R Craig. pp 147-150. St. Louis, Missouri, USA. 

Baraibar A, Frioni L, Guedes M E, Pagliano D, Viera S and Casartelli 
R 1988 Relevamiento y caracterizacitn de la poblacitn de Rhi- 
zobium loti en suelos del Uruguay. In Proceedings of the XIV 
Reuni6n Latinoamericana de Rhizobiologfa. Ed. H Urztia. pp 
46-51. Santiago, Chile. 

Brito B, Palacios J M, Hidalgo E, Imperial J and Ruiz-Argtieso T 
1994 Nickel availability to pea (Pisum sativum) plants limits 
hydrogenase activity of Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
bacteroids by affecting the processing of the hydrogenase struc- 
tural subunits. J. Bacteriol. 176, 5297-5303. 

Broughton W J, Samrey U and Stanley J 1987 Ecological genetics of 
Rhizobium meliloti: Symbiotic plasmid transfer in the Medicago 
sativa rhizosphere. FEMS Microbiol. Lett. 40, 251-255. 

Corbin D, Ditta G and Helinski D R 1982 Clustering of nitrogen 
fixation ntfgenes in Rhizobium meliloti. J. Bacteriol. 149, 22 !-  
228. 

Eckhardt T 1978 A rapid method for the identification of plasmid 
deoxyribonucleic acid in bacteria. Plasmid 1,584-588. 

Evans H J, Harker A R, Papen H, Russell A, Hanus F J and Zuber 
M 1987 Physiology, biochemistry and genetics of the uptake 
hydrogenase in rhizobia. Annu. Rev. Microbiol. 41,335-361. 

Evans H J, Russell S A, Hanus F J and Ruiz-Arg0eso T 1988 
The importance of hydrogen recycling in nitrogen fixation by 
legumes. In World Crops: Cool Season Food Legumes. Ed. R 
J Summerfield. pp 777-791. Kluwer Academic Publications, 
Boston, USA. 

Fabiano E and Arias A 1990 Identification of inoculants strains 
and naturalized population of Rhizobium legurainosarum bv. 
trifolii using complementary methodologies. World J. Microbi- 
ol. Biotechnol. 6, 127-133. 

Hartmann A and Amarger N 1991 Genotypic diversity of an indige- 
nous Rhizobium meliloti field population assessed by plasmid 
profiles, DNA fingerprinting and insertion sequence typing. 
Can. J. Microbiol. 37, 60(0608. 

Jarvis B D, Pankhurst C E and Patel J J 1982 Rhizobium loti, a new 
species of legume root nodule bacteria. Int. J. Sys. Bacteriol. 32, 
378-380. 

Jordan D C 1982 Transfer of Rhizobium japonicum Buchanam 
1980 to Bradyrhizobiura japonicum gen. nov., a genus of slow- 
growing root nodules bacteria. Int. J. Sys. Bacteriol. 32, 136- 
139. 

Jordan D C 1984 Gram-negative aerobic rods and cocci, Family IlL 
Rhizobiaceae. In Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. 
Eds. N Krieg and J G Holt. pp 234-244. Williams and Wilkins, 
Baltimore, USA. 

Laemmli U K 1970 Cleavage of structural proteins during the assem- 
bly of the head of bacteriophage T4. Nature 227, 680-685. 

Leyva A, Palacios J M, Mozo T and Ruiz-ArgUeso T 1987 Cloning 
and characterization of hydrogen uptake genes from Rhizobium 
leguminosarum. J. Bacteriol. 169, 4929-4934. 

Maier R J 1986 Biochemistry, regulation and genetics of hydrogen 
oxidation in Rhizobium. Crit. Rev. Biotechnol. 3, 17-38. 

Martinez de Drets G, Arias A and Rovira de Cutinella M 1974 Fast- 
and slow-growing rhizobia: differences in sucrose utilization 
and invertase activity. Can. J. Microbiol. 20, 605--609. 

Masterson R, Russi P R and Atherly A G 1982 Nitrogen fixation (nijO 
genes and large plasmids of Rhizobium japonicum. J. Bacteriol. 
152, 938-931. 

Michin F R, Witty J F and Mytton L 1994 Reply to "Measurement 
of nitrogenase activity in legume root nodules: In defence of the 
acetylene eduction assay" by J K Vessey. Plant and Soil 158, 
163-167. 

Monza J, De Felipe R and Bedmar E J 1992a N6dulos F/x-formados 
por rhizobios de crecimiento ~pido en Lotus subbiflorus. In 
Restlmenes de la XVI Reunitn Latinoamericana de Rhizobi- 
olog/a: p. 42. Sta. Rosa, La Pampa, Argentina. 

Monza J, Fabiano E and Arias A 1992b Characterization of an indige- 
nous population of rhizobia nodulating Lotus corniculatus. Soil 
Biol. Biochem. 24, 241-247. 

Murillo J, Villa A, Chamber M and Ruiz-Argtieso T 1989 Occurrence 
of H2-uptake hydrogenases in Bradyrhizobium sp. (Lupinus) 
and their expression in nodules of Lupinus spp. and Ornithopus 
compressus. Plant Physiol. 89, 78-85. 

Pankhurst C E 1977 Symbiotic effectiveness of antibiotic-resistant 
mutants of fast- and slow-growing strains of Rhizobium nodu- 
lating Lotus species. Can. J. Microbiol. 23, 1026-1033. 

Pankhurst C E, Craig A S and Jones W T 1979 Effectiveness of Lotus 
root nodules: I. Morphology and flavolan content of nodules 
formed on Lotus pedunculatus by fast-growing Lotus rhizobia. 
J. Exp. Bot. 30, 1085-1093. 

Pankhurst C E, Broughton W J and Wieneke U 1983 Transfer 
of an indigenous plasmid of Rhizobium loti to other rhizobia 
and Agrobacterium tumefaciens. J. Gen. Microbiol. 129, 2535- 
2543. 

Rigaud J and Puppo A 1975 Indole-3-acetic catabolism by soybean 
bacteroids. J. Gen. Microbiol. 88, 223-228. 

Roberst G P, Leps W T, Silver L E and Brill W J 1980 Use of 
two-dimensional polyacrilamide gel electrophoresis to identify 
and classify Rhizobium strains. Appl. Environ. Microbiol. 39, 
114-422. 

Rosemberg C, Boistard P, Denari6 J and Casse-Delbart F 198 ! Genes 
controlling early and late functions in symbiosis are located on 
a megaplasmid in Rhizobium meliloti. Mol. Gen. Genet. 184, 
326-333. 

Russel H, Pastorini D, Labandera C and Curbelo S 1990 Compor- 
tamiento simbi6tico de Lotus subbiflorus spp. subbiflorus. In 
Seminario de Campo Natural. Ed. Hemisferio Sur. pp 255-262. 
Montevideo, Uruguay. 

Sambrook J, Fritsch E F and Maniatis T 1989 Molecular cloning: 
a laboratory manual, 2nd. ed. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, New York, USA. 

Schubert K R and Evans H J 1976 Hydrogen evolution - a major 
factor affecting the efficiency of nitrogen fixation in nodulated 
symbionts. Proc. Natl, Acad Sci. USA 73, 1207-121 I. 

Stower M D 1985 Carbon metabolism in Rhizobium species. Annu. 
Rev. Microbiol. 39, 89-108. 

Toro N and Olivares J 1986 Characterization of a large plasmid 
of Rhizobium meliloti involved in enhancing nodulation. Mol. 
Gen. Genet. 202, 331-335. 

Vessey J K 1994 Measurement of nitrogenase activity in legume root 
nodules: In defense of the acetylene reduction assay. Plant and 
Soil 158, 151-162. 

Vignais P M and Toussaint B 1994 Molecular biology of membrane- 
bound H2 uptake hydrogenases. Arch. Microbiol. 161, 1-10. 

Vincent J M 1970 A manual for the Practical Study of the Root- 
Nodule Bacteria. I.B.P. Handbook No. 15. Blackwell, Oxford, 
UK. 

Wright S F, Foster G J and Bennett O L 1986 Production and use of 
monoclonal antibodies for identification of strains of Rhizobium 
trifolii. Appl. Environ. Microbiol. 52, 119-123. 

Section editor: R 0 D Dixon 



Denitrification ability of rhizobial strains isolated from Lotus sp.

Jorge Monza1,*, Pilar Irisarri1, Pedro Dı́az1, Ma. Jesús Delgado2, Socorro Mesa3 and
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Abstract

Ten rhizobial strains isolated from Lotus sp. have been characterized by their ability to denitrify. Out of the
10 strains, the five slow-growing isolates grew well under oxygen-limiting conditions with nitrate as a sole
nitrogen source, and accumulated nitrous oxide in the growth medium when acetylene was used to inhibit
nitrous oxide reductase activity. All five strains contained DNA homologous to the Bradyrhizobium ja-
ponicum nirK, norBDQ and nosZ genes. In contrast, fast-growing lotus rhizobia were incapable of growing
under nitrate-respiring conditions, and did not accumulate nitrous oxide in the growth medium. DNA from
each of the five fast-growing strains showed a hybridization band with the B. japonicum nirK gene but not
with norBDQ and nosZ genes. Partial 16S rDNA gene sequencing revealed that fast-growing strains could
be identified as Mesorhizobium loti species and the slow-growers as Bradyrhizobium sp.

Introduction

Denitrification refers to the reduction of
nitrateðNO�3 Þ or nitriteðNO�2 Þ to dinitrogen gas
(N2) via intermediates nitric oxide (NO) and
nitrous oxide (N2O) when oxygen concentrations
are limiting. Nitrate is reduced to nitrite by either
membrane-bound (Nar) or periplasmic (Nap)
nitrate reductase, and nitrite reductase (Nir)
catalyses the reduction of nitrite to nitric oxide. NO
is further reduced to nitrous oxide by nitric oxide
reductase (Nor) and, finally, N2O is converted to
N2 by the nitrous oxide reductase enzyme (Nos).

The respiratory electron transfer from reducing
equivalents to N-oxides is coupled to proton
translocation and energy conservation, which per-
mit cells to grow under oxygen-limited conditions.
Although the denitrification process is initiated by
nitrate reduction, this reaction is not unique to
denitrification since it also occurs in ammonifica-
tion and assimilatory nitrate reduction. Thus, it is
considered that the defining reaction in denitrifi-
cation is the reduction of nitrite to the first
gaseous intermediate, NO (Mesa et al. 2004).
Comprehensive reviews covering the physiology,
biochemistry and genetics of denitrification have
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been published elsewhere (Zumft 1997; Richardson
and Watmough 1999; Hendriks et al. 2000).

Bacteria of the genera Allorhizobium, Azospiril-
lum, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Phyllorhiz-
obium, Rhizobium, and Sinorhizobium, collectively
referred to as rhizobia, are members of the order
Rhizobiales with the unique ability to establish
N2-fixing symbiosis with leguminous plants (Saw-
ada et al. 2003). Denitrification among rhizobia is
rare, and most species do not contain the whole set
of denitrification genes. Pseudomonas sp. G-179
(actually R. galegae) (Bedzyk et al. 1999) has been
shown to contain Nap, Nor and Cu-Nir (Ye et al.
1993), and A. brasilense harbours Nap and a
citochrome cd1-containing Nir (Steenhoudt et al.
2001); R. sullae (formerly R. hedisary) only ex-
presses Nir (Toffanin et al. 1996), and the genetic
determinants for expression of Nir and Nor are
present in R. etli (Gómez-Hernández et al.
unpublished work). Although both S. meliloti and
B. japonicum contain the nap, nir, nor, and nos
genes (see http://www.kazusa.or.jp/rhizobase),
only B. japonicum grows under oxygen-limiting
conditions with nitrate as the sole source of N (for
a review see Bedmar et al. 2005). Denitrification
genes are not present either in the complete
genome sequence of M. loti strain MAFF303099
or in the symbiotic island of M. loti strain R7A
(see http://www.kazusa.or.jp/rhizobase).

Based on colony type and growth rates, isolates
from nodules of Lotus sp. were first separated into
two groups corresponding to slow- and fast-
growing strains (Bonish et al. 1991). Similar re-
sults were found for rhizobial isolates from
L. corniculatus and L. subbifloruss (Monza et al.
1992; Irisarri et al. 1996) but its denitrification
ability was not studied. NO and N2O fluxes be-
tween soil and atmosphere result from complex
microbial activities which proceed simultaneously
in soils and so it seems relevant to study the ability
of these bacteria to denitrify. The present work is
aimed to study denitrification in lotus rhizobia,
bacteria that nodulate different Lotus species
widely cultivated as pasture legumes in South
America.

Using B. japonicum denitrification genes as a
probe, the presence of homologous genes has been
studied in 10 fast- and slow-growing lotus rhizo-
bia. We also report on the ability of each isolate to
denitrify and on the genotypic identification of the
strains by 16S rDNA partial sequentiation.

Materials and methods

Bacterial strains and growth conditions

Fast-growing lotus rhizobia Sul1, T1 and Y3 iso-
lated from Lotus corniculatus (Monza et al. 1992),
B816 (strain U226 in the Uruguayan Type
Rhizobial Collection), obtained from the Depart-
ment of Microbiology, University of New South
Wales, Kensington, Australia, and NZP2037
(strain U261 in the Uruguayan Type Rhizobial
Collection) received from the Department of Sci-
entific and Industrial Research, Palmerston South,
New Zealand, have been used in this study. Slow-
growing strains IB3, Ls4, Ls31, Ls82, isolated from
L. subbiflorus (Irisarri et al. 1996) and NZP2309
(strain U416 in the Uruguayan Type Rhizobial
Collection), obtained from Department of Scien-
tific and Industrial Research, Palmerston South,
New Zealand, have also been used. Yeast extract-
mannitol (YEM) medium (Vincent 1974) was used
for routine aerobic cultures. For growth under
denitrifying conditions, cells were kept at 28 �C
for 7 d in YEM medium supplemented or not
with 10 mM KNO3 (YEMN) in rubber-stoppered
serum bottles. Microaerobic conditions were
achieved by aseptically evacuating and backfilling
with N2. Optical density readings were measured at
600 nm every 24 h. Bradyrhizobium japonicum
USDA110 (U.S. Department of Agriculture,
Beltsville, MD, USA) was maintained at 30 �C in
YEM medium, and cells of Escherichia coli DH5a
were cultured at 37 �C in LBmedium (Miller 1972).

Gene probes

Plasmid isolations, restriction enzyme digestions,
agarose gel electrophoresis and Southern transfers
onto nylon membranes were performed according
to standard protocols (Sambrook et al. 1989). The
nir probe used was the 3-kbHindIII fragment from
pJNIR61 which contains the B. japonicum
USDA110 nirK gene (Velasco et al. 2001). As a
nor probe, the EcoRI 4.1-kb fragment from
pJNOR41 carrying the norBQD genes from B.
japonicum USDA110 was used (Mesa et al. 2002).
A 6.5 EcoRV/ClaI fragment containing Ralstonia
eutropha nor genes (Cramm et al. 1997; Pohlmann
et al. 2000) was also used as a nor probe. Cleavage
of plasmid pCLE201 with EcoRI gave an 1.8-kb
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fragment containing the B. japonicum USDA110
C-terminus of nosZ and the N-terminus of nosD
(Velasco et al. 2004) which was used as a nos
probe. Genomic DNA ofM. loti and B. sp. (Lotus)
strains for Southern blot analysis was restricted
by HindIII, EcoRV and EcoRI for nir, nor and
nos probes, respectively. Hybridizations were
performed with digoxigenin-dUTP-labeled probes
(Roche), and the chemiluminescence method was
applied to detect hybridization bands.

DNA manipulation and determination of rRNA
gene sequences

Bacterial genomic DNA prepared from liquid
cultures harvested at late exponential phase using
Quantum prep aquapure genomic DNA purifica-
tion kits (Bio-Rad) was used in PCRs with 16S
rDNA primers 41-fD1 and 1488-rD1 (Weisburg
et al. 1991). Reaction mixes (50 ll) and cycling
parameters used for amplification of 16S rDNA
were as described earlier (Zurdo-Piñeiro et al.
2004). PCR products were purified with Microcon
PCR centrifugal filter devices (Millipore). The
sequencing reactions were analysed in a DNA se-
quencer (model 373 Strecht and dye primers from
Applied Biosystems). Computer-assisted DNA
and protein sequence analyses were performed by
using the Genetics Computer Groups (University
of Wisconsin) software packages. Homology
searches were performed by using the National
Center for Biotechnology Information BLAST
network server (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLAST/).

Pysiological assays

For N2O determination, 100 ml of aerobically
grown cells (approx. 108 cells/ml) were collected
by centrifugation (8000 · g for 10 min at 4 �C),
washed with YEM medium, and finally resus-
pended in 1 ml of the same medium. Aliquots
(200 ll) were used to inoculate 30 ml of micro-
aerobic YEMN medium. A set of tubes was in-
jected with acetylene (5%) to inhibit nitrous oxide
reductase (Yoshinari and Knowles 1976), and then
incubated for 7 d at 28 �C in a rotary shaker at
120 rpm. A Shimadzu model 14B gas chromato-
graph equipped with an electron capture detector,

and a front-flush and back-flush system to prevent
N2O interferences from O2 and acetylene, was
operated with a Porapak Q (80–100 mesh) column
(250 · 0.3 cm). N2 at 60 ml/min served as a carrier
gas. Oven, injector and detector temperature
were 70, 90 and 300 �C, respectively. Gas samples
(1000 ll) were withdrawn from the headspace and
assayed for N2O production. Concentrations of
N2O in each sample were calculated from
standards of pure nitrous oxide according to
Christensen and Tiedje (1988). Oxygen concen-
tration within the tubes was lower than 1.5% as
determined by gas chromatography using a ther-
mal conductivity detector (data not shown). Pro-
tein concentration was estimated according to
Bradford (1976) after centrifuging the cells and
boiling the pellet with 0.1 N NaOH for 10 min.
Bovine serum albumin was used as the standard.

Results and discussion

Strains Y3, T1, Sul1, U226 and U261 have a
generation time ranging from 4 to 8 h (Monza
et al. 1992) and are hereafter referred as to fast-
growing lotus rhizobia. Strains U416, Ls31, Ls82,
IB3, and Ls4 have a doubling time varying from 9
to 13 h (Irisarri et al. 1996) and will be hereafter
considered as slow-growing lotus rhizobia.
Whereas the fast-growing lotus rhizobia effectively
nodulate L. corniculatus and L. tenuis, the slow-
growing strains typically form nodules on L. sub-
biflorus and L. uliginosus. Except for strain U261,
which effectively nodulate L. subbiflorus and
L. uliginosus, fast-growing strains form tumour-
like structures when inoculated to L. subbiflorus
(Monza et al. 1992). An account of the physio-
logical, biochemical and some genetic character-
istics of lotus rhizobia used in this work has been
previously published (Monza et al. 1992; Irisarri
et al. 1996; Santamarı́a et al. 1999).

After growth for 7 d under oxygen-limiting
conditions in YEMN medium, optical density of
the cultures from slow-growing strains U416, Ls4,
Ls31, Ls82 and IB3 increased from 0.05 to about
0.4. Only slight increases in optical density were
observed when cultured in YEM medium, most
probably due to the presence of oxygen in the
medium. These results suggest that slow-growing
strains used nitrate both for ATP generation
and biosynthetic purposes. Moreover, nitrate
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consumed by those strains was always higher than
30%, a feature considered as a characteristic for
denitrification to occur (Zablotowicz et al. 1978).
In contrast, optical density of cultures from the
fast-growing strains Y3, T1, Sul1 and U261 did
not significantly increase during growth under
microaerobic conditions with nitrate, and did not
remove nitrate from the medium at amounts
higher than 10%. Interestingly, although cells of
strain U226 repeatedly consumed between 25 and
30% of the nitrate present in the culture medium,
optical density of the cultures never reached that
of 0.15 (data not shown).

Because acetylene inhibits nitrous oxide reduc-
tase, determining the nitrous oxide produced with

and without acetylene has been used as a technique
to study potential denitrification capability
(Yoshinari and Knowles 1976). Whereas nitrous
oxide was detected after incubation with acetylene
of each slow-growing-strain under denitrifying
conditions, concentration of N2O produced by
cultures of strains U416, Ls31 and IB3 incubated
without acetylene was lower than 50 lmol N2O/mg
protein, the calculated gas chromatograph detec-
tion limit (Table 1). Nitrous oxide also accumu-
lated in the culture medium of the slow-growers
Ls4 and Ls82 in absence of acetylene, although to
a lesser extent than during incubation with acety-
lene (Table 1). Even though these strains seem to
posses the nosZ gene, its expression is low in our

Figure 1. Hybridization of different enzymatically-restricted DNAs from lotus rhizobia. Lanes: 1, Y3; 2, T1; 3, Sul1; 4, U226; 5, U261;

6, U416; 7, Ls31; 8, Ls82; 9, IB3; 10, Ls4; 11, B. japonicum USDA110 total DNA; 12, MW, molecular weight marker II (Roche).

Numbers indicate in kb the size of the hybridization bands.
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assay conditions. Levels of N2O in cultures of the
fast-growing strains were always below the gas
chromatograph detection limit (Table 1).

Southern hybridization to locate the presence of
denitrification genes in total DNA from lotus
rhizobia revealed that all the 10 strains contained
DNA showing homology with the B. japonicum
nirK gene used as a probe (Figure 1a). In T1, Sul1,
U226 and U261 M. loti strains two bands were
visible for the nirK probe hybridization (Fig-
ure 1a), which suggests a difference between these
strains and Y3. The B. japonicum norBQD genes
also hybridized to DNA from each slow-growing
strain, whereas no hybridization band was ob-
served in DNA from any of the fast-growing
strains (Figure 1b). No hybridization signal was
detected when nor genes from R. eutropha were
used as a DNA probe. When the B. japonicum
nosZ gene was used as a probe, only the slow-
growers Ls31, Ls82, IB3, Ls4 and U416 showed
hybridization band (Figure 1c) and reduced
nitrous oxide (Table 1).

The 16s rDNA from each lotus rhizobia was
sequenced nearly to completion by using the fD1
and rD1 primers. Analysis of the nucleotide
sequence identified the fast-growing strains as
Mesorhizobium loti, and the slow-growing as
Bradyrhizobium sp. Taken together, our results
indicate that slow-growing rhizobia isolated from
Lotus sp. can be considered as true denitrifiers
as they carry out the complete denitrification
pathway. Out of the five fast-growing strains, all
of them contained a nirK gene, and strain U226

also possessed an homolog of the B. japonicum
nosZ gene. These results contrast with those that
indicate that no denitrification gene is present in
the complete genome sequence of M. loti strain
MAFF303099 or in the symbiotic island of M.
loti strain R7A (see http://www.kazusa.or.jp/
rhizobase).
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Diversity  of rhizobia  nodulating  Lotus  corniculatus  grown  in  geographical  regions  with  different  rainfall
regimes  in  northern  and  southern  Uruguay,  was  estimated  using  168  root nodule  isolates.  ERIC-PCR anal-
ysis  revealed  no  correlation  between  observed  fingerprints  and  the geographical  origin  of  isolates.  Despite
the commercial  strain  U510  has been  used  for decades  to  inoculate  L.  corniculatus,  none  of  the  isolates
corresponded  to this  strain.  Phylogenetic  analyses  using  16S  rRNA  and  atpD  genes,  and  ITS  sequences
clustered  all  the  isolates  within  genus  Mesorhizobium. A great  majority  of  the  isolates  likely  belong  to
the  species  M. huakuii,  as does  the  commercial  strain  U510.  The  remaining  isolates  were  closely  related
to either  M. septentrionale  or M.  caraganae.  Although  no  M. loti-like  bacteria  were  identified,  all  isolates
TS
odC
ifH

carried  symbiotic  genes  closely  related  to  M. loti and  other  narrow  host  range  Lotus  rhizobia.  A significant
portion  of the  Uruguayan  isolates  were  as  efficient  as  the  reference  strain  U510  in symbiosis  with  L.  cor-
niculatus.  A  few  of  the  isolates  were  also capable  of  nitrogen  fixation  in  symbiosis  with  L.  uliginosus,  albeit
with  lower  efficiency  than reference  strains.  Our  results  indicate  that rhizobia  nodulating  L.  corniculatus
in Uruguay  are  genetically  and  phenotypically  diverse,  and  that  the  commercial  strain  U510  is  probably
not  adapted  to survive  the  Uruguayan  edaphoclimatic  conditions.

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
. Introduction

Extensive cattle rearing in northern and central Uruguay
epends mainly on the availability of natural communities of
rasses. A recommended practice to provide nitrogen to natural
wards and to increase the quality and quantity of grasses is the
ntroduction of legumes with their associated rhizobia (Rebuffo
t al., 2006). In contrast, intensive dairy cattle feeding and win-
er beef fattening in the southwest are based on the use of highly
roductive cultivated pastures of perennial legumes. Although per-
anent pastures in Uruguay are composed mostly of mixtures of a
umber of legumes and grasses, the most relevant legume species
s Lotus corniculatus cv. San Gabriel (DIEA, 2007). L. corniculatus
s known to establish nitrogen-fixing symbiotic associations with
everal species of the genus Mesorhizobium.
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E-mail address: jmonza@fagro.edu.uy (J. Monza).

1 First two  authors equally contributed to this work.

929-1393/$ – see front matter ©  2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
oi:10.1016/j.apsoil.2011.05.005
Legume inoculants are usually based on selected highly efficient
rhizobia and evaluated in particular environments. However, inoc-
ulantı̌s success is frequently limited by the presence of native soil
rhizobia. This is often due to the superior competitive ability of
native strains, which occupy the majority of the nodules under field
conditions because of their large population sizes, their distribution
throughout the soil profile or their better adaptation to the local soil
environment (Estrella et al., 2009).

Uruguay has adopted inoculation practice since 1972 in order
to increase forage production. L. corniculatus (bird’s foot trefoil)
has been inoculated with only one strain of M.  loti (U510) intro-
duced from Australia (Synonyms: strains U226, B816; Labandera
et al., 1982). As far as we know this strain has never been char-
acterized at a genetic or molecular level. Several studies (Monza
et al., 1992; Agius et al., 1997; Baraibar et al., 1999) suggested that
there could be considerable strain diversity within natural or nat-
uralized rhizobial populations inducing nodules on L. corniculatus
in Uruguay. However, detailed information regarding taxonomic

and physiological features of indigenous rhizobial strains is not
available. Pressured by the current expansion of intensive crop sys-
tems in Uruguay, pasture areas have been relegated to marginal,
low fertility soils in the northern region. These soils are also

dx.doi.org/10.1016/j.apsoil.2011.05.005
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09291393
http://www.elsevier.com/locate/apsoil
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ffected by periodic droughts which limit plant growth and par-
icularly nitrogen fixation, since the legume-Rhizobium symbiosis
s known to be more sensitive to environmental stresses, espe-
ially drought, than are the individual partners (Werner, 1992).
his fact together with the increasingly demand of farmers for
ommercial inoculants with more consistent field performances,
ake relevant to explore potential genotypic and phenotypic vari-

tion among rhizobia that nodulate this legume and to study
hether rhizobial diversity is affected by inoculation or by stressful

onditions.
The aim of this study was to characterize the diversity and effec-

iveness of rhizobia isolated from nodules of L. corniculatus growing
n two geographical regions with different levels of rainfall, avail-
ble water content (AWC) and inoculation histories, in order to
espond to the actual demand for better inoculant strains that can
olerate the environmental constraints prevalent in the new areas
here cattle rearing is being relegated.

. Materials and methods

.1. Isolation of nodule bacteria

A time-series analysis of available water content (AWC) in soil
hat evaluates rainfall, transpiration and relative soil water con-
ent over a period of 5 months (GRAS, 2006), together with history
f inoculation practices, was used to select contrasting and poten-
ially informative sites in northern and southern regions of Uruguay
Table 1). Ten L. corniculatus (at least one year-old) plants were col-
ected from five locations selected at random at each site in the
orthern and southern regions. Roots were washed and all the
odules from the taproot and lateral roots were removed. Nod-
les were surface sterilized for 1 min  in 90% (v/v) ethanol followed
y 3 min  in 4% (v/v) NaClO, then washed three times in sterile
istilled water and stored in 25% (v/v) glycerol at −20 ◦C until
nalyzed. At least three nodules from each plant were selected
andomly, crushed individually and 10 �L aliquots plated on yeast
xtract-mannitol (YEM) agar to isolate single colonies. The iso-
ates recovered from nodules of plants were assigned numbers
receded with N (North) or S (South), depending of the region of
rigin (Table 1).

.2. Nodulation and symbiotic performance tests

Seeds of L. corniculatus ‘San Gabriel’ and L. uliginosus L. ‘Grass-
ands Maku’ were surface sterilized for 4 min  in 90% (v/v) ethanol
ollowed by 4 min  in 20% (v/v) NaClO and rinsed three times in ster-
le distilled water. Seeds were germinated on sterile water-agar in
etri dishes in the dark at 25 ◦C. After 3 days, seedlings were trans-
erred to tubes containing nitrogen-free Jensen medium (Jensen,
942) and inoculated with suspensions of individual rhizobial iso-

ates. Tubes were placed in a growth chamber at 23 ◦C, 15 h of light
250 �E m−2 s−1), 65% relative humidity for 30 days. Plants were
onsidered nodulated when at least one nodule was  visible after 20
ays and Fix+ when plants did not show N-deficiency symptoms 65
ays post-inoculation.

After characterizing a number of isolates as symbiotically effec-
ive, selected isolates were tested for their symbiotic performance.
his involved determining the level of increase in plant biomass
hen the selected isolate was in symbiosis with L. corniculatus.
esults obtained were compared with untreated control plants, and
hose fertilized with nitrogen or those inoculated with strain U510.

solates that induced Fix+ nodules in symbiosis with L. uliginosus L.
Grasslands Maku’ were also tested for plant biomass production

ith regard to the commercial inoculant for L. uliginosus,  strain
526. Seedlings, prepared as indicated above, were planted in
logy 49 (2011) 197– 207

pots containing 400 g sterile vermiculite:sand 1:1 (v/v) and main-
tained at field water capacity with Hornum plant growth medium
(Handberg and Stougaard, 1992) without N. Single colonies of
isolates to be tested were grown 24–48 h in YEM broth. The cul-
tures were then washed and diluted with 0.9% (v/v) NaCl solution
to OD600 0.6 and 10 mL  were inoculated onto eight 4 mm long
seedlings in each pot. After 15 days three plants per pot were
selected and the rest were removed. Three harvests of aerial mass
were made at 40, 80 and 120 days after bird’s foot trefoil inocula-
tion. Plants were grown in a growth chamber until the first harvest
and afterwards transferred to a greenhouse. Aerial mass was dried
at 65 ◦C for 5 days to determine dry weight.

2.3. Genomic DNA isolation

Isolates were grown as 1.5 mL  cultures for 24–48 h in YEM broth,
harvested by centrifugation at 8000 × g, at room temperature in a
microspin centrifuge (SIGMA 113, Germany) washed twice with
1 mL  of 1 M NaCl and once more with 1 mL Milli-Q water (Easy
pure LF Barnstead, U K). Bacterial pellets were resuspended with
100 �L Milli-Q water and DNA was  extracted by boiling for 15 min.
Samples were then incubated at −20 ◦C for 20 min and centrifuged
10 min at 12000 × g (Agius et al., 1997). The supernatants obtained
were used as templates for PCR amplification.

2.4. ERIC-PCR genomic fingerprinting

Genomic DNA was PCR amplified using the ERIC consensus
primers ERIC1R and ERIC2 (de Bruijn, 1992) as described by
Agius et al. (1997).  Computer-assisted analysis of the ERIC-PCR
genomic fingerprints was done using GelCompar 4.0. The similar-
ity between pairs of ERIC-PCR genomic fingerprints was  estimated
using the Dice band-based similarity coefficient and average link-
age (UPGMA).

2.5. PCR amplification and RFLP analysis of 16S rRNA genes

Nearly full-length 16S rRNA genes were amplified from isolates
using primers 41f and 1488r following the protocol of Herrera-
Cervera et al. (1999).  The amplified 16S rRNA gene fragments were
digested with endonucleases HinfI or MspI and grouped according
to their restriction fragment length polymorphism (RFLP) patterns
into rRNA gene ribotypes (Estrella et al., 2009).

2.6. Biodiversity analysis

The Shannon index (H) was  calculated as H = −
∑

pilog10 pi
where pi is the proportion of clones belonging to the/or ith phylo-
type, relative to the total number of clones (Shannon and Weaver,
1949). Shannon equitability (J) was calculated by dividing H by
Hmax, where, Hmax was  log10 N, N the total number of phylo-
types for each category analyzed. Simpson’s index, D, and its
reciprocal, 1 − D, was  calculated with D =

∑
n(n − 1)/(N − 1), and

where n was the number of each phylotype. Diversity indices were
compared when possible using one-way ANOVA with Infostat/L
(www.infostat.com.ar).

2.7. Sequencing of 16S rRNA, ITS, atpD, nodC and nifH loci

The 16S rRNA genes were amplified as noted above (Herrera-
Cervera et al., 1999). The ITS regions were amplified using primers

FGPS1490-72F/FGPL132′-38R (Normand et al., 1996) using the 16S
rRNA gene fragment amplification conditions. atpD genes were
amplified using primers atpD-273F and atpD-771R as described by
Weir et al. (2004).  The nodC and nifH gene fragments were amplified

http://www.infostat.com.ar/
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Table 1
Information of nine collection sites where rhizobia were isolated from L. corniculatus plants. All sites were farmers’ fields except La Estanzuela South that corresponds to the
43  years old ley farming experiment at the National Institute for Agricultural Research.

Site Latitude and
Longitude

Years since last
inoculation

Isolate code AWC* (mm) Soil
characteristics

pH (water) Organic C % P Bray
(�g g−1)

Colonia Itapebí
North

S 31◦44′17.2′′

W 57◦30′65.0′′
1 3,6,13,17,22,

25,32,33,39,44,
45,51,54,59,63,67,
72,73,81,83

38 ± 11 5.7 3.87 5.8

Queguay Chico
North

S 32◦04′04.4′′

W 57◦04′48.0′′
1 509,510,513,514,517,

522,525,529,532,
535,538,540,541,
542,546,551,558,
559,563

21 ± 8 6.5 3.96 5.2

Laureles
North

S  31◦54′60.4′′

W 57◦56′99.1′′
2 102,105,119,121,125,

132,133,137,139,
141,144,146,148,
150,152,154,161,165,
171,177

39 ± 11 6.4 3.10 0.9

Cangue
North

S  32◦34′91.0′′

W 58◦40′70.6′′
Never
inoculated

362,424,432,438,441,
447,448,451,458,464,
472,484,490,494,496,
500,504,1116,1117,1120

56 ± 16 6.1 1.96 7.5

Paso  Hospital
South

S 34◦07′29.4′′

W 57◦40′39.0′′
1 781,783,786,789,

792,796,798,801,804,807,
810,813,822,825,828,834

86 ± 25 6.4 2.06 20.9

Colonia
Cosmopolita
South

S  34◦21′12.4′′

W 57◦24′08.8′′
Never
inoculated

841,844,846,849,852,
856,858,864,870,
874,876,880,883,
888,892,896,897,901

86 ± 25 5.9 1.21 18.1

Paso  Juan Soler
South

S 34◦36′03.4′′

W 56◦81′45.7′′
Never
inoculated

630,634,644,646,
650,654,662,666,670,
673,677,681,1382,1386,
1387,1390,1391,1403

98 ± 21 6.5 1.14 0.9

San  Pedro
South

S 34◦20′42.0′′

W 57◦46′50.9′′
2 904,909,912,919,921,

924,927,930,933,
937,940,945,948,956,
957,962

85 ± 25 6.7 2.35 2.4

La  Estanzuela
South

S 34◦20′47.7′′

W 57◦72′62.3′′
1 1023,1027,1032,1044,

1047,1051,1063,1070,
1072,1075,1076,1232,1233,
1235,1274,1297,1300,1301,
1302,1305,1314

85 ± 24 6.0 2.0 21.5

*
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AWC: Available water content in the soil (mm).
ean ± standard deviation from 1st January to 31st May  2006 estimated for period

ith primer pairs nodCF2/nodCI and nifHI/nifHF, respectively, fol-
owing the method of Laguerre et al. (2001).  PCR amplified products

ere run on 1% agarose gels, the corresponding DNA bands excised,
urified (QIAquick Gel extraction, Qiagen, Germantown, MD)  and
equenced (Macrogen, Inc., Seoul, Korea). The sequences obtained
ere compared with the sequences of reference strains available

n public databases GenBank and EMBL using the BLASTN program
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

.8. Phylogenetic analysis

Sequence alignments were done with ClustalW software from
he EMBL server (http://www.ebi.ac.uk/). Aligned sequences were
nalyzed using MEGA software, version 4.0 (Tamura et al., 2007).
hylogenetic analysis of the 16S rRNA and nifH gene sequences
as done using the UPGMA algorithm (Sneath and Sokal, 1973).

hylogenetic analyses of ITS, atpD and nodC sequences were done
sing the neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987). The phy-

ogenetic distances computed using the p-distance method were
alculated based on the proportion of different nucleotides (p-

istance), which was obtained by dividing the number of nucleotide
ifferences by the total number of nucleotides compared (Nei and
umar, 2000). Statistical support for tree nodes was evaluated by
erforming bootstrap analysis (Felsenstein, 1985).
 days (GRAS, 2006).

3. Results

3.1. Identification of symbiotically effective isolates from L.
corniculatus nodules

Rhizobial isolates were recovered from nodules of L. corniculatus
growing in southern and northern Uruguayan regions with differ-
ent AWC. The mean AWC  for 5 months before nodule collection was
38 and 88 mm for the northern and southern regions, respectively
(GRAS, 2006; Table 1). The combination of overgrazing with low
growth rate under drought conditions in the north led to severe
pasture degradation with infrequent stands of legumes, whereas
good plant density and development was  common in the southern
region. Most sites had a history of inoculation, but there were three
sites, one in the north, where the inoculant had not been applied
previously. All 168 isolates in Table 1 were confirmed as symbioti-
cally effective in L. corniculatus. 40 isolates were also tested with L.
uliginosus as macrosymbiont and only 5 (N3, N33, N141, N441 and
S956) induced Fix+ nodules in this species.
3.2. Analysis of ERIC-PCR genomic fingerprints

DNAs from the 168 isolates and the commercial strain U510,
were used as templates for PCR with ERIC primers to obtain DNA

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ebi.ac.uk/
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ngerprints. In general, DNA from individual isolates amplified a
arge number of fragments (up to 20), with sizes ranging from
00 bp to 3000 bp. Initially, ERIC fingerprints of isolates from each
ite were analyzed as a single population or community to deter-
ine similarities and to identify potential siblings. Two or more

solates were considered siblings when sharing 60% or more of
he amplified DNA fragments. Thus, 104 unique fingerprints were
dentified among the 168 isolates examined. The ERIC-PCR analy-
is suggested a high level of genetic diversity among the isolates
Fig. S1).  Similar ERIC fingerprints were generated from isolates
rom locations distant from one another and in both regions. A
igh degree of diversity was apparent among isolates from either
egion, and often among isolates from a given site. The Shannon
iversity index (H) was similar (p = 0.15) for isolates from both
egions (1.18 ± 0.02 northern and 1.11 ± 0.09 southern). The equi-
ability index (J), which provides an estimate of the uniformity of
he ERIC profile distribution in both regions, was near the maximum
or both northern 0.97, and southern 0.96 communities. The Shan-
on diversity index was also similar (p = 0.21) for isolates from sites
reviously inoculated with strain U510 (1.11 ± 0.1) and those with
o history of U510 inoculation (1.18 ± 0.09). There was no signif-

cant difference between the Simpson indices for northern (0.63)
nd southern (0.61) sites, respectively (p = 0.19). In addition, the
pecies richness was similar for isolates obtained from southern
nd northern regions. Finally, a unique fingerprint was generated
rom commercial strain U510 that did not correspond to any of the
68 isolates.

.3. RFLP analysis of amplified 16S rRNA gene fragments

A fragment of the 16S rRNA gene of each of the 104 isolates
ith distinct ERIC fingerprints was PCR amplified, and in each

ase resulted in a single band of about 1500 bp. This size corre-
ponded to the expected size of 16S rRNA genes for most members
f the Rhizobiaceae. Endonucleases HinfI and MspI were selected
or RFLP analysis, giving rise to 4 and 2 different restriction pat-
erns, respectively. Isolates having identical restriction patterns
ere assigned into ribogroups designated with arbitrary letters

Table S1).  Among the 104 isolates analyzed, 4 ribogroups were
istinguished, each comprising 1–91 isolates. Ribogroup I, which

ncluded the commercial strain U510, consisted of 86% and 89%
f the isolates from the southern and northern regions, respec-
ively. Isolates from ribogroups II, III, and IV were represented only
y 1–9% of the total isolates analyzed. Ribogroup IV comprised
nly one isolate from a site with no history of inoculation with
train U510. When the distribution of ribogroups among sites was
xamined, southern and northern sites did not show a significant
ifference in diversity as indicated by the Shannon index H = 0.21
nd 0.23 for northern and southern sites, respectively. Thus, the
6S rRNA RFLP patterns were uniformly distributed in both regions
J = 0.13).

.4. Analysis of 16S rRNA, ITS and atpD sequences

Near full-length 16S rRNA genes from 15 representative isolates
elonging to the four ribogroups (Table S1)  were PCR amplified and
equenced. Fig. 1 shows a phylogenetic tree based on the similarity
f the 16S rRNA gene sequences of selected isolates and reference
trains. All the isolates from Uruguay were related to the genus
esorhizobium.

Strains from ribogrup I, including N3, N33, N105, N141, N441,
673, S1274, and commercial inoculant U510 clustered with

.  huakuii, Mesorhizobium sp. MAFF303099 and Mesorhizobium

p. NZP2037 isolated from L. divaricatus (Fig. 1). Isolate N362
ribogroup IV) clustered with M.  septentrionale CCBAU 83281 and
he M.  amorphae ACC19665 reference strain, and shared 99%
logy 49 (2011) 197– 207

sequence identity with the L. tenuis isolate ML108 (Estrella et al.,
2009). Isolates N125, S789, S956 and S1302, from ribogroup II and
isolates S828 and S948 from ribogroup III were 99.9% identical and
showed a single mismatch within a HinfI restriction site. These iso-
lates clustered with M.  caraganae,  M. tianshanense A-1Bs, a strain
isolated from Glycyrhiza pallidiflora,  with M.  metallidurans and with
the M.  gobiense and M. tarimense type strains (Fig. 1). None of the
strains clustered with the M. loti type strain NZP2213. No relation-
ship was found between the site from which a given isolate was
obtained and 16S rRNA gene phylogeny.

Genotypic variation among isolates was also assessed after
amplification and sequencing of the 16S–23S internal transcribed
spacer (ITS). All strains except N3 generated a single band ranging
from 800 bp to 1500 bp. The ITS phylogeny of the isolates was  very
similar to the corresponding 16S rRNA genes (Fig. 2).

An atpD gene fragment of about 600 bp was amplified from iso-
lates N105, S673, S1274 and the commercial U510 from ribogroup
I, S948 from ribogroup II, S789 and S1302 from ribogroup III and
N362 of ribogroup IV, sequenced and used for phylogenetic analysis
(Fig. 3). The 16S rRNA gene and ITS phylogenies were consis-
tent with and confirmed by the atpD gene phylogenetic analysis
(Figs. 1–3). atpD genes from ribotype I isolates clustered with M.
huakuii and Mesorhizobium sp. MAFF303099, those of ribotypes II
and III with M. caraganae and ribotype IV with M. septentrionale.

3.5. Analysis of nodC and nifH gene sequences

The sequences of the nodC and nifH gene fragments were
obtained for strain U510 and 11 isolates that represented the four
ribotypes and regions of origin. A fragment about 800 bp was ampli-
fied for the nodC gene and a 335 bp fragment for the nifH gene.
Phylogenetic analyses of nodC and nifH sequences are shown in
Figs. 4 and 5, respectively.

All nodC genes from our isolates clustered with nodC from
narrow host-range Lotus symbionts. Isolates N105, N141, N362,
S673, S786, S789, S828, S956, S1302 and the commercial strain
U510 were located in the same branch as M.  loti reference strains
R7A, and NZP2213T, Mesorhizobium sp. MAFF303099, M.  tarimense
CCBAU83306T and with different Mesorhizobium strains (CPS20,
CPS13 and BD56) isolated from L. corniculatus and L. tenuis in
Spain and Argentina, respectively (Estrella et al., 2009; Lorite et al.,
2010a, 2010b)  (Fig. 4). The nodC sequences from N3, N33 and N441,
together with nodC from Mesorhizobium sp. strain BA151 isolated
from L. tenuis in the Salado river basin in Argentina clustered in
a branch different from the majority of the Uruguayan isolates
(Estrella et al., 2009).

The nifH sequences from all isolates clustered with nifH genes
from M. loti R7A and Mesorhizobium sp. MAFF33099, M.  tarimense,
and with other isolates from L. tenuis and L. corniculatus from
Argentina and Spain (Fig. 5). Like the other sequences analyzed,
phylogenetic analysis of nifH and nodC sequences clearly included
the Uruguayan Lotus-nodulating rhizobia with the reference Lotus-
symbiotic bacteria.

3.6. Symbiosis

Ten isolates representing all ribogroups and sites of origin were
tested for symbiotic efficiency with L. corniculatus. Accumulation of
plant dry weight after three consecutive harvests after inoculation
with the isolates was  compared with untreated plants, those fer-
tilized with nitrogen or inoculated with commercial strain U510.
L. corniculatus plants inoculated with 8 of the isolates resulted in

similar levels of total dry weight compared with plants inoculated
with the commercial inoculant (Table 2).

The 5 isolates able to form effective nodules with L. uliginosus as
macrosymbiont (N33, N3, N441, N141 and S956) were equally effi-
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Mesorhizobium sp  102  (AY22539 5)
N33 (GQ 500620)

Mesorhizobium sp. MAFF303099  (mll04060 )
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N441 (GQ 500635 )

71
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100
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100
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91
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63

Fig. 1. Phylogeny of 16S rRNA genes. Tree showing the phylogenetic relationships among 14 rhizobia isolated from nodules of L. corniculatus, the inoculant strain U510 and
other  rhizobia, based upon aligned sequences (1297 nt). Bootstrap probabilities are indicated at the branching points (only values greater than 50% are shown). Accession
numbers  are written after the species name. The scale bar represents 1 per 100 nucleotide substitutions.
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Fig. 2. Comparative sequences analysis of 16S–23S intergenic spacer (ITS). Tree based on ITS region sequences for 10 representative isolates nodulating L. corniculatus, the
c ces (7
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c
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ommercial inoculant strain U510 and other rhizobia, based upon aligned sequen
reater than 50% are shown). Accession numbers are written after the species name

ient, but produced less dry weight than the commercial inoculant
radyrhizobium sp. strain U526 (data not shown).

. Discussion

We initially compared ERIC-PCR profiles of 168 isolates from

outhern and northern regions of Uruguay to estimate the effect
f drought stress or AWC  and inoculation history on diversity of
ative or naturalized rhizobia capable of effectively nodulating L.
orniculatus. This analysis revealed similar levels of diversity among
22 nt). Bootstrap probabilities are indicated at the branching points (only values
scale bar represents 2 per 100 nucleotide substitutions.

the isolates from southern and northern regions as indicated by
the Shannon indices. AWC  and inoculation history did not appear
to influence diversity or richness of these communities. The equi-
tativity index was  near the maximum for both regions due to the
high proportion of phylotypes represented by a single isolate at a
given site. The rainfall differences may  have not been high and/or
long enough to affect the diversity of northern versus the south-

ern populations. Barring other environmental factors, however, this
study suggests that the diversity and richness of rhizobia present
in nodules of adult plants that had survived a significant drought
stress was  similar to those not undergoing this stress. Eaglesham
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Fig. 3. Phylogenies of atpD genes. Tree showing the phylogenetic relationships among 7 Uruguayan isolates from L. corniculatus, the commercial inoculant strain U510 and
other  rhizobia based upon aligned sequences (385 nt). Bootstrap probabilities are indic
numbers are written after the species name. The scale bar represents 5 per 1000 nucleoti

Table 2
Average dry weight of three measurements of aerial parts from 5 plants inoculated
with rizobia isolates and the commercial inoculant.

Strains Ribogroup Dry weight (mg)

U510 I 898a

N125 II 818a

S948 III 896a

N441 I 782ab

N22 I 800ab

S673 I 688abc

N141 I 730abc

S804 II 723abc

N362 IV 740abc

N121 I 586bc

S897 I 563c

V

a
o
I
o

Control (N) 1217

alues followed by the same letter are not statistically different (p = 0.05)
nd Ayanaba (1984) and Swaine et al. (2007) reported a reduction
f rhizobial populations after drought but diversity was  not studied.
n addition, no correlation was found between the regional origins
f the isolates and the apparent diversity and evenness. Thus, a bio-
ated at the branching points (only values greater than 50% are shown). Accession
de substitutions.

geography distribution like the one described for chickpea rhizobia
in Portugal could not be made (Alexandre et al., 2009). There is not
yet an ecological framework to understand the different rhizobial
adaptation to different environments (Andrade et al., 2002). Main-
taining rhizobial diversity could be key to ensuring resilience to
further environmental stress, as appears to be the case for other
organisms (Girvan et al., 2005).

A total of 104 distinct isolates could be assigned to one of four
ribogroups using 16S rRNA gene RFLP analysis. Analysis of 16S
rRNA gene segments of 14 selected rhizobial isolates represent-
ing all ribogroups plus the commercial inoculant indicated strong
relationships of all strains with the genus Mesorhizobium. The 16S
rRNA gene, ITS and housekeeping genes such as atpD, glnI, glnII,
recA, etc., have been used in taxonomic and phylogenetic studies
of rhizobia (Rivas et al., 2007; Gaunt et al., 2001). We  performed
phylogenetic analyses of two  housekeeping genes, 16S rRNA and
atpD, plus the ITS regions (Figs. 1–3), which clustered isolates from

ribogroup I with the type strain of M. haikuii,  and Mesorhizobium
sp. MAFF303099, which has been proposed to be reclassified as M.
huakuii biovar loti (Turner et al., 2002). Isolates closely related to
M. huakuii and Mesorhizobium sp. NZP2037 were also isolated from
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Fig. 4. Neighbor-joining tree of nodC gene sequences. Tree showing the relationship among 11 Uruguayan isolates from L. corniculatus, the commercial inoculant strain U510
and  other rhizobia based upon aligned sequences (491 nt). Bootstrap probabilities are indicated at the branching points (only values greater than 50% are shown). Accession
numbers are written after the species name. The scale bar represents 1 per 100 nucleotide substitutions.
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Fig. 5. Phylogenies of nifH genes. Tree showing the relationship among 11 Uruguayan isolates from L. corniculatus, the commercial inoculant strain U510 and other rhizobia
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. tenuis nodules in Argentina (Estrella et al., 2009). NZP2037 is a
road host range strain able to nodulate several legume genera. In
he absence of a detailed taxonomic study, NZP2037 is frequently
esignated as M.  loti since it was originally isolated from L. divari-
atus and can efficiently nodulate several Lotus species (Pankhurst,
977). Indeed, Mesorhizobium sp. NZP2037 was used as a commer-
ial inoculant for L. corniculatus and L. uliginosus in Uruguay in the
980s, however it is no longer used because it has a moderate to
ow nitrogen-fixing efficiency in both hosts (Irisarri et al., 1996).
ur results indicate that NZP2037 is more closely related to other
esorhizobium species than to the M.  loti type strain, suggesting

hat its reclassification should be considered.
ing points (only values greater than 50% are shown). Accession numbers are written

16S rRNA and ITS sequences of isolate N362 of ribogroup IV
clustered with corresponding sequences from M.  septentrionale/M.
amorphae, however the atpD gene phylogeny supports the provi-
sional assignment of this isolate as M. septentrionale (Figs. 1–3).
This would be the first time that M.  septentrionale is isolated from
Lotus, although Mesorhizobium sp. ML108 isolated from L. tenuis in
Argentina appears also related to this species (Fig. 1).

Strains included in ribogroups II and III were closely related to

M. caraganae,  M. tianshanense, M. gobiense and M. tarimense accord-
ing to 16S rRNA and ITS phylogenies (Figs. 1 and 2), although
atpD phylogenies clearly placed these isolates with M.  caraganae
(Fig. 3). Therefore, several species of rhizobia seem to nodulate
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. corniculatus in Uruguay, although M.  huakuii strains appear the
ost abundant in nodules. However, none of the isolates appeared

o be M.  loti,  considered the type species nodulating L. corniculatus
Jarvis et al., 1982). Similar results were found in previous stud-
es where M.  loti-like rhizobia were absent or infrequently found
n different countries (Han et al., 2008; Estrella et al., 2009; Lorite
t al., 2010a, 2010b).  In these reports Lotus rhizobia were isolated
rom stressed environments, and Lorite et al. (2010b) suggested
hat M.  loti strains may  not be sufficiently adapted to such environ-

ents. The fact that M.  loti could not be found in both northern and
outhern regions of Uruguay indicates it is not well adapted to the
ountry’s soil conditions.

Although no M.  loti-like rhizobia could be identified among
he Uruguayan isolates, they carried symbiotic genes highly sim-
lar to those of M.  loti.  The sequence of nodC of all isolates and
f the commercial strain U510, clustered with nodC from M. loti
ZP2213T, R7A and MAFF303099, M.  tarimense and other isolates

rom L. corniculatus and L. tenuis from Spain and the Canary Islands
Fig. 4), (Han et al., 2008; Estrella et al., 2009; Lorite et al., 2010a,
010b). Likewise the nifH gene sequences clustered with those of
otus-nodulating bacteria isolated from different Lotus species from
everal countries. Thus, the Uruguayan isolates carry symbiotic
enes closely related to rhizobia nodulating L. corniculatus, L. tenuis
r L. japonicus, and exhibit genetic and phenotypic characteristics
f the biovar loti.

The assay of L. corniculatus inoculated with strains belong-
ng to different ribogroups showed no correlation between strain
ibogroup and symbiotic performance. Ribotype I was present in all
he sampling sites but its symbiotic efficiency was similar to that
f other ribogroups. Most strains induced similar plant biomass
eight as the commercial inoculant strain U510. Several strains

solated from L. corniculatus formed nitrogen-fixing nodules on L.
liginosus, as did NZP2037, a broad host range strain. This was  sur-
rising as it is well known the symbiotic incompatibility between
he symbionts of L. uliginosus and L. corniculatus, and vice versa,
etween L. corniculatus-symbionts and L. uliginosus (Lorite et al.,
010a, 2010b; Estrella et al., 2009). Nevertheless, the five isolates
hat were efficient in both Lotus species did not show optimal sym-
iotic performance with L. uliginosus.

In spite of being used continuously as commercial inoculant for
. corniculatus in Uruguay since 1972 (Labandera et al., 1982), to
ur knowledge this is the first time that U510, a strain brought to
he country from Australia, has been characterized at the molec-
lar level. We  show that the commercial strain U510, which has
lways been regarded as M.  loti,  is likely a M.  huakuii bv loti
train. Although strain U510 had 16S rRNA, atpD and ITS sequences
hat were very closely related to those of many of our isolates,
t produced an ERIC fingerprint that was unique and clearly dis-
inguishable from the field isolates. There were several isolates
roducing ERIC fingerprints closely related to U510, which perhaps
ay  be derivatives of U510 that have undergone genomic rear-

angements after field release. However many isolates showed no
lose relationship with U510, indicating that they might be indige-
ous to Uruguay or naturalized strains that were introduced with
eeds.

The fact that U510-like bacteria could not be isolated from field
odules, regardless the location or the history of inoculation of the
elds sampled, and despite it has been continuously used as a Lotus

noculant for several decades, indicates that this strain is poorly
dapted to the Uruguayan edaphoclimatic conditions. It is possi-
le that U510 has low survival or persistence in these soils, which
ogether with a possible low competitiveness for nodulation would

xplain its absence from nodules of our sampled collection. These
haracteristics may  also explain the frequent failures of inocula-
ion that have been observed since U510 began to be used in the
ountry.
logy 49 (2011) 197– 207

According to our results, ERIC fingerprinting was very useful
to determine rhizobia strain diversity whereas 16S rRNA analyses
allowed species identification. Besides, effective strains of Mesorhi-
zobium were abundant and genetically diverse in Uruguayan
soils. This diversity of rhizobia was not correlated with the geo-
graphical origin nor the different rainfall regimes. The existing
diversity may  be the basis for the selection of strains for future
inoculants.
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Abstract

It has been established that cyanobacteria play a vital role in the maintenance of flooded rice field fertility. To
evaluate the potential use of nitrogen-fixing cyanobacteria as a natural biofertilizer for rice in Uruguay, the diversity,
abundance and nitrogen fixing ability of these microorganisms were studied in the field and in the laboratory. The
effect of urea fertilization on population density and diversity of heterocystous cyanobacteria was determined on a
3-year assay. The highest number of cyanobacteria, 1.6×104 CFU m−2, was found at the control 8 weeks after
flooding. About 90% of the heterocystous cyanobacteria found in both treatments belong to the genera Nostoc and
Anabaena. Maximal nitrogenase activity was reached after 12 weeks of flooding in both treatments, with an average
of about 20 �mol C2H4 m−2 h−1. To improve the understanding of the environmental factors that can limit
nitrogenase activity in rice fields, two of the most abundant cyanobacteria isolates were tested for tolerance to
combined nitrogen and two herbicides. In both isolates 0.2 mM ammonium inhibited nitrogenase activity after 24 h
of culture. The addition of field-recommended doses of quinclorac and propanil affected oxygen photoevolution but
nitrogenase activity was only inhibited by propanil. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Cyanobacteria; Biological nitrogen fixation; Rice fields
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1. Introduction

Uruguay is the seventh largest rice exporting
country in the world with a cultivated area that
has nearly tripled in the last twenty years
(Gamarra, 1996).

Flooded rice fields, like the Uruguayan ones,
are a privileged niche for biological nitrogen fixa-
tion as they posses a variety of N2-fixing systems
(Roger, 1995). Diazotrophic cyanobacteria are the
main contributors to photodependent N2 fixation
in rice fields and among them, heterocystous
cyanobacteria are quite ubiquitous (Sinha and
Häder, 1996). They play a vital role in the mainte-
nance and build up of soil fertility (Roger and
Watanabe, 1986).

* Corresponding author: Tel. +598-2-309-7191; fax +598-
2-309-3004.
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More than 50% of the nitrogen used by rice
receiving nitrogen fertilizer derives from native
soil nitrogen. The soil nitrogen pool is maintained
through biological nitrogen fixation by organisms,
heterotrophs and autotrophs, associated to rice
plants or in the soil (Roger and Ladha, 1992).

Biological nitrogen fixation contribution to rice
culture is up to 75 kg N ha−1 per culture cycle
with a media between 8 and 30 kg ha−1 (Quesada
et al., 1997). Most published data concern rice
fields in Asia or Spain (Fernández-Valiente et al.,
2000), which have hydrological characteristics and
agricultural management that is quite different
from Uruguayan ones. One of the differences is
that our rice fields had a previous history of a
three-year pasture or fallow, as the weeds do not
allow sowing rice after rice (Gamarra, 1996).
Therefore soils are dry over a long period before
rice and flooding is established about four weeks
after sowing.

Despite the economic importance of rice culture
in Uruguay, little is known about the contribution
of N2-fixation to the fertility of our rice fields.
Nevertheless it is well known that the crop uses
more nitrogen than that added as fertilizer
(Deambrosi, 1999).

The fate of cyanobacteria in the rice field
ecosystem depends on their ability to grow, colo-
nize and survive. There are many factors limiting
cyanobacterial growth including physical, chemi-
cal and biological ones (Sinha and Häder, 1996).
Among the chemical stresses affecting cyanobac-
teria, it is well known that ammonium represses
nitrogenase activity and heterocyst differentiation
(Prosperi et al., 1992). Besides N fertilizer, other
habitually employed agrochemicals in rice culture
in our country are herbicides, and their effects on
nitrogen fixation by native cyanobacteria are not
known.

With the aim of evaluating the potential use of
N2-fixing cyanobacteria as natural biofertilizer for
rice, the diversity and nitrogen fixing ability of
these microorganisms were studied in a typical
rice field of Uruguay. On the other hand, to
improve the understanding of the environmental
factors that can be limiting nitrogenase activity,
two of the most abundant cyanobacterial native
isolates were tested for tolerance to combined

nitrogen and to propanil and quinclorac, two
herbicides used in Uruguay.

2. Materials and methods

2.1. Experimental design

Field experiments were conducted in three con-
secutive crop seasons (1997–98, 98–99 and 99–
00) in ‘Paso de la Laguna’, an experimental field
of Instituto Nacional de Investigación
Agropecuaria (INIA) in Treinta y Tres, Uruguay.
The soil belongs to the albic natraqualf group
(USDA, 1998), pH 5.3, 1.51% organic-C, 6 mg
kg−1 available P (Bray 1) and 0.26 cmol kg−1 K.
A 3-year pasture preceded this culture, which was
sowed after reduced summer tillage. Basal N and
P doses (10 and 52 kg ha−1 respectively) were
applied as a single application at sowing. Treat-
ments consisted of two levels of nitrogen, 0 (con-
trol) and 70 kg ha−1, supplied as urea when
flooding was established. Field trials were per-
formed in plots that received independent irriga-
tion. Plots of 13.2 m2 were seeded with rice
variety El Paso 144 (150–155 days’ cycle) at 200
kg ha−1.

Herbicides propanil and quinclorac (BASF
Uruguaya S.A.) at 2 L ha−1 were applied previ-
ous to flooding. Rice was flooded 30 days after
sowing to a depth of about 10 cm. The land was
drained 2 weeks before harvesting.

2.2. Sampling and counting of cyanobacteria

Three times during the culture cycle, water sam-
ples and soil cores of the top 0.5 cm were taken to
determine planktonic and benthic cyanobacteria.
Ten samples of the same treatment were mixed
and kept in the dark at 4 °C until processing.
Water and soil suspension dilutions were plated
onto agar containing nitrogen-free BG11 medium
(Allen, 1968). Plates were incubated for 4 weeks at
28�2 °C with continuous illumination (50 �E
m2s−1). Heterocystous strains were classified into
broad taxa according to morphological features
observed directly on the material growing in Petri
dishes according to Roger et al. (1987).
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Sampling dates corresponded to the following
growth stages of rice:
1. Tillering (main shoot and three tillers).
2. Booting (boots swollen)
3. Grain filling

2.3. Nitrogenase acti�ity in the field

The in situ acetylene reducing activity (ARA)
method with an incubation device similar to that
designed to minimize problems related to slow gas
diffusion by Quesada et al. (1989) was used. As-
says were performed at three sampling periods for
three consecutive years. At each sampling period,
3 days at 09:00 h, four assay chambers were
placed in each plot between the rows of plants
and in places without visually observable
cyanobacteria. Two controls were included: one
of ethylene production by soil (without acetylene)
and the other kept in darkness covered with an
aluminium foil for 14 h to estimate nitrogen fixa-
tion by heterotrophs. 10% of the air inside each
chamber was substituted by acetylene. Aliquots of
the gas phase were taken with prevacuated Vacu-
tainer® tubes after 4 h of incubation with acety-
lene. Ethylene concentrations were determined in
a gas chromatograph.

2.4. NH4
+-N soil analysis

Fifteen subsamples of soil from each plot were
dried and crushed to pass through a 1 mm sieve.
Soil ammonium content was determined at each
sampling period using the indophenol blue
method (Keeney and Nelson, 1982) after extrac-
tion with 2 M KCl and filtration.

2.5. Statistical analysis

Plots were laid in a two-block design, with four
replicates per treatment.

Since field measurements of cyanobacteria pop-
ulation and nitrogenase activity are known to
have an aggregative distribution that approxi-
mates a log-normal pattern in rice fields (Roger et
al., 1991), the residuals of our results were
analysed. The distribution of residuals was not
homogenous and was normalised using the loga-

rithms of the original data+1 (to avoid the prob-
lems of zeros) for the statistical analysis. Analysis
of variance as well as correlation were performed,
where appropriate, as indicated in the text.

2.6. Laboratory assays

Nostoc BI42 and Anabaena BI46 were purified
and isolated by dilution and plating from soil
samples of the same rice fields where in situ
nitrogenase activity was assayed. Cultures were
grown shaking them under a constant light inten-
sity of 120 �E m2s−1. Stock cultures were grown
in N-free BG11 medium buffered at pH 7.6 with
2.5 mM HEPES.

Data in the figures and tables are the means of
three independent experiments with duplicate cul-
tures and samples within each experiment.

2.6.1. Nitrogenase acti�ity
To determine the response to the addition of

ammonium, acetylene reduction assay was per-
formed in 25 mL aliquots of cell suspensions,
placed in 50 mL vials after 24 h of 0.05 and 0.5
mM NH4Cl addition to the media. The incuba-
tion time with acetylene was 30 min. Nitrogenase
activity was expressed as �mol ethylene mg−1

protein h−1. Protein content was determined us-
ing the Lowry method (Lowry et al., 1951).

The effect of herbicides on nitrogenase activity
was determined 3 and 24 h after the herbicide
addition. The herbicides Propanil BASF 480 (ac-
tive principle 3,4-dichloropropionanilide) and
Facet SC (active principle quinclorac, 3,7-
dichloro-8-quinolinecarboxylic acid) were kindly
supplied by BASF Uruguaya S.A.

2.6.2. Photosynthetic acti�ity
Photosynthesis was measured as O2 evolution

with a Clark-type O2 electrode (Hansatech Instru-
ments Ltd.). Two ml aliquots of cell suspensions
were placed in a 27 °C controlled cuvette and
illuminated with a quantum flux density of 400 �E
m−2 s−1. For chlorophyll determination, samples
of washed cells were extracted with methanol
overnight, read at 665 nm and calculated as de-
scribed by Marker (1972).
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3. Results

3.1. Di�ersity of cyanobacteria

Diversity and population density of heterocys-
tous cyanobacteria among a urea fertilized treat-
ment and a control without nitrogen application
were compared during 3 years. More than 89% of
the heterocystous cyanobacteria found in the soil
of both treatments every year belonged to the
genera Nostoc and Anabaena (Table 1). The other
genera present at low density were Calothrix,
Cylindrospermum, Nodularia, Scytonema and
Tolypotrix. Abundant non-heterocystous cyano-
bacteria belonging to the order Chroccocales, as
Gloethece (Waterbury and Rippka, 1984) and Os-
cillatoriales, corresponding to the genera
Lyngbya, Oscillatoria and Pseudoanabaena (Cas-
tenholz, 1984) were found in all the counts per-
formed. These cyanobacteria were almost the only
ones present at tillering when heterocystous
cyanobacteria were less than 100 CFU cm−2 for
both treatments.

Macroscopic colonies of Gloeotrichia sp. of
about 9 mm diameter appeared at grain filling in

both treatments and in all years. Gloeotrichia
colonies were also epiphytic over dry leaves of rice
and weeds, and they disappeared 2 weeks later.

Edaphic cyanobacterial abundance showed an
almost similar pattern in all the years, with maxi-
mum values at booting stage (Table 1).

The number of heterocystous cyanobacteria in
the fertilized treatment was significantly smaller
than in the control (Table 1).

Heterocystous cyanobacteria were present in all
soil samples, but in water samples only unicellular
and filamentous cyanobacteria without heterocys-
tous were found. Only in the last studied year, 465
heterocystous CFU ml−1 were recorded in water
for the control and 30 CFU ml−1 for the 70 kg
N-treatment at booting stage of rice.

3.2. Acetylene reduction acti�ity in the field

The contribution of heterotrophic nitrogen
fixing organisms to nitrogen fixation was negligi-
ble, with average values between 0 and 1.5 �mol
m−2 h−1.

Chambers without acetylene placed at each plot
showed average background ethylene concentra-

Table 1
Total heterocystous cyanobacterial population and the more abundant cyanobacterial types

Heterocystous cyanobacteriaGrowth stageaNitrogen treatment (kg N ha−1)Year
(CFU×102 cm−2 of soil)

TotalbNostoc Anabaena

16.3201997 17.60.9
12.01.09.13

70 2 34.0 3.5 40.0
6.13 4.8 0.6

0 2 10.0 150.01998 160.0
28.50.08.03

35.055.0 100.0270
3 3.0 0.0 6.5

0 21999 18.1 1.3 19.4
0.820.53 21.5

70 2 6.1 6.40.3
1.73 0.7 1.7

a 2 and 3 correspond to booting and grain filling.
b Analysis of variance was performed on total CFU (colony forming units) transformed to log of x. The table gives

backtransformed values. Heterocystous cyanobacterial population was different among treatments (p=0.03) and among growth
stages (p=0.001).
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Table 2
Effect of urea fertilization on grain yield and in situ nitrogenase activity at two sampling periods during three crop seasons

Year Nitrogenase activity (�mol C2H4 m−2 h−1)bGrowth stagea Grain yield (ton ha−1)c

0 kg N ha−1 70 kg N ha−1 0 kg N ha−1 70 kg N ha−1

1997 2 8.5 35.9
6387�55 7658�728

78.3 71.83

1998 2 5.9 2.9
8324�381 7939�195

8.7 4.83

6.9 2.81999 2
6718�240 8686�224

66.0 6.43

a 2: booting stage; 3: grain filling.
b Analysis of variance was performed on ARA data transformed to log of (x+1) and were non significantly different. The table

gives backtransformed values.
c Data are mean values�standard deviation. Grain yield was significantly different for N treatment (p�0.05).

tions lower than 2 �mol m−2 h−1, the estimated
detection limit of the technique.

Statistical analysis of data from the first year by
two-way analysis of variance (morning or after-
noon determination and treatment) showed no
significant difference between the moment of
ARA measurement, so in the following years the
assays were performed at 9 a.m.

At tillering, every year, there was no detectable
acetylene reduction. The average acetylene reduc-
tion rates in all treatments and in the three
analysed years were not higher than 80 �mol
ethylene m−2 h−1, ranging from 0 to 570 �mol
ethylene m−2 h−1 (Table 2).

Statistical analysis of nitrogenase activity for
nitrogen treatment sliced by year and by pheno-
logical state of rice showed significant differences
only for the last year and growth stage considered
(p�0.02).

Heterocystous cyanobacterial abundance and
photodependent ARA were not correlated.

Ammonium soil content varied among 11 to 47
�g kg−1 and was not significantly different for the
crop seasons and sampling dates studied (data not
shown). There was no correlation between soil
ammonium content and ARA.

Seventy kilograms of nitrogen fertilizer enabled

a higher rice yield to be obtained without signifi-
cantly affecting N fixation (Table 2). No correla-
tion was found between biological nitrogen
fixation and grain yield in control plots and in
plots with urea.

3.3. Effect of herbicides on photosynthesis

The effect of propanil and quinclorac over the
photosynthetic activity (oxygen production) of
Nostoc BI46 and Anabaena BI42 isolates are
shown in Fig. 1. The herbicides were directly
added to the oxygen electrode chamber so the
results of the assay confirmed the fast response of
photosynthesis to herbicides.

Propanil addition (Fig. 1A) suppressed the oxy-
gen evolution to about 78% at 0.5 mg l−1 and
91% at 1 mg l−1 in Nostoc culture. In Anabaena
the suppression of photosynthetic oxygen evolu-
tion by propanil, reached values of 55% at 0.5 mg
L−1 and 85% at 1 mg l−1.

Quinclorac addition slowed down oxygen pro-
duction at lower percentages than propanil (Fig.
1B). In Anabaena with 0.5 and 1 mg l−1 the
decrease was 31 and 41%, respectively. In Nostoc,
both concentrations of quinclorac reduced photo-
synthetic oxygen evolution by 45%.
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Fig. 1. Effect of different propanil (A) and quinclorac (B)
concentrations on oxygen photoevolution in Nostoc BI42 and
Anabaena BI46. Bars indicate the standard deviation.

Table 3
Effect of different propanil concentrations on nitrogenase
activity of cyanobacteria isolated from rice fields

Propanil Nitrogenase activity (�mol C2H4 mg−1

prot. h−1)(mg l−1)

Anabaena BI46Nostoc BI42

24 h 3 h3 h 24 h

38�60 40�237�5 42�3
23�5 24�2 15�30.5 20�4
15�3 5�318�5 6�21.0

19�42.0 14�2 3�1 2�1

Values are means of four replicates�standard error.

2 mg l−1, reduced Anabaena nitrogenase activity
to only 10% of the control.

Quinclorac did not slow down nitrogenase ac-
tivity at 3 or 24 h and up to 2 mg l−1 in both
isolates (results not shown). Moreover, ARA inhi-
bition caused by propanil was not worse when
both herbicides were added together, 1 mg l−1 of
propanil plus 0.5 mg l−1 of quinclorac (data not
shown).

3.5. Effect of combined nitrogen on nitrogenase
acti�ity

Nitrogenase activity, measured immediately af-
ter the addition of ammonium at 0.05, 0.2, 0.5
and 1 mM, was not different to the control (data
not shown). However, rates of ARA were signifi-
cantly lower after 24 h of culture in the presence3.4. Effect of herbicides on nitrogenase acti�ity

With the addition of propanil, nitrogenase ac-
tivity presented a different pattern for Nostoc and
Anabaena isolates (Table 3). ARA decreased by
more than 40% in Nostoc culture after 3 h of
incubation with 0.5 mg l−1 of propanil. The rate
of ARA remained similarly inhibited after 24 h of
incubation with this herbicide and higher concen-
trations of propanil (2 mg l−1) did not produce
higher inhibition.

In Anabaena, ARA inhibition with propanil at
0.5 mg l−1 was as drastic as for Nostoc after 3 h
and continued decreasing to 64% after 24 h.
Higher concentrations of propanil, between 1 and

Table 4
Effect of different ammonium concentrations on nitrogenase
activity of cyanobacteria isolated from rice fields

Ammonium Nitrogenase activity
(mM) (�mol C2H4 mg−1 prot. h−1)

Nostoc BI42 Anabaena BI46

0.00 54�1040�6
29�5 38�80.05
18�20.20 33�3
5�1 18�20.50
3�11.00 6�1

Values are the means of four replicates�standard error.
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of ammonium from 0.2 mM (Table 4). With the
highest assayed concentration of ammonium, the
inhibition range was of the order of 90% after
24 h incubation (Table 4).

4. Discussion

4.1. Heterocystous cyanobacterial population

The average heterocystous cyanobacterial den-
sity in the control, 2.8×103 CFU cm−2 of soil,
was lower than that reported for rice fields in
Spain (Fernández-Valiente et al., 2000, 1997; Que-
sada et al., 1997) or at IRRI in about 200 mea-
surements (Roger and Ladha, 1992). The initially
slightly acidic pH of the soil could affect
cyanobacterial growth and favour eukaryotic al-
gal development (Roger et al., 1980). Green algae
and aquatic weeds can compete for light with
cyanobacteria and could explain the low indige-
nous density of viable propagules.

Most heterocystous cyanobacteria were Nostoc
genus, which is known for its ability to withstand
desiccation. The predominance of Nostoc spp. in
most of the soil samples happens to be a common
observation for rice fields (Begum et al., 1996).
The dominance of mucilaginous strains like Nos-
toc and Gleotrichia in the soil or as blooms,
indicates that dryness and grazing may be impor-
tant limiting factors for cyanobacterial growth
(Roger et al., 1987). A high number of snails
(Planorbis sp.) were present at booting and grain
filling.

The addition of nitrogen fertilizer has been
shown to decrease cyanobacterial growth as in
our results, but the inhibition might be mostly
indirect (Roger, 1988).

4.2. In situ nitrogenase acti�ity

No consistent temporal patterns in ARA deter-
mined in situ were evident throughout, although
on average, the highest values were observed at
the last sampling date and the lowest at tillering
state. El Paso 144 is a rice variety with erect
leaves which allows the light to reach the soil
surface with an appropriate intensity until the end

of the culture cycle. At the beginning of the crop
season, the natural cyanobacteria population
might be low and several weeks need to pass
before it can make a significant contribution to
N2 fixation.

The modest nitrogen fixation rate recorded
could be considered as the minimum ARA, since
the incubation chambers were always placed
where no apparent cyanobacterial bloom was
present. The high variability of ARA registered,
confirmed the recognised limitations of the
method (Roger and Ladha, 1992). A gross input
estimation of 1 kg N ha−1 crop−1 by biological
fixation can be made for the control, assuming 80
days of detectable ARA.

It is accepted that ammonium inhibits nitroge-
nase activity. The lack of significance of nitrogen
treatment in most of the years considered, sug-
gests that nitrogen fixation in rice fields is gov-
erned by other factors and not only by nitrogen
fertilizer. It has been reported that after fertiliza-
tion, nitrogen in the floodwater returns to its
original concentration within a few days (Fernán-
dez-Valiente et al., 1997).

Measurements of NH4
+-N were intended to

reflect the amount of nitrogen readily available
for plants’ and microorganisms’ use at the time of
sampling. This parameter includes mineral nitro-
gen in both the solution and the exchange com-
plex that can readily replace N removed from
solution (Westcott and Mikkelsen, 1987). NH4

+-N
was expected to be a better indicator of the com-
bined nitrogen affecting nitrogenase activity than
nitrogen applied as fertilizer at sowing, but this
was not the case.

The lack of correlation between heterocystous
cyanobacterial abundance and photodependent
ARA would indicate little contribution to ARA
by this group of bacteria. However, the low accu-
racy of the counting method, which does not
typically represent the total population (Roger et
al., 1987), could contribute to the weak correla-
tion between ARA and cyanobacterial abun-
dance. The fact that non-heterocystous
cyanobacteria may show high nitrogen fixation
rates at moderate light intensities, and that anoxy-
genic phototrophic nitrogen fixing bacteria could
be involved (Quesada et al., 1997), must be
considered.
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The lack of correlation between ARA and yield
may indicate that fixed nitrogen was scarcely used
by the crop. Our results do not indicate that it is
possible to reduce N-fertilizers due to N2 fixed by
cyanobacteria without affecting rice productivity.

Native cyanobacterial strain enrichment ap-
pears as an alternative or supplementary nitrogen
input to our rice field ecosystem. The effect of
cyanobacteria inoculation could be to shorten the
time necessary for local adapted strains to multi-
ply and colonize the soil efficiently (Balandreau
and Roger, 1996). Since spore germination is
photodependent, inoculated propagules applied
on the soil surface might germinate better than
indigenous propagules mixed with the soil. Inocu-
lation may enable cyanobacterial biomass devel-
opment and later mineralization, therefore rice
could benefit from the nitrogen fixed during the
crop cycle.

4.3. Effect of herbicides and combined nitrogen

Quinclorac and propanil are two herbicides
commonly used in Uruguay to control Echi-
nochloa spp. at 1.5 and 10 l per hectare respec-
tively (Gamarra, 1996). Sensitivity of
cyanobacteria to herbicides varies according to
the species and the kind of herbicide, but in
general they are quite sensitive to herbicides
(Leganés and Fernández-Valiente, 1992).

It is known that propanil inhibits the Hill reac-
tion and it has also been reported that photosyn-
thesis in cyanobacteria like Anabaena cylindrica,
Tolypothrix tenuis and Nostoc entophylum at 100
mg l−1 is inhibited (Singh and Tiwari, 1988).
Assuming a floodwater layer of 10 cm depth, the
final concentrations of quinclorac and propanil
present in the field are 0.2 and 0.5 mg l−1 respec-
tively. However, when the herbicides are applied,
concentrations may be higher on dry soil where
most cyanobacteria are dormant.

The exact mode of action of quinclorac is not
completely known, although several tests have
shown its auxin-type character (Berghaus and
Wuerzer, 1987). Inhibition of photosynthesis by
quinclorac is lower than propanil inhibition,
which may explain the fact that quinclorac did
not inhibit nitrogenase activity after 24 h; mean-

while the herbicide may be metabolized by these
cyanobacteria.

Besides ATP, nitrogen fixation requires also a
source of reducing power, which is dependent on
a supply of carbon compounds from the vegeta-
tive cells (Gallon and Chaplin, 1988). Inhibition
of nitrogen fixation could be a consequence of
inhibition of photosynthesis (Leganés and Fer-
nández-Valiente, 1992) related to the lack of re-
ducing agent pools.

The effect of propanil was less marked in Nos-
toc, which was the most frequent genus found in
the rice field studied. Anyway, the fact that quin-
clorac did not affect nitrogenase activity should
be considered when herbicides are recommended
for rice.

The inhibition of nitrogenase activity in the
presence of ammonium (Table 4) was similar to
the one observed by Prosperi et al. (1992) after 48
h of incubation with 0.4 mM ammonium. High
ammonium concentrations (0.5–1 mM) can be
expected in rice fields when fertilizer is added, but
it is diluted or consumed in a short time, particu-
larly if it is applied before flooding as in our
conditions.
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Chapterl6

Role of Cyanobacteria As Biofertilizers:
Potentials and Limitations

Pilar Irisarri

INTRODUCTION

Biofertilizers are preparations containing viable forms of beneficial micro-
organisms intended for seed or soil application. Cyanobacteria are oxygenic
photosynthetic bacteria, and some of them are able to fix dinitrogen. They
have inhabited much of the surface of the earth for billions of years and to-
day they are responsible for a significant amount of biological nitrogen fix-
ation (BNF). Cyanobacteria's trophic independence made them suitable for
use as biofertilizers. Cyanobacteria are widely distributed organisms all
over the world and can be found in extreme habitats, from hot springs to ar-
tic regions. Among the ecosystems in which they can be found, wet soils
provide an ideal environment for cyanobacteria to grow.

The existence of an agronomic potential for cyanobacteria in rice culti-
vation was recognized by De (1939), who attributed the natural fertility of
tropical rice fields to BNF by those organisms. Since then, long-term fertil-
ity experiments and nitrogen-fixation measurements have confirmed the
importance of cyanobacteria and other nitrogen-fixing organisms in main-
taining moderate but consistent rice production in fields receiving no nitro-
gen fertilizer (Roger, 1991).

Nitrogen (N) is one of the most important crop nutrients, and in countries
of the developing world nitrogen fefilizers are not always available or are
so only to a limited extent. Increased use of chemical fertilizer is also con-
tributing to the degradation of the biglogical properties of the soil and, indi-
rectly, environmental conditions. Thus, some ways and means must be
developed to minimize the use of chemical fertilizers. Energy crises com-

I am grateful to Dr. P. A. Roger who sent me his bibliographical references. The pre-
viously unpublished results from our laboratory mentioned in this chapter were made
possible by grants from IFS (C12747) and INIA-FPTA N' 108.
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pelled us to think about using renewable natural resources and BNF.
Cyanobacteria contribution to soil fertility in many agroecosystems de-
serves more attention due to their ecological and economical advantages.
Use of certain nitrogen-fixing cyanobacteria as partial substitutes for chem-
ical fertilizer seems to be one of the most important approaches to BNF
technology. Hence, cyanobacteria study has been pursued from both theo-
retical and applied perspectives.

It is well established that the best results of inoculation with cyanobac-
teria are obtained when indigenous species or strains are applied; exotic
species are hardly able to survive when introduced to a habitat of tough
competition and zooplankton predation, so they are generally eliminated.

The main limiting factor for a technology allowing the enhancement of
the presence ofindigenous cyanobacteria is certainly the lack ofdata about
the ecology and environmental elements promoting or modulating the
growth increase in biomass. Some limitations for its use as a biofertilizer
has been discussed in the present work.

CURRENT STATUS OF CYANOBACTERIAL USE
AS BIOFERTILIZERS

Earlier reports indicated that cyanobacteria were not abundant in rice
fields and so it was justified to inoculate. The effects of soil inoculation with
cyanobacteria on rice yield were first reported by Watanabe et al. (1951),
with a 25 percent increase in yield after inoculation of a poorly drained
paddy with Tolypothrix tenuis.

Floating gelatinous colonies of Nosfoc were added to some fields in
China, with populations developed in ponds and released into paddy fields
when the rice was planted (Whitton and Roger, 1989).

Studies on inoculation with Tolypothrix tenuishave been discontinued in
Japan, but subsequently there have been many reports from India and a lim-
ited number from other countries such as the Philippines, Burma, Thailand,
Vietnam, Russia (Hashem et al., 1996), and Egypt (Yanni, 1996).

In India, where the technique of "algalization" (inoculation with cyano-
bacteria) was developed, cyanobacteria were provided to rice farmers by
the All India Coordinated Project on Algae (Venkatamaran, 1981).

In Thailand, since 1992, the pilot plant at the Technopolis has supplied
more than 20,000 tons of biofertilizer to the Department of Agricultural Ex-
tension. The technology is now being transferred from the ministry to the
private sector for commercial production.

Most published data of inoculation with cyanobacteria refer to tropical
rice fieldi, which are different in characterisiics and agricultural manage-
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ment from temperate ones. BNF is far more diverse and complex in the trop-
ics than under temperate conditions (Balandreau and Roger, 1996). Assays
of cyanobacterial inoculation in temperate climates were performed in the
United States (Reynaud and Metting, 1988), Spain (Fernández-Valienre
et al., 1996),Italy, Argentina (Zaccaro, 2000), and Uruguay (Irisarri et a1.,
1999).

Rice grows in flooded conditions during part of all the cropping period
(lowland rice or deepwater rice) in about 88 percent of rice land (Roger,
1995). Information is scarce about the use of cyanobacteria as a biofertilizer
for nonflooded cultures. Howeveg Alfassi et al. (1997) found that Nostoc
commune and Anabaena cylindrica could supply wheat plant (in pots) with
atmospheric nitrogen to maintain its vegetative growth.

AVAIIA,BILITY OF FIXED NITROGEN TO RICE PI-ANTS

The extent to which cyanobacteria may contribute to the N requirements
of the rice crop is determined by a number of factors, the more obvious in-
cluding the standing crop, the rate of nitrogen fixation per unit area, the
turnover of the fixed nitrogen, and the extent to which any N released be-
comes available to the rice plant (Whitton and Roger, 1989).

Nitrogen fixed by cyanobacteria may become available to rice plants
only after its release into their surroundings, by mineralization of their
intracellular content, and/or as extracellular products. So it was supposed
that a successful setup of desired cyanobacteria in the rice fields would be a
source of slow release of nitrogen according to plant demands.

Some studies using l5N have shown that the nitrogen fixed by the
cyanobacteria is actually taken up by the crop plants. When fresh Nostoc
inoculum, composed mainly of vegetative cells, was incorporated to the
soil, about 38 percent of the l5N was recovered in the first crop instead of 28
percent when dried material was used (Tirol et a1.,1982). This pot experi-
ment demonstrated that cyanobacterial N was less available than ammo-
nium sulfate for the first crop. But for the other two crops in the same assay,
its availability was very similar, indicating the slow release of cyano-
bacterial nitrogen, a finding that agrees with the cumulative effect of inocu-
lation. However, its very low C:N ratio (from 5:l to 6:l) gave a better N
availability than that of organic fertilizers such as farmyard manure.

Ghosh and Saha (1997) reported that inoculation significantly increased
the release of inorganic N either in soil or in soil solution but such increase
rarely exceeded 4 percent of total N gained in the soil system during the
vegetative growth stages of the rice plant, when the nutritional requirements
of the plants are at their maximum. However, the same authors reported that
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inoculation caused an increase in nitrogen uptake by the grain (30 percent)
and in total uptake when urea was not applied. Inoculation improved the N
status of soil by nearly ten times more than that utilized by the crop. These
results indicated a transformation of a very small fraction of cyanobacterial
fixed N2 to the plant-available form in the soil system during the vegetative
growth period of the crop.

Saha and Mandal (1980) observed that most of the residual N from
cyanobacteria remaining in wet soil after the crop harvest did not persist
with air drying of the soil. In other assays with cyanobacterial N labeled
with l5N, it was mineralized quickly enough to be available during the
growing season of a rice crop (Thind and Rowell, 1999). Depending on
field conditions, cyanobacteria may have a role in assimilating nitrogen and
protecting it from being lost as well as being a major driving force for NH3
volatilization through diurnal increases in pH. Cyanobacteria may also
cause N loss through stimulation of nitrification-denitrification processes
as they affect the depth of the aerobic soil layer through their O, input, but
this needs confirmation (Mandal et al., 1999).

CA LTIVATION OF CYANOBACTERIA FOR BIOFERTILIZER

The basic principle is to grow cyanobacteria using natural sunlight under
conditions simulating the rice field. The open-air soil culture of inocula is
simple and of low cost but has climatic limitations. It was estimated that a2
m2 tray might produce enough cyanobacteria to inoculate I ha in 2 to 3
months under sunny summer conditions (Roger, 1995).

In India, farmers multiplied the inoculum in shallow tanks with a thin
layer of soil covered by water and superphosphate. The "starter culture"
recommended was a soil-based mixture of Aulosira, Tolypothrix, Scyto-
nema, Nostoc, Anabaena, and Plectonema. A copious growth of the inoc-
ulated species was expected in a week or two. The capacity of these or-
ganisms to stand desiccation made it possible to preserve the product in a
sundried form. Under such culture conditions, Roger et al. (1987) observed
that the final amount of individual strains in the algal flakes was unpredict-
able. Soil-based inocula were most frequently unbalanced and generally
dominated by one or two strains, mostly a Nostoc. They suggested that a
suitable method for producing a multistrain balanced inoculum of known
quality would be to produce monostrain inocula of various strains, evaluate
their concentrations after drying, and mix them according to the colony
forming units (CFU) contained to obtain a balanced mixture.

In a two-year assay in Uruguay, fresh laboratory-produced inocula could
not proliferate in the field, and inocula produced in tanks with soil and wa-
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ter presented less than I percent of heterocystous cyanobacteria. In Japan,
nurturing inoculum growth was often difficult (Grant et al., 1986). Roger
and Kulasooriya (1980) explained how to produce inoculum under artifi-
cially controlled conditions, but large-scale biofertilizer production under
these conditions seems difficult to accomplish.

The efficiency of inoculum can be increased if it contains a heavy load of
the perennating bodies such as akinetes and hormocysts. Many species of
Anabaena and Nostoc form a long chains of spores, and sometimes the en-
tire trichome gets transformed into spores. A culture containing such organ-
isms will multiply faster when inoculated into the field (Hori et aL.,2002).

Fresh inoculum applied at a high density might be more efficient than a
dry soil-based inoculum to provide nitrogen to the current crop (Roger,
1991).

Various inert supports have been tested for growth and conservation of
inocula-pumice stone, sand, porous gravel, synthetic sponge blocks (2 to
4 cm)-and the material efficiency was verified even after two years of stor-
age (Roger et al., 1987).

A multivariate analysis of data from West African sites (Reynaud and
Roger, 1978) showed that the best time for inoculation was at the beginning
of tillering.

INOCUIA,TION AND CROP YIELD

Inoculation with cyanobacteria has failed to increase rice yield consis-
tently (Roger et al., 1993; Watanabe, 1986), which may explain why farm-
ers have not adopted this technology. In an analysis of 634 experiments,
Balandreau and Roger (1996) reported yield increases after inoculation. Yet
in most experiments, the only variable measursd was grain yield (Reddy
and Roger, 1988); therefore, reasons for the presence or absence of a yield
increase after cyanobacteria inoculation are poorly understood.

Yanni's study (1996) of inoculation with cyanobacteria in Egypt resulted
in a yield increase of around l0 percent. In a two-year field assay in Uru-
guay, where rice seeds are sown in dry soil and followed by three years of
forage species culture, grain yield was unaffected by inoculation but the
number of heterocystous cyanobacteria was not different from the inocu-
lated plots. The amount of total nitrogen in the soil did not vary at the end of
the crop season. These results were obtained using inocula produced in the
laboratory with the three more abundant isolates, which had not a chance to
compete with algae and grazers prior to inoculation.
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Roger (1995) reported small and variable responses of yield to inocula-

tion and an experimental error frequently larger than the response. He also

affirmed that many unsuccessful results of inoculation are not published.

In a survey of published results without inoculation, Roger ( 1991 ) shows

that the contribution of cyanobacteria to the N balance of rice fields is sig-

nificant, with average values around 13 kg N.ha-t. In temperate rice fields

from Uruguay a gross input of I kg N'ha-t per crop was estimated by the

acetylene reduction activity assay (Irisarri et al., 2001). This value of a

phoio-dependent BNF contribution could be underestimated as cyanobac-

terial blooms were not considered.

REASONS FORTHE FAILURE OF INOCUI.ATION

In many cases no benefits in yield were found after inoculation. The low

content in cyanobacteria propagules of the inoculum might be one of the

reasons for the failure of inoculation. This is not surprising, as the recom-

mended rate of inoculum application will provide on average less than one

propagule for every 130 indigenous cyanobacteria already present (Roger

ánd Kulasoriya, 1980). Inoculated strains could not even be detected imme-

diately after inoculation, presumably because they constituted such a small

portion of the total population. In other studies, inoculated strains did multi-
pty Uut rarely dominated the native population of cyanobacteria (Reddy and

Roger, 1988).
Many rice fields visually show obvious growth of cyanobacteria but typi-

cally only about half of the cyanobacteria genera present are heterocystous

and thus nitrogen fixers (Whitton and Roger, 1989).

When beneficial effects on plant growth due to inoculation have been

found it is likely that establishment of large populations of cyanobacteria

has been possible due to the large phosphorous content of propagules in the

inocula, which will give the introduced cells a substantial growth advantage

over indigenous strains (Roger et al., 1986). In any case, whether the

inoculum strains succeed in becoming established or not, there is little evi-
dence indicating that they can fix N2 more effectively than indigenous
cyanobacteria.

Reddy and Roger (1988) observed a longer persistence of some foreign
inoculated strains and the late establishment of blooms of inoculated
Aulosirafertilissima with predators control, showing some potential for in-
oculation of rice soils with foreign strains.

The fate of cyanobacteria in the rice field ecosystem depends on their
ability to grow, colonize, and survive in the soil (Tomaselli and Giovannetti,
1993). Survival capability did not appear to be closely correlated to the col-
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onization process. This process depends mainly on the growth rate and
spread of the organisms during favorable conditions. Survival depends on
the capability to overcome adverse growth conditions.

Different strains have different capabilities to survive in soils under
drought conditions. Survival seems to be related to the existence of resistant
structures that are unaffected by desiccation, such as akinetes or sheaths,
well represented in Nostoc and Scytonema (Tomaselli and Giovannetti,
1993). When appropriate conditions for growth are restored, the quiescent
cells of the drought-resistant strains fully recover their functions.

Grazing of inoculum by invertebrates was detrimental to inoculum es-
tablishment (Grant et al., 1986). Primary consumers that proliferate at the
expense of cyanobacteria are a major limiting factor in paddy fields. A large
positive N balance was obtained over three rice crops by using neem
(Azadirachta indica A. Juss) seeds to control grazing of cyanobacteria. The
dominance of mucilaginous cyanobacteria strains, which happens to be a
common observation for rice fields (Begum et al., 1996), should indicate
that grazing and drought may be limiting factors for cyanobacterial growth.

Surface broadcast application of nitrogen fertilizer not only inhibits
photodependent BNF but also favors the growth of green algae, which in-
creases the pH of the floodwater and causes fertilizer losses by ammonia
volatilization (Fillery et al., 1986). Combined sources of nitrogen, which
are commonly used in rice production, constitute an important stress on mi-
crobial systems. Cyanobacteria could be able to revert to nitrogen-fixing
mode, when exogenous nitrogen is depleted. Our results indicated lack of
significance of nitrogen treatment at sowing over nitrogen fixation rate
measured as acetylene reduction activity (ARA) (Irisarri et al., 2001). High
ammonium concentrations can be expected in rice fields when fertilizer is
added, but such fertilizer is diluted or consumed in a short time, particularly
if it is applied before flooding, as in our conditions.

Delaying N fertilizer application could possibly allow the growth of Nr-
fixing cyanobacterial blooms at the early stages of the crop (Yanni, 1 991),
but the resulting effects on N losses from fertilizer applied in a cyano-
bacterial-rich water are unknown. Deep placement of N fertilizer, instead of
broadcasting, favored cyanobacterial growth (Roger, 1 995).

Acidic soils represent another problem in obtaining better results from
inoculation with cyanobacteria (Roger et al., 1980). The majority of cyano-
bacteria grow through a wide pH range (from 6.5 to 8.5), but some species
are sensitive to low pH. Uruguayan rice fields presented an average hetero-
cystous cyanobacterial density lower than tropical ones (Irisarri et al.,
2001). The slightly acidic pH of the soil could explain rhe abundant green
algae and aquatic weed development which competed for light with cyano-
bacteria.
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Solar ultraviolet-B (UVB) radiation at the earth's surface is increasing
due to a continued depletion of the stratospheric ozone layer, and the sur-
vival of some cyanobacteria is severely affected by UV light (Sinha and
Háder, 2000). Nr-fixing cyanobacteria strains having photoprotective com-
pounds may be potent candidates as biofertilizers.

Pesticides may have adverse effects on the growth of cyanobacteria. Sen-
sitivity of cyanobacteria to herbicides varies according to the species
(Leganés and Fernández-Valiente, 1992). The addition of field-recom-
mended doses of quinclorac and propanil; two herbicides commonly used
in Uruguay as cyanobacterial isolates, affected oxygen photoevolution but
not nitrogenase activity (Irisarri et al., 2001). On the contrary, some pesti-
cides have been found to accelerate the growth of cyanobacteria (Wright
et al., 1917).

More attention should be given to the impact of physical, chemical, and
biological limiting factors occurring in the field, to improve the biofertilizer
benefit:cost ratio (Mulongoy et al., 1991).

BENEFITS OF CYANOBACTERIA
BEYOND NITROGEN INPUT TO THE AGROECOSYSTEM

Biofertilizers can affect growth and yield of plants either directly or indi-
rectly through different mechanisms. For example, a buildup of organic
matter takes place due to cyanobacteria inoculation (Das et al., 1991). The
amount of addition of organic C to soils by the growth of cyanobacteria var-
ies from 0.45 t.ha-r to 41 .6 t.ha-r (Rao and Bums, I 990), contributing to hu-
mus formation despite the absence of typical lignin in them. A good
cyanobacterial bloom and persistence as soil organic matter depends on
decomposability, which in turn depends on the biodegradability of cell wall
compounds and their physiological growth stages. Data of long-term exper-
iments are lacking (Mandal et al., 1999), but inoculation may bring about,
directly or indirectly, certain changes in the physical, chemical, and biolog-
ical properties of the soil and soil-water interface in rice fields, which are of
agronomic importance. The extracellular organic compounds liberated by
the cyanobacteria; the 02 released due to photosynthesis during their active
growth period; and the subsequent addition of biomass after their death are
likely to cause some important changes in the physicobiochemical proper-
ties of the soil, including retardation of NH3 volatilization, mobilization of
fixed phosphates, and regulation of micronutrients (particularly Fe, Mn,
and Zn), affecting their availability. Cyanobacteria are known to have the
ability to mobilize bound phosphates in soil sediments or in pure culture
(Roger, 1995), possibly because oforganic acid excretion. There is increas-
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ing evidence that crops grown in organic-rich and biologically active soils
are less susceptible to pest attack (Altien,2002).

However, these benefits can be achieved only if there is a good growth of
cyanobacteria in rice fields.

IS INOCUIATION
WITH CYANOBACTERIA WORTHWHI LE?

It is important to verify that N is actually limiting before improving BNF.
Significant yield responses to applied N are obtained on nearly all lowland
rice soils when irrigation is adequate and weeds or pest problems do not
limit growth (Cassman et al., 1998). Because knowledge of factors that al-
low cyanobacteria to establish and bloom in rice fields is limited, inocula-
tion is conducted on a trial-and-error basis. No method for estimating the
chance of success of inoculation in a given agroecosystem is available.

The ubiquity of heterocystous cyanobacteria in rice soils does not imply
that inoculation is not needed. The extent to which inoculation will eventu-
ally prove worthwhile will depend on local circumstances. The response is
likely to be most evident in nonacidic soils with moderate to high phospho-
rous availability where nitrogen fertilizer is not broadcast. Since spore ger-
mination is photodependent, inoculated propagules applied on the soil sur-
face might germinate better than indigenous propagules mixed with the soil
(Roger, 1991). Agrosystems with a long dry fallow or an upland crop before
rice may be especially responsive to inoculation (Roger, 1991). A low inci-
dence of grazers and a lower indigenous density of viable propagules of
cyanobacteria after the dry period would explain these systems'inoculation
dependence.

During unfavorable seasons most heterocystous cyanobacteria can form
perennating bodies which germinate with the onset of favorable conditions.
Under such circumstances, inoculation should reduce the lag time neces-
sary to reach an appropiate cyanobacteria population density (Roger, I 99 I ).

Data appear to be lacking to support the claim by Agarwal (1979) that
the introduced cyanobacteria can establish themselves if inoculation is
done repeatedly for three to four cropping seasons.

In general, cyanobacteria have less potential in terms of nitrogen fixation
than legumes or Azolla, but inoculation, when successful, is a low-cost
technology with a cost:benefit ratio far more favorable than that of green
manure (Roger, 1991). This may ensure a much better survival rate of the
microorganisms and easy transportation and application of the biofertilizer.

Roger (1995) proposed to enhance the growth of indigenous cyano-
bacteria in rice fields as an alternative strategy to inoculation for improving
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the inputs of N2 fixation. According to Balandreau and Roger (1996), the

goal of developing BNF is not to achieve the maximum nitrogen input; it is

to achieve the maximum income (money and/or food) for farmers. Increas-

ing BNF is desirable not only because the cost of synthetic fertilizer is

unpredictable but also because it contributes to the sustainability ofsoil fer-

tility. An indispensable requirement of sustainable agriculture is the contin-

uous renewal of soil structure and fertility with renewable resources, lessen-

ing the need for chemical fertilizers, thus reducing their environmental

burden.
Inoculation is advisable with local strains to deal with bacteria adapted

to the plant and to the local edaphic and climatic conditions. Introduced

cyanobacteria are difficult to produce in large quantities and are rarely well

established.
Defining environmental conditions in which natural or inoculated cy-

anobacteria can add onto curent mineral N fertilizer applications is the

strategy for the future.

INTEGRATED SOIL F ERTILITY MANAGEMENT

In the 1960s and 1970s, the green revolution increased agricultural out-

put with the assistance of chemical fertilizers and pesticides, high yielding

ieed varieties, and intensive land use. Although contributing to production,

these new technologies also had potential risks: unbalanced, excessive, or

untimely application of agrochemicals could deplete soil, cause water pol-

lution, render commonly used pesticides ineffective, and harm human

health and environment. The environmental impact and sustainability of
development have become an international priority issue. More prudent ag-

ricultural cultivation practices, for example, integrated soil fertility man-

agement and green and organic agriculture have generated worldwide at-

tention.
To improve agricultural production, we must not disregard the develop-

ment of a more self-sufficient and sustaining agriculture with a deeper un-

derstanding of the nature of agroecosystems and the principles by which

they function (Altieri, 2002).
A good example of this approach is the results obtained by Yanni and

Osman (1990). Natural infection with leaf and neck blast caused by Pyri-
cularia oryzae in rice became elevated with increasing N fertilization. Inoc-

ulation with fresh cyanobacteria decreased leaf blast. Yanni and Sehly

(1991) suggested thai inoculation gave rise to a slow release of biotogically
fixed N2. Such a mechanism could regulate the N status of the rice ecosys-
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tem without exceeding the critical level at which susceptibility to blast may
dramatically increase.

On the other hand, demand is growing for organically grown food prod-
ucts. In this situation the ecological and economic merits of biofertilizers
have been highlighted and the production of organic rice should depend on
BNF.

FUTURE PERSPECTIVES

The efficiency of nitrogen inputs must be significantly improved for two
reasons: ñrst, the rhanufacture of inorganic fertilizer N requires fossil fuels,
which are a nonrenewable resource; second, inefficient use of both inor-
ganic fertilizer N and organic nitrogen leads to gaseous emission of N to the
atmosphere which may contribute to global change.

The challenges for the future are to employ more suitable cyanobacteria
to produce biofertilizers and to better understand rice agroecosystems so as
to make the use of cyanobacteria profitable.

Efforts have been made to obtain cyanobacteria strains with especially
high nitrogen-fixing ability to be incorporated into the inocula, but there is
no evidence that such mutant strains have a particular advantage in the field.

Another approach to achieve this can be through the development of am-
monia-leaking strains. Anabaena azollae actually makes available the ni-
trogen fixed by it to Azolla as ammonia. Anabaena azollae and A. variabilis,
when immobilized in polyurethane and polyvinyl foams or calcium algin-
ate beads, have been shown to release ammonia extracellularly (Kannaiyan
et al., 1994). Algal mutants with defects in the regulation of the enzyme
glutamine synthetase can be made to liberate ammonia. As genetically im-
proved cyanobacteria face competition with the predominant native spe-
cies, it may be advisable to use somaclones of Anabaena-Azollae (Sinha
et al., 1998).

It may prove useful to introduce fast-growing strains, although Roger
( 1996) stated that most fast-growing strains with doubling times of 5 to 1 2 h
belong to Anabaena genus and do not form mucilaginous colonies, so they
would certainly be susceptible to grazing.

Whitton and Roger (1989) pointed out that introduced srrains with high
nitrogen-fixing ability did not survive unless there was a simultaneous
change in the environment, which gave them a competitive advantage.

Modern agricultural fields are generally treated with high doses of N fer-
tilizers and pesticides despite the adverse effects these may exert on the soil
microflora of naturally ocurring N-fixing cyanobacteria. Vaishampayan et
al. (1998) indicated the need to develop ammonia-derepressible pesticide-
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resistant cyanobacterial mutants as a viable and efficient photobiological N
fertilizer phycotechnology. Although some of these strains perform well
under in situ conditions, they need further improvement to adapt to the vari-
ous biotic and abiotic stress factors operative in the fields, particularly with
respect to strain competition during changes in edaphic and climatic condi-
tions. A knowledge of the various biotic and abiotic stress factors that may
be operative in the field is a prerequisite for mass cultivation of mutant
cyanobacteria for field experiments. Some factors may modify cyano-
bacterial physiology in the field while others may either cause leaching,
photodecomposition, volatilization, or possible microbial degradation of
the pesticides or conversion of the same to more powerful multiple inhibi-
tors in the field (Vaishampayan et al., 1998). The genetically manipulated
cyanobacterial species may act more efhciently as the self-renewable con-
stitutive N supply in wet agriculture, producing ammonia at the sole ex-
pense of the plentiful solar energy, atmospheric CO2, Nr, and water, irre-
spective of the pre- or posttreatment of the helds with pesticides and/or
synthetic N fertilizers. These may not completely replace the use of the lat-
ter but may contribute in considerably reducing their use; these may help in
making up the significant loss of the available fixed N from the soil.

The survival of the transgenic microbial inoculant population, its moni-
toring, and positive and negative interactions with indigenous microbial
populations are the challenges that face this emerging technology (Ten-
gerdy and Szakács, 1998).

CONCLUSIONS

ln Asia, 24 percent of the increase in rice production from 1965 to 1980
was attributed to better crop nutrition due primarily to the increased use of
N fertilizers. Today, more than 20 percent of all N fertilizers produced
worldwide are applied to the rice fields of Asia. The densely populated and
land-scarce nations of Asia, where more than half of the earth's people live
and rice is a staple food, are dependent on petroleum-based fertilizers. Any
reduction in the consumption of this fertilizer without affecting productiv-
ity as well as the introduction of a cyclic nutrient supply system through bi-
ological sources would be ecologically and economically advantageous.

In temperate rice cultivation, biofertilizers appeared also as ecologically
friendly and economically important alternatives for organic rice produc-
tion.

The challenge is to increase our knowledge about limiting factors for
cyanobacteria contribution to the N status of rice ecosystem. It is of no use
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to transfer technologies from one site to another, ifthe set ofecological in-
teractions associated with such techniques cannot be replicated.

In the context of biological management of soil fertility, we must con-
sider that the advantages of slow N release might not be apparent in the first
crop after inoculation and that the feasibility of the technique is not assured.

There is still a lot to investigate about the multiple effects of natural re-
sources management, some of which may even be undesirable. Perhaps
biofertilizers may not be an alternative to synthetic fertilizers, but they can
enhance the availability of plant nutrients from the soil.
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Abstract During three rice-growing seasons in

Uruguay, field experiments were conducted to study

the contribution of cyanobacterial inoculation and

chemical N fertilization to rice production. Neither

grain yield nor fertilizer recovery by the plant were

affected by inoculation with native cyanobacterial

isolates. A low fertilizer use efficiency (around 20%)

was observed when labelled (NH4)2SO4 was applied at

sowing. Recovery of applied 15N by the soil–plant

system was 50%. Inoculation did not modify 15N

uptake by the plant when the fertilizer was three-split

applied either. The total N-fertilizer recovery was

higher when the fertilizer was split than when applied

in a single dose. Plant N-fertilizer uptake was higher

when the fertilizer was applied at tillering. Uptake of
15N from cyanobacteria by rice was studied in a

greenhouse pots experiment without chemical nitro-

gen addition. Recovery of 15N from labelled cyano-

bacteria by rice in greenhouse growth conditions was

similar to that of partial recovery of (NH4)2SO4 ap-

plied at sowing in the field. Cyanobacterial N miner-

alization under controlled conditions was fast as

cyanobacterial N was detected in plants after 25 days.

Moreover 40 days after inoculation non-planted and

inoculated soil had more inorganic N than the non-

inoculated one.

Keywords Fertilizer N utilization Æ heterocystous

cyanobacteria Æ mineralization Æ 15N Æ ricefield

Introduction

Rice is mainly grown under irrigated conditions where

nitrogen fertilizer efficiency is low due to large N losses

from flooded soils (De Datta and Buresh 1989). Soil N

pool in ricefields is principally maintained by fertilizer

N and biological nitrogen fixation (Kundu and Ladha

1995). Among nitrogen-fixers in rice fields, cyanobac-

teria are important contributors to N2 fixation (Roger

and Ladha 1992). Cyanobacterial trophic indepen-

dence makes them suitable for being used as biofertil-

izers (Irisarri 2006). Most published data of inoculation

with cyanobacteria refer to tropical ricefields, which

are different in characteristics and agricultural man-

agement from temperate ones. Biological N fixation is

far more diverse and complex in the tropics than under

temperate conditions (Balandreau and Roger 1996).

Assays of cyanobacterial inoculation in temperate

climates were performed in the USA (Reynaud and

Metting 1988), Spain (Fernández-Valiente et al. 1996),

Italy and Argentine (Zaccaro 2000).

The average heterocystous cyanobacterial density in

Uruguayan temperate ricefields is lower than those

reported for other ricefields (Irisarri et al. 2001).

Therefore inoculation with native cyanobacterial

isolates appeared as a possible supplementary nitrogen

input to this ecosystem. Inoculation may decrease the

necessary time for cyanobacteria to divide and

efficiently colonize the soil (Balandreau and Roger

1996). Nitrogen fixed by cyanobacteria may become

available to rice plants only after its release into their
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surroundings, by mineralization of their intracellular

content and/or as extracellular products (Sinha and

Häder 1996). So, it was supposed that a successful set-up

of desired cyanobacteria in the ricefields would be a

source of slow release of nitrogen according to plant

demands. Quantitative information regarding transfer

of cyanobacterial nitrogen to rice is scarce (Ghosh and

Saha 1997).

Nitrogen taken up by the crop growing on a soil that

has been fertilized with N comes partly from the fer-

tilizer and partly from soil, mineralized from organic

matter. When the fertilizer is added in a labelled form

(15N) the amount of N in the crop originating from the

soil, which includes that from cyanobacteria and from

the fertilizer, can be determined.

An assay with labelled N-fertilizer and cyanobacte-

rial inoculation was proposed to quantify the N pro-

vided to the rice plant by the fertilizer and one with

labelled cyanobacteria to estimate the time required

for their mineralization.

The aim of this study was to quantify how much

nitrogen from fertilizer was incorporated into rice and

to establish if cyanobacterial inoculation contributed

to nitrogen nutrition and rice yield during the crop

cycle.

Materials and methods

Field experiments

Field assays were conducted during three consecutive

crop seasons at Estación Experimental Paso de la

Laguna—INIA Treinta y Tres at the east of Uruguay.

The soil was, according to FAO taxonomy, Albic

Natraqualf. Main properties of the soil for the three

growth seasons are described in Table 1. The mean

5-month daily precipitation for the 3-year growing

period of rice culture (2000–2003) was 7.3 mm and the

mean temperature was 21�C. Rice was sown in dry soil

and flooding was established four weeks after.

Experiments were established in a completely ran-

dom design with three replicates. Basal P fertilization

and herbicide application were similar for all treat-

ments.

For the first two crop seasons, when the labelled

fertilizer was applied at sowing, the rice variety was

El Paso 144 and for the last crop season, when the

fertilizer was split applied, rice variety was INIA

Tacuarı́.

During 2000–2001 and 2001–2002, plots were fertil-

ized with 15N-labelled ammonium sulfate (ISOTEC

Inc.) in solution at a rate of 10 Kg N ha–1 (30 at.%

excess 15N) and inoculated with cyanobacteria 40 days

after, at tillering. Non-inoculated 15N-fertilized plots

were used as controls. Experimental plots of 6 m2 were

used for yield evaluation and 1 m2 microplots for
15N assays.

The inoculant was prepared culturing three Uru-

guayan heterocystous ricefield cyanobacterial isolates

in BGII medium, Nostoc BI42, Anabaena BI46 and

Calothrix BI 22, and the mixture final concentration

applied at flooding was 2 · 106 c.f.u. m–2.

Soil (upper 15 cm) and aboveground plant samples

were collected at harvest, the grain and straw of rice

plants were separated and were analysed for total

nitrogen by Kjeldahl digestion and 15N with a mass

spectrometer (IRMS Micromass Isochrom) at SIDI-

Laboratorio de Isótopos Estables, UAM, Spain. Fer-

tilizer use efficiency (FUE) was calculated according to

IAEA (2001).

In the crop season 2002–2003 total N rate (30 kg N/

ha) was split at three different moments, rice emer-

gence, tillering and panicle initiation. In the factorial

experiment (3 fertilization dates · 2 inoculation) only

the time of the labelled fertilizer application

(10 kg N ha–1 as 5 atom % excess 15N-ammonium

sulfate) changed, thus the effect of timing was mea-

sured in the absence of any plant-fertilizer interaction.

Plants samples were collected at tillering, panicle ini-

tiation and harvest when the labelled fertilizer was

applied at emergence, tillering and panicle initiation,

respectively. Partial fertilizer use efficiency was calcu-

lated for each application time and total FUE as the

sum of the three partial FUE.

Data were analysed with SAS software. Analysis of

variance (ANOVA) was used to determine the signif-

icance of main effects and their interactions.

Mineralization assay

An experiment with rice sown in plastic boxes and

inoculated with 15N-labelled cyanobacteria was con-

ducted in greenhouse. Isolates of Nostoc BI42, An-

abaena BI46 and Calothrix BI 22 were grown in BGII

with 15N-ammonium sulfate as nitrogen source and the

suspension was centrifuged and washed with H2O in

order to eliminate 15N excess. The inoculant was added

Table 1 Soil properties for the three rice growing periods
(October–March for the South Hemisphere)

Year pH (H2O) OM% P Bray ppm K meq/100 g

2000–2001 5.4 2.71–3.26 6.4–7.1 0.22–0.23
2001–2002 5.4–5.5 2.41–2.81 5.6–6.5 0.22–0.23
2002–2003 5.1–5.2 2.64–3.21 7.3–9.1 0.27–0.29
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simultaneously with flooding at a concentration of

0.9 Kg N ha–1 (9 · 107 c.f.u. m–2) and 38 at.% excess
15N. Plant samples were collected at 25, 55 and

100 days after inoculation and were analysed for total

nitrogen and 15N content.

Results and discussion

Fertilizer nitrogen recovery

Nitrogen incorporated to rice comes both from fertil-

izer and soil organic matter mineralization. The use of

a 15N-labelled fertilizer allows discrimination of how

much nitrogen derives from fertilizer.

The percentage of 15N recovery by plants without

inoculation (Table 2) ranged from 14% to 22%

depending on the year. N-fertilizer recovery by plants

was low but similar to that reported for other ricefields

(De Datta et al. 1987; Sheehy et al. 2004; Fernandez-

Valiente et al. 2000).

The total 15N recovered from the soil–plant system

for the crop season 2000–2001 was 43% (Table 2).

Applied N loss in rice paddy soils is mainly attributed

to coupled nitrification–denitrification and NH3 vola-

tilization. Volatilization has been reported as the

main source of N loss in rice fields (Cassman et al.

1998) but in Uruguayan culture conditions, nitrifica-

tion may be considerable before flooding (Tarlera

et al. 2006).

When the fertilizer was applied at a dose of

10 Kg N ha–1, at least 98% of the plant N-uptake came

from the soil. In spite of this, the soil N content

(0.16%) did not decrease after harvest, meaning that

biological nitrogen fixation contributed to the nitrogen

budget of this ecosystem.

Spliting the N rate has been suggested as the best

choice to optimize fertilizer efficiency (Stevens et al.

2001) so a three-way split timing of N fertilizer was

assayed. The partial fertilizer use efficiency of the

10 Kg of labelled N ha–1 for the three application dates

varied from 7% at panicle initiation to 21% at tillering

(Table 3). Significant differences were found in plant N

derived from fertilizer among the three application

dates (p < 0.01). In agreement with other reports

(Norman et al. 1992; Wilson et al. 1989) the highest N-

fertilizer recovery was found at tillering (Fig. 1). The

plant N derived from fertilizer was low (0.24%) when

the fertilizer was added at panicle initiation. The plant

N-content evolution along the crop cycle when the

fertilizer was split applied, shows that most of the

nitrogen uptake occurred previous to panicle initiation

(Fig. 2).

The total N-fertilizer recovery in plants was higher

when the fertilizer was split, 40%, (Table 3) than when

applied in a single dose, 14% and 22% (Table 2). More

effective crop utilization of nitrogen and reduced
15N-losses with the three split, may explain the increase

in N recovered by the aboveground biomass (grain and

straw).

Table 2 Productivity, plant nitrogen, fertilizer use efficiency and N recovery by plants and soil

Crop Treatment Grain Yield
(Kg ha–1)

Plant N*
(Kg ha–1)

Plant Ndff
(Kg ha–1)

% Ndff FUE% Soil Ndff
(Kg ha–1)

%15N Soil +
Plant recovery

2000–2001 Inoculated 7276 ± 921 127.5 2.2 1.7 21.8 4.2 64.1
Non-inoculated 7858 ± 219 135.8 2.1 1.6 21.5 2.2 43.4

2001–2002 Inoculated 6401 ± 381 135.3 1.7 1.2 17.2 nd nd
Non-inoculated 6250 ± 226 127.0 1.4 1.0 14.0 nd nd

Ndff, N derived from fertilizer; nd, not determined; Values of grain yield, plant N, Ndff and FUE for each crop were not significantly
different at p < 0.05; Soil Ndff values (2000–2001) were only significantly different at p < 0.08; *grain + straw

Table 3 Effect of inoculation and fertilizer timing on partial plant N recovery

Treatment (15NH4)2SO4

Application
Plant N(Kg ha–1) Straw Ndff

(Kg ha–1)
Grain Ndff
(Kg ha–1)

Plant %
Ndff

Partial
FUE%

Inoculated Emergence 195.7 0.73 1.29 1.00b 20.1
Tillering 183.3 1.21 1.50 1.51a 27.1
Panicle initiation 156.2 0.14 0.24 0.24c 3.8

Non-inoculated Emergence 162.9 0.40 0.70 0.65b 11.1
Tillering 184.3 0.85 1.28 1.15a 21.3
Panicle initiation 200.5 0.15 0.57 0.37c 7.2

Interaction between inoculation and date of N fertilizer application was non-significant; Means in the same column followed by
different letters were significantly different at p < 0.01
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Effect of inoculation on yield response and nitrogen

uptake

Inoculation of cyanobacteria did not cause a positive

grain yield response compared with the non-inoculated

controls (Table 2) like in many other cases (Roger

et al. 1993; Watanabe 1986). However, yield increase

after inoculation was reported by Balandreau and

Roger (1996) and by Ghosh and Saha (1997).

No effects on yield could be explained by several

causes. The number of heterocystous cyanobacteria in

soil was not higher in the inoculated plots than in the

non-inoculated ones immediately after inoculation

although it increased at the end of the crop cycle (data

not shown). The initially slightly acidic pH of the soil

could affect cyanobacterial growth besides favour

eucaryotic algal development. Likewise light could be

considered a limitant to cyanobacterial N2 fixation

mainly at the end of the cycle.

Reddy and Roger (1988) showed that inoculated

strains did multiply but rarely dominated the native

population of cyanobacteria. The fate of cyanobacteria

in the ricefield ecosystem depends on their ability to

grow, colonize and survive in the soil (Tomaselli and

Giovannetti 1993). Because knowledge of the factors

that allow cyanobacteria to establish and bloom in

ricefields is limited, inoculation is conducted on a trial-

and-error basis. The inoculant in this work was

produced in the laboratory growing the three most

abundant field isolates without a chance to compete

with algae and grazers present in the ricefield, which

would affect inoculant survival.

Plant nitrogen derived from fertilizer was not dif-

ferent between the inoculated plots and the non-inoc-

ulated ones (Table 2). This does not necessarily mean

that there was no biological nitrogen fixation but that

inoculation could not increase the nitrogen currently

fixed and mineralized in this flooded soil.

For the crop season 2000–2001, the N derived from

fertilizer in soil at harvest was different with p < 0.08

between treatments. More N-fertilizer was recovered

by the soil than by the plant in the inoculated plots

(Table 2). Since there was no difference in the plant

nitrogen derived from fertilizer for both treatments

(Table 2), the explanation of this result may be an in-

crease in microbial N-immobilization due to inocula-

tion. The photosynthetic biomass has been reported as

decreasing N losses by transitory immobilization as

organic N in soil (Roger 1996).

Since no effect of inoculation could be detected

when all the fertilizer was applied in a single dose, a

three-way split timing of N fertilizer was assayed.

Inoculation did not increase yield when the fertilizer

was split (data not shown). Partial plant Ndff for each

fertilization time was not different for the inoculated

treatment also (Table 3).

Although the cyanobacterial isolates used for the

inoculant were good fixers under laboratory condi-

tions, the failure of inoculation may be explained by

the amount of inoculant applied and by field conditions

that limit N2 fixation.

Cyanobacterial nitrogen mineralization

The biofertilizer N efficiency measured at different

growth stages of rice ranged from 5%, 25 days after

inoculation, to 12% at harvest (Table 4). Nitrogen

from cyanobacteria could be detected in plants as early

as 25 days after inoculation.

At harvest the fertilizer use efficiency of cyanobac-

terial N was similar to the partial one of chemical

fertilizer applied at emergence in the field experiment

(Tables 3 and 4). The applied biomass of cyanobacteria
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started decomposition within a few days of inoculant

application. This is evidenced by the assimilation of
15N by the rice plant within 25 days (Table 4) and by
15N inorganic accumulation in soils (Fig. 3). The cy-

anobacterial mineralization rate was not therefore the

limitative to N plant uptake from cyanobacteria, al-

though this N may not come from N2-fixation. It should

be regarded that the greenhouse assay had no N

chemical addition, had more cyanobacteria in the

inoculant, more cyanobacterial blooms and no aquatic

weeds.

In pots without plants, with and without inoculation,

soil inorganic N content was higher in the inoculated

pots after 5 weeks (Fig. 3). The increase in inorganic N

in soil due to inoculation indicated a release of N of

cyanobacterial cells, but most nitrogen should have

been mineralized after the maximal nitrogen-requiring

stage of rice.

However, the variation in the magnitude of the in-

crease at different periods might be the result of many

interacting processes including mineralization-immo-

bilization and losses through various means (Ghosh and

Saha 1997). Depending on field conditions,

cyanobacteria may have a role in assimilating nitrogen

and protecting it from being lost as well as being a

major driving force for NH3 volatilization through

diurnal increases in pH. Cyanobacteria may also cause

N loss through stimulation of nitrification–denitrifica-

tion processes as they affect the depth of the aerobic

soil layer through their O2 input, but more data are

required for confirm this assertion (Mandal et al. 1999).

Conclusions

Rice inoculation at flooding with heterocyst cyano-

bacteria isolated from Uruguayan ricefields, increases

neither rice yield nor the plant N fertilizer recovery,

meaning that the inoculant nitrogen fixation was not

vital to plant nutrition under these conditions. N-fer-

tilizer recovery by plant and soil system is not different

with inoculation.

N use efficiency when fertilizer was applied at sow-

ing is around 20% for these culture conditions, mean-

ing that most of the N uptake comes from the soil. The

total N-fertilizer recovery was higher when the fertil-

izer was split than when applied in a single dose. Plant

N-fertilizer uptake was higher when the fertilizer was

applied at tillering. Cyanobacterial mineralization un-

der controlled conditions was fast; as cyanobacterial N

was detected in plants after 25 days. Moreover 40 days

after inoculation non-planted and inoculated soil has

more inorganic N than the non-inoculated one.

Soil inorganic N increase occurred five weeks after

inoculation coinciding with panicle initiation, date

with the lowest plant fertilizer recovery and so,

cyanobacterial mineralization occurs after the more

N-demanding plant stages. For considering cyanobac-

terial inoculation in organic rice culture without

chemical fertilizer addition, conditions to improve

inoculant survival and N2 fixation must be studied.
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ABSTRACT 

In cyanobacteria both photosynthesis and nitrogen fixation can be affected by UV radiation. Two of the most abundant 
heterocystous cyanobacteria isolates from a temperate ricefield in Uruguay belonging to Anabaena and Calothrix genus 
were exposed for 1 or 3 hours to UV-B dosis similar to those to which they are exposed in summer. Anabaena survival 
after 1 h of UV-B exposure was 10% whereas in Calothrix’s was 30%. Both the quantum yields of photosybtem II 
fluorescence and O2 photoevolution decreased with time of UV-B exposure for Calothrix and only till 1 h for Anabaena. 
Only the Calothrix strain presented phycoerithryn as antenna pigment and constitutive UV-B screening mycosporine 
like aminoacids. In the Anabaena strain, nitrogenase activity was drastically reduced with UV-B irradiation but in Ca- 
lothrix was not affected. Proline content and lipid peroxidation increased after 3 hours of UV-B exposure only in Ana- 
baena sp. The antioxidant enzyme activities evaluated followed different trends for both isolates, with an increase in 
superoxide dismutase activity in the Calothrix isolate. These results show that the two nitrogen-fixing cyanobacteria 
studied have different responses to UV-B radiation and that cyanobacteria diversity may be considered when selecting 
strains to be used as biofertilizers. 
 
Keywords: Cyanobacteria; Antioxidant Responses to UV-B; Mycosporine; Nitrogenase Activity 

1. Introduction 

The current trend in the decrease of stratospheric ozone 
from anthropogenic inputs of chlorinated fluorocarbons 
has caused an increase of ultraviolet-B radiation (UV-B, 
290 - 320 nm) reaching the biosphere. Site-specific ozone 
reductions have been reported over South America as far 
as 30˚S as a consequence of the transport of air masses 
with low ozone concentrations after the break-up of Ant- 
arctic vortex circulation [1]. High doses of UV-A/B radia- 
tion can also pass through the water column and have 
deleterious effects on aquatic systems [2]. UV-B radia- 
tion is the one that produces the most severe cellular 
damage due to its direct effects on DNA and proteins and 
indirectly by the reactive oxygen species (ROS) produc- 
tion [3]. The damage, however, is dependant of the irra- 
diance/dose received by the cells. 

Cyanobacteria comprise the biggest and most widely 
distributed group of photosynthetic prokaryotes. They 
absorb solar radiation to drive photosynthesis and nitro- 
gen fixation in some cases, being exposed to high doses 
of UV radiation. The main biochemical and physiologi- 
cal processes altered by UV radiation in these bacteria 
are surviving rates, pigmentation, motility, O2 photoevo- 

lution, CO2 and N2 fixation, and the phycolibiprotein 
content. Many cyanobacteria have developed mecha- 
nisms to prevent the toxic effects caused by UV. Among 
these, DNA damage repair mechanisms, accumulation of 
detoxifying and antioxidant enzymes or synthesis of UV- 
protectants compounds [4]. 

Among the nitrogen fixing cyanobacteria, the hetero- 
cystous forming ones seem to be the most abundant in 
the water column and on the surface of rice paddy fields 
[5]. The fact that heterocystous forming cyanobacteria 
can assimilate CO2 and fix N2, make them suitable to be 
used as biofertilizers [6]. A rice inoculation assay using 
heterocystous-cyanobacteria in Uruguay was not suc- 
cessful [7], suggesting that conditions to improve inocu- 
lant survival must be studied. The inoculant was applied 
at flooding stage and so cyanobacteria received levels of 
UV radiation similar to those reported at the same lati- 
tude for shallow lagoons in Uruguay [8]. Light is the 
most variable of the resources essential for photosynthe- 
sis in aquatic environments varying with greatest ampli- 
tude on short time scales from effects of vertical mixing, 
cloud cover, and the diel cycle of sunlight. Thus, indi- 
vidual cells must cope with a wide variability in light on 
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time scales shorter than their lifetime [9]. 
Under the hypothesis that diverse cyanobacteria iso-

lated from the same site may cope with UV radiation in a 
different form, the aim of this work was to study the UV-B 
response at laboratory conditions of two of the most 
abundant cyanobacterial isolates from a temperate rice 
paddy field [10] at dosis to which they are normally ex-
posed. Estimation of growth, their physiological status 
and some of their UV-protective mechanisms were studied. 

2. Materials and Methods 

2.1. Organisms and Growth Conditions 

The filamentous heterocystous cyanobacteria Calothrix 
sp. BI22 and Anabaena sp. BI42 were isolated from 
Uruguayan rice paddy fields [10]. The cultures were ax- 
enically grown in nitrogen free BG 11 medium [11] buf- 
fered with 10 mM HEPES, pH 7.6 at 25˚C ± 2˚C with 
white light supplied by fluorescent lamps providing a 
photosynthetic photon flux density of 50 μE·m–2·s–1. Ex- 
ponentially growing cultures were used for the different 
experiments. Cultures were sampled under sterile con- 
ditions after homogenization with a Potter pestle and 
biomass was estimated as dry weight. Unless otherwise 
stated, cultures with an initial dry weight of about 3 mg 
mL–1 were used in all experiments. 

2.2. UV Treatment 

A well homogenised culture suspension of each cyano- 
bacterium was poured into open Petri dishes (diameter 22 
cm). The cultures were exposed directly and only to arti- 
ficial UV-B (0.034 mW·cm–2) and UV-A (15.54 μW·cm–2) 
during 1 h and 3 h with constant shaking to avoid self- 
shading. UV-B irradiation was provided by a Hi-Tech 
lamp G25T8E, Japan. The irradiance of the light source 
was determined with an IL1400A radiometer/photometer 
(International Light Inc.) equipped with UVAR and 
UVBR sensors. 

2.3. Survival 

The survival of the irradiated and control organisms was 
studied on agar plates. After irradiating the cultures, ali- 
quots of 100 µL were diluted to 1 mL with BG11 me- 
dium and transferred to nitrogen free BG11 sterile solid 
plates and grown in the same conditions described above. 
After 10 days of incubation, colonies were counted under 
a binocular microscope and the survival was calculated 
by the colony numbers of test samples (Nt) divided by 
the control samples (Nc) (survival % = Nt/Nc × 100). 

2.4. Absorption Spectra 

Culture suspensions were homogenized in a Potter pestle 

and then immobilized in agarose 1% (w/v) in a 3 mL-quartz 
cuvette. A scanning spectrum (300 - 750 nm) of immobi-
lized cells exposed for different periods of time to the 
beam of the spectrophotometer at 280 nm was obtained, 
according to [12]. 

Phycobiliproteins were extracted according to [13]. 

2.5. Fluorescence Emission Spectrum 

The emission spectrum was measured with a spectro- 
fluorophotometer (RF-1501, Shimadzu) at room tem- 
perature with an excitation wavelength of 445 nm and 
emission wavelength between 600 and 780 nm. 

2.6. Chlorophyll Fluorescence Parameters 

The in vivo chlorophyll a fluorescence from both cyano- 
bacteria cultures was measured with a FMSI fluorometer 
(Hansatech Instrument Ltd., King’s Lynn, UK) using 
saturating actinic light (8000 µmol·m–2·s–1 for 8 s as de- 
scribed by [14]. Prior to the measurement the cyanobac- 
teria were adapted 30 min to darkness. Fluorescence pa- 
rameters were calculated as described by [15]. 

2.7. Photosynthetic Oxygen Evolution 

Photosynthesis was measured as O2 evolution with a 
Clark-type O2 electrode (Hansatech Instruments Ltd.) as 
described in [10]. Two mL aliquots of cell suspensions 
which were exposed to UV treatments were placed in a 
27˚C controlled cuvette and illuminated with a quantum 
flux density of 400 μE·m−2·s−1. 

2.8. Extraction and Analysis of 
Mycosporine-Like Aminoacids (MAA) 

Cells were harvested by centrifugation at 8000 g for 5 
min at room temperature. Pellets were first incubated 
with methanol 20% (v/v) at 45˚C for 2.5 h and then cen-
trifuged (6000 g; 5 min) at 6˚C - 8˚C. The process was 
repeated twice. The extracts were cleared using nitrocel-
lulose membranes (0.45 μm) and characterized using a 
HPLC system (Shimadzu SPD-10A UV-VIS detector. 
Kyoto, Japan) equipped with a LiChrosorb RP-18 col-
umn. The wavelength for detection was 330 nm at a flow 
rate of 1.0 mL/min at 25˚C and a mobile phase of 0.2% 
acetic acid. The separated aminoacids were detected at 
330 nm with a photodiode array [16]. Identification of 
MAAs was done by comparing the absorption spectra 
and retention times with standards such as Corallina of-
ficinalis (shinorine and palythine) and Porphyra sp. 
(porphyra-334 and shinorine). These standards were 
kindly provided by Dr. D.-P. Häder from the Alexander 
Universität (Erlangen, Germany). The database used for 
identification of the MAAs was http://www.biologie.uni- 
erlangen.de/botanik1/index.html. 
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2.9. Nitrogenase Activity 

To determine the response of nitrogenase activity to the 
exposure to UV light, an acetylene reduction assay (ARA) 
was performed in 10 mL aliquots of cell suspensions, 
placed in 22 mL vials after 1 and 3 hours of UV exposi- 
tion. The incubation time with 10% acetylene in air was 
45 min [10]. Ethylene formation was followed with a HP 
5890 gas chromatograph equipped with a Porapack N 
column. Nitrogenase activity was expressed as μmol eth- 
ylene mg−1 dry weight·h−1. 

2.10. Lipid Peroxidation 

The formation of malondialdehyde (MDA) was used as 
indicator of lipid peroxidation. The determination of 
MDA by the thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) method was performed as described by [17] at 
532 nm absorbance. Lipid peroxidation was expressed as 
nmoles of MDA per milligram dry weight using an ex- 
tinction coefficient of 156 mM−1·cm–1 [18]. 

2.11. Proline Content 

Proline was extracted and quantified according to [19]. 

2.12. Antioxidant Enzymatic Activities 

Superoxide dismutase (SOD) activity was assayed spec-
trophotometrically by monitoring inhibition of xanthine 
oxidase (XO; 1.1.3.22)-dependent reduction of 10 µM 
ferricytochrome c [20]. The reaction was monitored at 
550 nm in 50 mM potassium phosphate, 100 µM EDTA, 
and 50 µM xanthine, pH 7.8. One unit of SOD was de- 
fined as the activity that could inhibit the XO-dependent 
reduction of ferricytochrome c by 50%, measured as in- 
hibition of the rate of increase in absorbance at 550 nm 
compared with a control rate, established using sufficient 
XO. Ferricytochrome c reduction of 0.025 A550/min was 
done at 25˚C. 

Catalase (CAT) activity was determined essentially as 
described by [21] by measuring the decline in levels of 
hydrogen peroxide spectrophotometrically at 240 nm. 
One unit was defined as the activity that decomposed one 
micromole of hydrogen peroxide per minute at 25˚C at 
pH 7.0. 

Ascorbate peroxidise (APX) activity was followed by 
decrease in absorption at 290 nm for 3 min (extinction 
coefficient 2.8 mM·cm–1). The reaction mixture con- 
tained phosphate buffer 100 mM (pH 7.5), ascorbate 0.5 
mM and H2O2 0.2 mM [22].  

For protein quantification cultures were centrifuged 
(6000 g for 10 min) and pellets were resuspended in an 
extraction buffer (100 mM Tris; 50 mM EDTA; NaCl 
100 mM; PMSF 1% fc; pH 8). The protein extract was 

quantified according to [23] and kept at –80˚C until fur-
ther processing. 

2.13. SOD Detection 

SOD isozymes were analyzed on a non-denaturing poly- 
acrilamide gel, using in-gel activity assays and with 
isozyme-specific inhibitors previously described by [24], 
and using 40 µg of protein in a given analysis [25]. 

2.14. Statistical Analysis 

Analysis of variance and a t-test were used to establish 
differences among the different radiation treatments and 
strains (n = 3 or 4). All experiments described were con- 
ducted independently at least twice. A confidence level 
of 95% was used in all analysis. 

3. Results 

3.1. Cyanobacterial Survival to UV-B 

Growth responses of the two tested cyanobacteria Ana- 
baena sp. BI42 and Calothrix sp. BI22 after UV-B radia- 
tion were inhibited in a different trend. Anabaena BI42 
sp. showed after an hour of exposure a decrease of its 
survival of near 90% and reached almost a 100% after 3 
hours of exposure. On the other hand, the survival de- 
crease of Calothrix sp. BI22 was near 50% in the first 
hour of irradiation and reached a 70% after 3 hours of 
exposure (Figure 1). 

3.2. Spectral Properties of Photosynthetic 
Pigments 

The absorption spectrum of photosynthetic pigments in 
 

 

Figure 1. Growth of cyanobacteria after different times of 
exposure to UV-B. 
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response to moderate UV-B stress (Figure 2) showed 
that maximum light was absorbed in two distinct regions 
i.e. from wavelength 400 - 500 nm and 600 to 700 nm. In 
Anabaena sp. BI42 the spectrum showed absorption 
maxima at 683, 630, 501 and 443 nm, corresponding to 
the photosynthetic pigments Chl a (red peak), phycocya- 
nin, caroten and Chl a (Soret band) respectively. The 
absorption maxima for Calothrix sp. BI22 corresponded 
to 681, 629, 572, 503 and 403 nm with an additional 
phycoerythrin peak. In both cyanobacteria, the absorp- 
tion of light decreased in both regions with the increase 
in time of UV-B exposure from the beam of the spectro- 
photometer (Figures 2(a) and (b)). In the case of Ana- 
baena, carotenoids that were the more affected pigments, 
presented a higher decrease in absorbance with exposure 
time to UV-B radiation than in Calothrix. 

The fluorescence emission spectra of Anabaena sp. 
BI42 and Calothrix sp. BI22 and are shown in Figures 3(a) 
and (b) respectively, after different times of exposure to 
UV-B irradiation. The fluorescence emission peak at 670 
nm, monitored at an excitation wavelength of 445 nm 
increased with duration of UV-B irradiation for both 
cyanobacteria isolates. There was no shift in the peaks ob- 
served but an increase in their value due to exposure UV-B. 

3.3. Chlorophyll a Fluorescence and O2 
Photoevolution 

The optimum quantum yield of PSII (Fv/Fm) of the con- 
trol (before exposure treatment) already showed a sig- 
nificant difference in the photosynthetic capacity be- 
tween the two isolates (p < 0.01). Photosynthetic effi- 
ciency was higher in Calothrix sp. BI22 (0.453 ± 0.017) 
than in Anabaena BI42 sp. (0.223 ± 0.015). 
 

 
(a)                  (b) 

Figure 2. Absorption spectra of cells of Anabaena sp. BI42 
and Calothrix sp. BI22, (a) and (b) respectively, obtained 
after different time of exposure to the 280 nm beam of the 
spectrophotometer. 

 
(a)                  (b) 

Figure 3. Impact of UV-B on emission fluorescence spectra 
of Anabaena sp. BI42 and Calothrix sp. BI22, (a) and (b) 
respectively. Cells were excited at 445 nm after exposure to 
UV-B for 0, 1 and 3 h. 
 

Fm/Fv significantly decreased (p < 0.05) with the time 
of exposure in Calothrix sp. BI22 to UV-B (Figure 4). 
There was a decline of 32% of the quantum yield of PSII 
after 3 hours of exposure. While in Anabaena the de- 
crease was only significantly different in the first hour (p 
< 0.05). The Fv/Fm in Anabaena reached the same value 
as the control sample when exposed to 3 hours to UV 
radiation. 

The O2 photoevolution was more drastically reduced 
in Calothrix BI22 sp. than in Anabaena BI42 sp. (Figure 4). 

3.4. Mycosporine Like Aminoacids 

The HPLC analysis revealed the presence of two MAAs 
in Calothrix sp. BI22 (Figure 5). According to [26] these 
MAAs could be palythinol and mycosporine-2-glycine. 
Their retention times were 3.54 and 10.29 min espec- 
tively and their absorption maxima were 330 and 332 nm 
respectively. The content of these MAAs, 3.7 and 0.5 
nmol·g·DW–1 respectively did not increase significantly 
with UV-B exposure. Instead, neither any peak nor an 
induction of any MAAs was observed in Anabaena sp. 
BI42 (Figure 5). 

3.5. Nitrogenase Activity 

Rates of nitrogen fixation (Table 1), measured as nitro- 
genase activity, were not significantly altered in Calothrix 
sp. BI22 due to UV-B radiation. Instead, Anabaena sp. 
BI42 showed a significant reduction at the very first hour 
of exposure (p < 0.05) which represents a 55% decline in 
the nitrogen fixation of this strain. When the culture of 
Anabaena sp. BI42 was irradiated for 3 hours, the nitro- 
genase activity drastically decreases (Table 1). 

Copyright © 2012 SciRes.                                                                                  AiM 



G. PÉREZ  ET  AL. 41

 

Figure 4. Photosynthetic parameters measured for both 
isolates Calothrix sp. BI22 and Anabaena sp. BI42 in the 
control or irradiated with UV-B for 1 or 3 h. The maximum 
photochemical efficiency of PSII reaction centers measured 
as the ratio FV/Fm and percentage of inhibition of O2 pho-
toevolution after exposure for different times to UV-B. Re-
sults of FV/FM are reported as mean of three replicates ± 
standard error. 
 

 

Figure 5. (a) HPLC chromatogram showing the retention 
times and wavelength of MAAs (palythinol and myco- 
sporine-2-glycine) in Calothrix sp. BI22. (b1) Absorption 
spectrum showing the maximum absorbance for MAA pa- 
lythinol (as purified by HPLC), at 332 nm and retention 
time 3.32 min. (b2) Absorption spectrum showing the 
maximum absorbance for MAA mycosporine-2-glycine, (as 
purified by HPLC), at 332 nm and its retention time was 
10.08 min. 

3.6. Lipid Peroxidation 

The level of lipid membrane damage measured as TBARS 
was not significantly affected by UV-B exposure in Ca- 
lothrix sp. BI22 (Table 1). Only after 3 hours of expo- 
sure, the level of damage became significantly different 
from the control values in Anabaena sp. BI42 (Table 1). 

3.7. Proline Content 

Quantification of proline showed that after 3 hours of 

exposure its accumulation became significantly different 
to control samples of Anabaena sp. BI42. However, pro- 
line content showed no significant difference during the 
experiments in Calothrix sp. BI22 (Table 1).  

3.8. Antioxidant Enzymatic Activities 

Both strains had changes in their antioxidant enzymes 
activities in response to UV-B exposure (Figure 6). SOD 
activity showed an opposite trend between the cyano- 
bacterial strains; a significant decrease in Anabaena sp. 
BI42 and a significant increase in the enzymatic activity 
in Calothrix sp. BI22 after 3 hours of exposure to UV-B. 
On the other hand, in Anabaena BI42 and Calothrix sp. 
BI22, their catalase activity significantly increased after 
one hour of exposure and dropped down its activity after 
3 hours of irradiation. There was no significant change in 
the APX activity in both strains (Figure 6). 

Assays on SOD activity by non-denaturing PAGE gels 
showed that Anabaena sp. BI42 had two isoforms and 
Calothrix sp. BI22 one. There was no induction of any 
new isoform of this enzyme during the exposure to UV-B 
radiation (Figures 6(c) and (d)). The pre-incubation with 
inhibitors such as KCN and H2O2 showed that both strains 
have a Fe-dependent SOD isoform (data not shown) (Fig-
ure 7). 

4. Discussion 

Cyanobacteria harvest light energy during the process of 
photosynthesis and assimilate it into carbon compounds. 
Any adverse effect of UVB may severely affect photo- 
synthesis and related metabolic processes and overall 
growth performance of cyanobacteria. Although the sur- 
vival of both cyanobacteria isolates tested decreased after 
exposure to UV-B irradiation, the responses were differ- 
ent. Previous reports stated that the differences could in 
part be explained on the basis of antioxidant defenses and 
DNA repair mechanisms present in each microorganism 
or simpler ones as morphological features such as pres- 
ence of sheath [27,28]. For instance, Calothrix sp. BI22 
has a muscilaginous sheath (data not shown) observed by 
optic microscopy whereas Anabaena sp. BI42 lacks it. It 
must be considered that in this work the UV lamp used 
provided almost exclusively UV-B light and PAR was 
not applied simultaneously during the irradiation period. 
Field conditions are quite different and so these results 
must not be extrapolated. For example, DNA-repair mecha- 
nisms included photoreactivation by photolyase after ab- 
sorption of light energy at 400 nm or long wavelength 
UV-A [4]. 

The laboratory studies presented here show that both 
photosynthesis and nitrogen fixation in Anabaena sp. 
BI42 are affected by short exposure times to UV-B, while 
in Calothrix sp. BI22 only photosynthesis decreased. 
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Table 1. Effect of different times of exposure to UV-B on nitrogenasa activity, proline content and lipid peroxidation in Ana-
baena sp.BI42 and Calothrix sp.BI22. 

Nitrogenase activity 
(µmol C2H4 mg–1·DW·h–1) 

Proline content 
(nmol·mL–1·mg·DW–1) 

TBARS 
(nmol·g·DW–1) UV-B 

treatment (h) 
Anabaena sp. BI42 Calothrix sp. BI22 Anabaena sp. BI42 Calothrix sp. BI22 Anabaena sp. BI42 Calothrix sp. BI22

0 0.69 ± 0.18a 0.18 ± 0.04b 1.80 ± 0.34a 1.1.67 ± 0.55a 29.5 ± 14.2a 6.7 ± 3.2a 

1 0.31 ± 0.05b 0.39 ± 0.20b 2.07 ± 0.43a 1.57 ± 0.65a 20.6 ± 8.5a 7.5 ± 2.5a 

3 0.02 ± 0.01c 0.28 ± 0.02b 3.04 ± 0.30a 1.64 ± 0.05a 60.0 ± 4.0b 6.1 ± 1.6a 

Values (means ± standard deviation) followed by different letters were significantly different at p < 0.01. 

 

 
(a)                             (b) 

 

(c)                              (d) 

Figure 6. Superoxide dismutase (SOD) in vitro activities in Anabaena sp. BI42 (a) and Calothrix sp. BI22 (b) after different 
times of exposure to UV-B. Results are reported as mean of three replicates ± standard error. Identification of SOD in-gel 
activities in Anabaena sp. BI42 (c) and Calothrix sp. BI22 (d) for the control and cells irradiated with UV-B for 1 and 3 h. 
 

 

Figure 7. APX and CAT activities in Anabaena sp. BI42 (a) and Calothrix sp. BI22 (b) exposed to UV-B for 0, 1 and 3 h. Re-
sults are reported as mean of three replicates ± standard error. 
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4.1. Pigmentation and Photosynthesis 

Several studies as this one suggest that phycobiliproteins, 
chlorophyll and carotenoids are negatively influenced by 
UV-B radiation [29]. 

The increase in fluorescence emission peaks with the 
UV-B treatments (Figure 3) was not accompanied by a 
shift of the peak to shorter wavelengths as has been re- 
ported for larger exposure to UV-B [12]. However, the 
observed slight decay in fluorescence intensity was 
probably due to less efficiency in light capture in UV-B 
irradiated cells and loss in efectivity of energy transfer to 
the photosynthetic reaction center. 

Photosynthetic oxygen production declined with artifi- 
cial UV-B radiation in both isolates investigated. It could 
be possible that structural changes within the photosyn- 
thetic apparatus were induced by short exposure times 
which affected the energy transfer within the antenna 
complex. Photosynthesis was more affected in Calothrix 
sp. BI22, as showed by the fluorescence spectra and O2 
photoevolution. Photosynthetic quantum yield that was 
determined by pulse amplitude-modulated fluorometry can 
provide information on both photosynthesis and overall 
acclimation status [30]. Quantum yields of PSII fluores- 
cence showed a decline upon UV-B exposure in Ca- 
lothrix sp. BI22 (Figure 4). This is consistent with pre- 
vious studies [31] where accumulation of un-repaired 
damage over time in cultures exposed to UVR is sug- 
gested. A possible explanation is that essential proteins 
of the PSII like D1 are damaged during exposure [32-34] 
and probably this explains what was observed in Ana- 
baena sp. BI42. Phycobiliproteins fluorescence may also 
be contributing to photosynthetic quantum yield as both 
cyanobacteria possessed different phycobiliproteins [30]. 

4.2. Nitrogen Fixation 

The results of nitrogenase activity (Table 1) showed that 
in Anabaena sp. BI42 this process was drastically inhib- 
ited after 3 hours of exposure (near 100%). This is in 
accordance to previous studies on other strains of Ana- 
baena sp., but using higher doses of UV-B [29,35] (New-
ton et al., 1979, Lesser, 2008). In Calothrix sp. BI22, the N2 
fixing activity was not affected by UV-B exposure in any 
treatment. Nitrogen fixation requires ATP and reductant 
for its activity that come from photosynthesis. Even 
though photosynthesis (Fv/Fm and O2 photoevolution) 
was altered in Calothrix sp. BI22, there is evidence that 
cyanobacteria contain sufficient endogenous content of 
reductant and ATP to support the nitrogenase activity 
[36]. However, [37] showed that nitrogenase inactivation 
by UV-B is caused by direct damage to nitrogenase poly-
peptide. They also proved that restoration of the ac- tivity 
depends on de novo synthesis of the enzyme rather 
than the cellular content of ATP and reductant. 

4.3. Mycosporine Like Aminoacids 

Synthesis of UV-absorbing compounds, such as myco- 
sporine amino acids (MAAs), is an important mechanism 
preventing UV photodamage. The degree of protection 
by MAAs depends on the type of aminoacid, location 
(cytoplasm or extracellular glycan) and species [38]. Ca- 
lothrix sp. BI42 had two types of MAAs, palythynol 
(88%) and mycosporine-2-glycine (12%). The same kind 
of MAAs had been found in Nostoc punctiforme in colo- 
nies exposed to high solar radiation [39]. MAA-Gly is 
reported to be located in the extracellular glycan [40]; 
[41]. Apart from the benefits from being in the outer 
membrane, MAA-Gly is reported to give additional pro- 
tection because it can act as a radical quencher [42]. The 
experimental conditions used in this study did not induce 
any increase or variation in Calothrix’s MAAs content. 
In other studies MAAs synthesis was also influenced by 
the irradiation conditions [26] and higher doses or longer 
times of irradiation increased MAAs content [31]. A 
constituve level of MAAs can appear in all growth con- 
ditions of cyanobacteria as observed in Calothrix sp. 
BI42. This cyanobacterium grows in aggregates which is 
said to substantially increase the screening efficiency of 
MAAs [43]. Anabaena sp. BI22 did not show the pres- 
ence of any MAAs nor any induction of them with ex- 
posure to the UV-B doses assayed. Other surveys re- 
ported that from 22 cyanobacterial isolates, only 13 were 
found to contain MAAs [44]. However, [16] found in an 
Anabaena sp. isolated from an Indian rice paddy-field the 
presence of shinorine. None of the strains tested showed 
the presence of scytonemin (data not shown) which is 
said to be induced by UV-A irradiation and other type of 
stresses [45]. 

4.4. Antioxidant Potential 

Anabaena sp. BI42, after 3 hours of exposure showed a 
significant increase of lipid membrane damage measured 
as TBARS (Table 1). This provides indirect evidence of 
increased photoxidative damage stress by ROS after UV-B 
exposure in this cyanobacterium as has been reported 
before [27,46]. There was no significant change in lipid 
peroxidation in Calothrix sp. BI22.  

Proline is an iminoacid essential to primary metabo- 
lism whose accumulation has been related to unfavour- 
able conditions in plants [47] and cyanobacteria [48,49]. 
According to [50] intracellular proline detoxifies harmful 
ROS directly rather than improving key antioxidant en- 
zymes. Our results are in accordance with this, because 
Anabaena showed an increase in TBARS and in proline 
content after 3 hours of exposure. No effect in the proline 
content was seen in Calothrix sp. BI22 (Table 1). 

During oxidative stress ROS triggered the activity of 
several antioxidative enzymes such as SOD (EC 1.15.1.1), 
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CAT (EC 1.11.1.6), and APX (EC 1.11.1.11). High ac-
tivity of these enzymes in cyanobacteria could be linked 
to stress tolerance efficiency [46]. 

As has been stated by [51], cyanobacteria can have 
iron-containing SOD (cytosolic) and manganese-con- 
taining SOD (thylacoid-bound) isoforms. The strains tested 
have both a Fe-SOD isoform and no other isoform was 
induced due to the experimental conditions (Figures 6(c) 
and (d)). SOD activities have been shown to change 
dramatically in response to conditions that favour the 
formation of superoxide [52]. Calothrix sp. BI22 showed 
a significant increase of its activity after the maximum 
exposure time (Figure 6(b)). [53] reported that 2O  is 
the first ROS generated as a consequence of UV-B stress. 
Like in other studies [54,55], the result obtained supports 
the fact that SOD plays an important role in protecting 
Calothrix sp. BI42 from UV-B stress. However, Ana- 
baena sp. BI42 showed a decrease in the same conditions 
(Figure 5(a)). It has also been reported that only UV-B 
produced the decrease of SOD activity in microalgae 
[56,57] found that in plants SOD activity can increase or 
diminish according to the species, UV-B dose and the 
presence or not of concomitant PAR or UVA radiation. 

CAT activity had a significant increase in both strains 
after one hour of exposure to UV-B (Figures 7(a) and 
(b)). After 3 hours of irradiation, levels of CAT activity 
fell down reaching the values observed in the Control 
treatment in both strains. This result has been reported 
before [54,58] and inactivation of CAT due to UV-B is 
as consequence of photoinactivation and degradation [59] 
of the haem group in CAT. According to [60], UV-B 
inhibition of CAT could be a survival strategy in order to 
prevent accumulation of H2O2 in the cell.  

UV-B irradiation did not significantly affect the APX 
activity in both strains (Figures 7(a) and (b)). It seems 
probable that in this moderate UV-B irradiation study, 
APX is not involved in the protective mechanisms against 
it in both cyanobacterial strains. 

Many effects reported in the literature indicate spe- 
cies-specific responses to UVR. In this case, the two 
strains studied under laboratory conditions had different 
potential survival rates that can be partially explained by 
the synthesis of UV absorbing compounds and their an- 
tioxidant potential. 

5. Conclusions 

Two cyanobacteria strains isolated from the same rice 
field had different responses to UV-B irradiation doses 
comparable to the natural solar UV radiation reaching 
Uruguay’s latitude during rice growing season. Both 
photosynthesis and nitrogen fixation were affected by 
moderate UV-B radiation in the Anabaena isolate. Ca- 
lothrix sp. BI22 seems to have a better and wide suite of 
protective mechanisms which include constitutive adap-  

tations like presence of a sheath or MAAs. It also showed 
a better antioxidant response to UV-B which may be in- 
volved in the successful scavenging of ROS and protect- 
tion of physiological processes of this cyanobacterium. 

All in all these results indicate that Calothrix sp. BI22 
may be a better candidate than Anabaena sp. BI42 to be 
used as an inoculant in Uruguayan rice paddy fields 
when considering UV-B thriving strategies. 
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Abstract 

Keywords : nitrification, rice, T-RFLP 

 Uruguay is the seventh largest rice exporting country in the world. Nitrogen is the single most limiting factor 

for rice production. Microbial soil processes, e.g. nitrification, denitrification and mineralization, influence the fate 

of the “mobile” N atom. There are gaps in the understanding of key processes that govern N cycling, availability and 

plant acquisition in irrigated rice systems. Nitrous oxide (N2O), a greenhouse gas, is produced as a by-product during 

nitrification and occurs as an intermediate during denitrification. The use of fertilizers with inhibitors of nitrification 

has been proposed as a mitigation strategy. This study showed that less than 7 % of the total N2O emission from 

ENTEC®-fertilized soils, containing an inhibitor of nitrification (DMPP: 3,4-dimethylpyrazole-phosphate) was due 

to nitrification. T-RFLP amoA analysis detected the presence of Nitrosomonas and Nitrosospira genera in urea-

fertilized plots.  

1 Introduction 

   

Nitrous oxide (N2O), a greenhouse gas, is produced as a by-product during nitrification and occurs 

as an intermediate during denitrification. Microbial processes in soils contribute about 70% of the at-

mospheric budget of N2O. N2O emissions from soils have greatly increased with increasing N inputs by 

fertilization of agricultural soils [1]. After the application of top dressings of ammonium fertilizers, aero-

bic nitrification is favoured producing nitrate which diffuses into the surrounding anoxic bulk soil where 

it is prone to denitrification. The use of nitrification inhibitors has been proposed as means of reducing N 

losses by denitrification and leaching.  

Uruguay is the seventh largest rice exporting country in the world. Only one crop per year is grown 

during the southern hemisphere spring-summer season (October-March). The crop is broadcast seeded 

into dry soil and permanent flood is established 35-55 days after sowing. Nitrogen is the single most lim-

iting factor for rice production. Several authors have found that N2O losses occur mainly after fertiliza-

tion application during a period no longer than five weeks after application [2], coincident for rice in 

Uruguay with the period before flooding. After flooding, waterlogged conditions will probably induce 

N2O reduction to N2 by denitrification. Highest nitrification activity in flooded rice soil fields has been 

reported to occur at the tillering rice stage and in the surface soil fraction (top 2-5 mm soil) [3].   

The objective of this work was to evaluate the effect of a commercial fertilizer ENTEC
®
, containing 

an inhibitor of nitrification (DMPP: 3,4-dimethylpyrazole-phosphate) on nitrification-denitrification dy-

namics in a rice soil during a period of high risk for N2O emission and to examine the nature of the AOB 

communities inhabiting these soils.  
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2 Materials and Methods 

       

This work was conducted at the east of Uruguay (Treinta y Tres, Estación Experimental del 

INIA,Paso de la Laguna) during the 2004 growth season before flooding (October-December). This sea-

son was selected because soils are mainly aerobic and nitrification losses are maximal. A field experi-

ment with Oriza sativa variety INIA Tacuarí broadcast seeded was laid out in a randomized complete 

block factorial design with three replicate plots (4 x 5 m each) of three treatments: control (no fertilizer), 

urea (18 KgN/ha at seeding, 23 KgN/ha at tillering and 23 kgN/ha at flowering), ENTEC
®
, BASF (60 

KgN/ha at seeding): N-NH4
+ 18,5%, N-NO3

- 7,5% and DMPP (1 % content relative to N-NH4
+
 con-

tent). Three sampling times were established: 10 and 42 days (tillering) after sowing and one week after 

flooding (day 52 after sowing).  

Ten soil cores were collected from each plot and homogenized. All assays were performed in tripli-

cate. Routine soil textural and chemical analysis were determined by standard procedures. Potential nitri-

fication rates (PNR) were determined by the shaken soil-slurry method adding 1.5 mM NH4
+
 as de-

scribed by Mintie et al. [4]. Denitrification enzyme assay (DEA) was determined following standard 

procedures [5] by measuring N2O formation in anaerobic slurries that received glucose (10 mM), NO3- 

(1 mM) and C2H2 (10%, v/v). Nitrous oxide production was measured in sealed jars exposed to 0, 0.1 and 

5% C2H2 atmospheres in order to determine N2O total production, N2O coming from denitrification and 

total (N2O + N2) coming from denitrification as described by Merino et al. [6].  

T-RFLP analysis (Terminal restriction fragment length polymorphism). DNA extraction from the 

samples was performed with Kit Mobio according to manufacture protocol. The DNA was amplified by 

PCR with specific primers for amo A genes and the primer amoA-1F were labeled with the dye 6-FAM 

(5-[6]-carboxy-fluorescein). The amplification product was purified and digested with TaqI. The restric-
tion fragments were separated on an ABI 373 automated sequencer. The results were analyzed using 

GeneScan and Genotyper software (Applied Biosystems) [7]. Statistical differences were assessed using 

two-factor analysis of variance (ANOVA) for sampling time and fertilization, followed by Tukey´s test 

for mean multiple comparisons.                                                                                                                                                                

 

 

3 Results and Discussion  

 

3.1  Physical and chemical characteristics of soils 

 

  

 Soil characteristics are: silty loam in texture, 3.0-3.5 % organic C and 5.0-5.5 % organic matter. Soil 

moisture content decreased from an average of 27 %, 10 days after seeding to an average of 2.3 % at 

tillering. No significant differences in initial N-NH4
+
 values (mean: 150 µg/gdw) between control, urea 

and ENTEC
®
 fertilized soils were detected. A ten-fold decline in N-NH4

+
 in all treatments was observed 

over the six-weeks sampling period resulting in a final mean value of 25 µg /gdw. Nitrate values also 
decreased with time from initial mean values of 33, 17 and 10 µgN-NO3-/gdw in ENTEC®, urea and 
control soils respectively, to below detection limit (N1 µgN-NO3-/gdw) after flooding in all treatments. 
Soil pH remained constant at 5.2. Average temperatures increased from 18.2 ºC to 21.2 ºC during the 

sampling period. 60.5 mm of rainfall accumulated from seeding up to day 10 and a further 23.9 mm up 

to day 42.  

 In the present investigation, mineral-N concentration decreased during the sampling period. This 

rapid decline in applied N- fertilizer in the inorganic fraction during the early growing season can be 

ascribed to rapid plant uptake, immobilization into the microbial biomass and loss of nitrogen through 

nitrification-denitrification reactions. 

 



 

  

 

3.2 Nitrification and denitrification potentials  

  

 PNRs in fertilized and non-fertilized surface soils (Fig. 1), were calculated from the first 24 hours of 

incubation of the soil slurry experiments (linear rates of NO2
−
 and NO3

−
 accumulation in soil slurry 

experiments). Tukey´s comparison of the rate data indicated significant differences only for ENTEC
® 

fertilization at both sampling times (α= 0.05). Highest activity was observed for the ENTEC® 
fertilization treatment at both sampling times. Initial nitrification rates of ENTEC

® 
fertilized plots were 

3.4 and 5.7 greater than urea and control treatments, respectively. Six weeks later, an order of magnitude 

increase over controls and a 5.3 times increase over urea was detected. ENTEC
® 
fertilization clearly 

stimulated nitrifying activity after six weeks. PNR measured in this study, which ranged from ca 26 to 

400 nmol N /gdw.h, were in the same range or even higher than rates found for other non-flooded 

agricultural soils [4] consistent with the drier soil conditions of this sampling period. In a recent study, 

Nicolaisen et al. [3] obtained PNR for urea-fertilized flooded rice surface soil averaging 54 nmol 

N/gdw.h. Nitrification studies in rice fields have mostly being conducted with permanently flooded rice 

soil systems, where anaerobic conditions prevail. 
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Fig. 1 Potential nitrification rates in fertilized and control rice surface soil 10 and 42 days after soewing. 

Error bars represent ± S. E. 

 

 

 DEA values obtained from control (113,6 ± 4,3 nmol N/gdw.h) urea (142,9 ± 20,7 nmol N/gdw.h) 
and ENTEC

®
 (102,9 ± 22,1 nmol N/gdw.h) plots 6 weeks after sowing did not differ significantly. 

Furthermore, DEA measurements 10 days later (one week after flooding), indicated similar mean values 

in the plots with the different treatments (data not shown). However, nitrate values sharply declined in all 

treatments after flooding. Denitrifying communities were similarly active under denitrifying conditions 

compared to other rice submerged soils [2]. DEA and NPR values were similar in magnitude (Fig. 1), 

suggesting that denitrification can serve as a sink for nitrification.  

  

   

 

3.3 Nitrous oxide production 

  

 To explore the effects of the nitrification inhibitor contained in ENTEC®, N2O production was 

measured in fertilized (urea and ENTEC
®
) and control soils. ENTEC

®
 has been reported to remain active 

for a period of 4-10 weeks [8]. DMPP is a nitrification inhibitor which blocks the first step of ammonia 

oxidation to nitrite in autotrophic ammonia oxidizers.  
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Fig. 2 Nitrous oxide production from different processes 42 days after fertilization. Error bars represent 

± S. E 

 

 

 

 Results indicate that in control and urea-fertilized treatments, nitrification and denitrification 

processes were similarly active. A relatively minor contribution of nitrification to N2O production was 

observed in ENTEC
®
 -fertilized soils. However, a higher N2O release from denitrification was observed 

in ENTEC
® 
treatments not attributable to higher nitrate content at this sampling time (23 ENTEC

® 
vs 21 

urea µgN-NO3-/gdw). In addition, an even contribution of N20 and N2 to total denitrification was 
detected. Heterotrophic nitrification cannot be dismissed since reports suggest that a higher concentration 

of acetylene (> 0.1%) is needed for complete inhibition ([9], Fig. 2). Further studies are needed to 
explore the importance of this process in this ecosystem.  

 

 

3.4 Diversity of ammonia-oxidizing bacteria 

 

 The diversity of the ammonia-oxidizing community in rice surface fertilized soil on day 42 was 

assessed by the cloning-independent procedure T-RFLP. Horz et al. [7] provided experimental evidence 

for the strict correlation between amoA based T-RFLP TaqI-fragments and phylogenetically defined 

subgroups of ammonia oxidizers. Amplification of amoA genes in samples from ENTEC
®
 fertilized plots 

was not successful. T-RFLP analysis with TaqI profiles from triplicate urea treated soils consisted of 

either two fragments of 220 and 284-bp size or of the addition of a third fragment of 41 bp as shown in 

Fig. 2. According to available nucleotide sequence information, the 220 and the 284-bp fragments 

suggest the presence of Nitrosomonas species and of Nitrosospira species, respectively [7],[4]. In silico 

analysis of the amoA database could not indicate a possible assignment for the 41 bp fragment. To our 

knowledge, only isolates and sequences affiliated with Nitrosomonas species have been recovered from 

surface, bulk and rhizospheric soil [3], [10]. Both genus differ, among other traits, in affinity for NH4
+
 

and growth rates.   

 



 

  

 

 

 

 

  

 

 

 
Fig. 3 T-RFLP profile from the digested (Taq I) amoA PCR product of an urea soil sample after 42 days. 

Fragment size of T-RFs are shown in base pairs (bp).  

 

 

4 Conclusions  

 Less than 7 % of the total N2O emission from ENTEC
®
-fertilized soils was due to nitrification. On the 

other hand, higher potential nitrification rates compared to urea treatments could be indicative of the 

activity of heterotrophic ammonia oxidizers. T-RFLP amoA analysis detected the presence of 

Nitrosomonas and Nitrosospira genera in urea-fertilized plots.  
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Resumen

El N2O, gas con efecto invernadero, se produce en procesos bacterianos como producto secundario del proceso de
nitrificación y como intermediario en el proceso de desnitrificación. En el sistema de producción de arroz que se
utiliza en Uruguay, la pérdida de nitrógeno en forma de N2O  ha sido poco estudiada y para disminuirla se ha
propuesto el uso de fertilizantes que contengan un inhibidor de la nitrificación. El objetivo de este trabajo fue medir
si la inhibición de la nitrificación tiene efecto sobre las emisiones de N2O de un suelo cultivado con arroz y determi-
nar si éstas provienen de la desnitrificación o de la nitrificación. El ensayo se realizó en invernáculo y se fertilizó
con urea o ENTEC (fertilizante que contenía nitrato, amonio y el inhibidor de la nitrificación 3,4 dimetil
pirelzolfofato). El efecto inhibidor de la nitrificación se evidenció en el tratamiento con ENTEC en una menor
concentración de nitrato y menor cantidad de N2O emitido hasta los 30 días después de la siembra. Luego de 10 días
de inundado el cultivo no se detectó emisión de N2O en ninguno de los tratamientos. El N2O proveniente de la
nitrificación era menor en los tratamientos con ENTEC a los 14 días después de la siembra. Después de 35 días el
N2O se originaba por desnitrificación en todos los tratamientos.

Palabras clave: desnitrificación, DMPP, N2O, nitrificación

Summary

Nitrous oxide emissions from soils planted with rice: effect of a
nitrification inhibitor
Nitrous oxide (N2O) is a greenhouse gas produced both by denitrification and nitrification processes and may constitute
a significant nitrogen loss from agricultural soils N2O losses in rice cultive in Uruguay have been scarely studied.
The aim of this work was to measure the effect of a nitrification inhibitor on the N2O emissions from a rice field soil
and to evaluate the contribution of nitrification and denitrification. The assay was placed in a greenhouse and
consisted in urea and ENTEC (containing nitrate, ammonium and the nitrification inhibitor DMPP) fertilization. A
closed-chamber technique was used for collecting gas samples at different dates, which were analysed for N2O by
gas chromatography. Thirty days after fertilization soil nitrate content and N2O emission were lower for ENTEC
treatment than for urea, confirming nitrification inhibitor effect. No emission was detected from 10 days after flooding
for any treatment. N2O originated from nitrification was lower for ENTEC treatment 14 days after sowing. After 35
days N2O was due to denitrification in all treatments.

Key words: denitrification, DMPP, N2O, nitrification
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Introducción

El óxido nitroso (N2O) es un gas con efecto inverna-
dero con un poder de calentamiento 297 veces superior
al CO2 (IPCC, 2001). Se estima que el 70 % del N2O
emitido por la biosfera a la atmósfera proviene del sue-
lo (Bouwman, 1996). La agricultura contribuye con un
65-80 % del N2O antropogénico y la dinámica de su
producción está determinada en gran medida por la fer-
tilización nitrogenada.

La producción de N2O ocurre básicamente en los pro-
cesos microbianos de nitrificación y desnitrificación.
La nitrificación es un proceso aeróbico en el que el
amonio es oxidado por bacterias hasta nitrato pasando
previamente por nitrito. La desnitrificación es un pro-
ceso microbiano anaeróbico en el que el carbono orgá-
nico es usado como fuente de energía y el nitrato es el
aceptor de electrones  que se reduce a NO, N2O y N2.

En el cultivo de arroz el fertilizante nitrogenado apli-
cado se pierde además de por nitrificación-desnitrifi-
cación, por procesos fisicoquímicos como volatilización
y lavado. En un ensayo realizado en la Estación Expe-
rimental de Paso de la Laguna- INIA Treinta y Tres con
fertilizante enriquecido en 15N se estimaron pérdidas del
57 % cuando el N se aplicaba en una dosis a la siembra
(Irisarri et al., 2007). Cassman et al. (1998) citan estu-
dios hechos en arrozales tropicales donde la mayoría
de las pérdidas gaseosas provenían de la volatilización
de amonio mientras que las de N2O eran menores. Sin
embargo, en las condiciones del cultivo en Uruguay,
Tarlera et al., (2006) sugieren que la nitrificación en el
período previo a la inundación podría ser importante.

Müller et al. (2004) encontraron que las pérdidas de
N2O de los suelos ocurren principalmente después de la
fertilización y durante un período de unos 10 días, lo
que coincidiría en el cultivo de arroz con el período
previo a la inundación si el fertilizante se aplica a la
siembra. Después, las condiciones de anegamiento, pro-
bablemente inducirían la reducción del N2O a N2  por
desnitrificación (Granli y Bockman, 1994). La mayor
actividad nitrificadora en suelos cultivados con arroz
transplantado en el trópico, se ha encontrado al
macollaje y en la fracción superficial del suelo (2-5 mm
superiores) (Nicolaisen et al., 2004).

Para aumentar la capacidad de retención de N se ha
propuesto agregar al fertilizante un inhibidor de la
nitrificación, compuesto que enlentece la oxidación de
NH4

+ a NO2
- en el suelo por un cierto período porque

inhibe las actividades de las bacterias del género
Nitrosomonas. Como el NO2

- y el NO3
- son compuestos

claves en el proceso que lleva a la pérdida final de N

vía desnitrificación (en forma de N2 y N2O) y lixiviación,
los inhibidores de la nitrificación pueden reducir los
problemas ambientales y al mismo tiempo aumentar la
eficiencia de la fertilización nitrogenada (Pasda et al.,
2001). Algunos de los denominados fertilizantes “de
liberación lenta” tienen un inhibidor de la nitrificación
incorporado en su formulación. Son presentados en for-
ma granulada para ser fácilmente disueltos con la llu-
via, dando lugar a un mosaico de concentraciones tanto
del compuesto inhibidor como de NH4

+. De este modo,
se disminuyen las pérdidas por volatilización de NH4

+,
que ha sido reportado como el principal mecanismo de
pérdida de fertilizante para el cultivo de arroz inunda-
do (Freney et al., 1990; Aulakh et al., 1992).

El 3,4-dimetilpirazol fosfato (DMPP) es un inhibidor
de la nitrificación que se ha encontrado disminuye las
emisiones de N2O (Linzmeier et al., 2001) y que au-
menta el rendimiento en cultivos de arroz entre otros
(Pasda et al., 2001).

En nuestro país, ensayos exploratorios de campo rea-
lizados en la zafra 2001-2002 en la Unidad Experimen-
tal Paso de la Laguna- INIA Treinta y Tres, empleando
dos fuentes de N de liberación lenta comparadas con
urea tuvieron resultados alentadores (Deambrosi y
Méndez, 2002). Uno de los fertilizantes utilizados fue
el ENTEC (marca registrada por BASF) que contiene
DMPP. El % de N total absorbido por la planta debido
al N aplicado fue mayor cuando se usó ENTEC al 75 %
de la dosis recomendada comparado con el uso de urea.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el efec-
to de un fertilizante con un inhibidor de la nitrificación
(DMPP) sobre el rendimiento de arroz y las emisiones
de N2O del suelo, así como determinar la contribución
relativa de la desnitrificación y de la nitrificación a la
producción de N2O.

Materiales y métodos

El ensayo se realizó en invernáculo con arroz (Oryza
sativa L.) variedad INIA Olimar que se sembró en mace-
tas con suelo proveniente de la Estación experimental Paso
de la Laguna del INIA Treinta y Tres. El suelo Solod
melánico tenía las siguientes características: pH 5,2; M.O.
2,9; P Bray 7,2 ppm y K 0,28 meq/100g.

Se realizaron 3 tratamientos: 1) control sin fertilización,
2) tres dosis sucesivas de 20 kg N.ha-1 de urea (a la siem-
bra, macollaje y primordio floral), 3) dosis única de
ENTEC de 60 kg N a la siembra. El inicio de macollaje
(aplicación de la segunda dosis de urea) fue 28 días des-
pués de la siembra y el primordio floral (aplicación de la
tercera dosis) fue 58 días después de la siembra.

Emisiones de óxido nitroso por suelos cultivados con arroz
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El fertilizante ENTEC26 contiene 26 % N (27 % ní-
trico y 73 % amoniacal), 32,5 % SO3 y dimetil pirazol
fosfato (DMPP) como principio activo inhibidor de la
nitrificación.

Las macetas se colocaron de a tres, en cajones de
plástico que se inundaron 30 días después de la siem-
bra (inicio del macollaje). Los cajones se colocaron al
azar y se rotaron periódicamente para que todos los tra-
tamientos recibieran la misma cantidad de luz. Se usa-
ron seis repeticiones (macetas) por tratamiento.

Determinación de N2O emitido por el suelo

El N2O se midió en distintos momentos del ciclo de
cultivo utilizando cámaras cerradas de 23 cm de alto,
enterradas 3 cm en el suelo (Figura 1). El extremo su-
perior, abierto al aire, se cerró en cada medición duran-
te una hora con una tapa hermética y a intervalos regu-
lares de 0, 30 y 60 minutos se tomaron muestras de la
atmósfera bajo la campana en un tubo al vacío. Se de-
terminó la concentración de N2O con un cromatógrafo
de gases Shimadzu GC-14B con detector de captura
electrónica (columna de Porapak Q, temperaturas de
columna, inyector y detector 70º C, 90º C y 300º C)
provisto de válvulas de venteo para evitar la interferen-
cia del O2 y del acetileno. La tasa de emisión de N2O se
corrigió por la temperatura en el momento de muestreo
y se calculó según Hutchinson y Mosier (1981).

El flujo de masa neto de N2O durante un período
determinado de tiempo se calculó como el flujo prome-
dio entre 2 fechas de medición multiplicado por el nú-
mero de días transcurridos (Bowden et al., 1990).

Determinación del aporte de la desnitrificación y
la nitrificación a las emisiones de N2O

El primer paso en la nitrificación autotrófica es
catalizado por la enzima amonio monooxigenasa que
se inhibe por acetileno a presiones de 0,01-0,1 %
(Klemedtsson et al., 1988). Por lo tanto, el N2O produ-
cido por la incubación de suelo con acetileno a bajas
presiones proviene de la desnitrificación. La tasa de
producción por nitrificación puede estimarse como la
diferencia entre el N2O producido por incubación del
suelo sin acetileno y con 0,1 % de acetileno. Para de-
terminar si la desnitrificación continúa hasta N2  se in-
cubó con 5 % de acetileno que inhibe la óxido nitroso
reductasa (que cataliza el pasaje de N2O a N2). La de-
terminación del N2O proveniente de la nitrificación y
de la desnitrificación se realizó, de acuerdo a estas con-
sideraciones, según Merino et al.(2001).

Para esto se tomaron muestras de los 5 cm superfi-
ciales del suelo seco en tres momentos del cultivo de
arroz (a los 14, 35 y 148 días de la siembra) que se
humedecieron en forma homogénea hasta llevarlas a
capacidad de campo. Las muestras se incubaron en fras-
cos cerrados a 28º C con 0 %, 0.1 % y 5 % de acetileno
durante 24 horas. Se tomaron muestras de los frascos y el
óxido nitroso N2O se midió por cromatografía gaseosa.

Determinaciones analíticas

Para determinar la evolución del nitrógeno mineral
en el suelo se tomaron muestras de los 5 cm superiores
en los momentos en que se midieron las emisiones de
N2O. La determinación de NO3

- se realizó siguiendo el
método de Cataldo et al. (1975) y el amonio se deter-
minó según Mulvaney (1996).

El rendimiento de arroz se determinó como peso seco
de grano a la cosecha y el nitrógeno total se analizó por
el método de Kjeldahl según Faust et al. (1987).

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó usando el procedi-
miento GLM de Statistical Analysis System (SAS
Institute, 2001). La mínima diferencia significativa
(p< 0.05) se determinó por el test de Tukey.

Resultados y discusión

Efecto del inhibidor de la nitrificación sobre el
rendimiento

En el cuadro 1 se presentan los rendimientos de los
distintos tratamientos. Los rendimientos de los dos tra-

Figura 1. Sistema empleado para la toma de muestras
de gases para analizar el flujo de N2O.
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tamientos fertilizados son significativamente distintos
al control pero el rendimiento del tratamiento con
ENTEC aplicado a la siembra no es significativamente
diferente al obtenido con urea fraccionada, si bien este
último fue mayor.

La eficiencia de uso del fertilizante en arroz puede
duplicarse con el fraccionamiento (Irisarri et al., 2007).
En este caso con la aplicación de una dosis única de
ENTEC a la siembra el rendimiento de arroz no fue
menor que el obtenido cuando se aplicó urea fracciona-
da. Como el fertilizante con inhibidor de la nitrificación
es más caro que la urea, su empleo podría justificarse
en caso de aplicarse con la siembra y, por lo tanto, dis-
minuir el costo de las distintas aplicaciones que, en ge-
neral, se realizan con avión (Deambrosi E., com pers).

Emisiones de N2O por el suelo

Los resultados de las determinaciones de flujo de
emisión de N2O se presentan en la figura 2. Las dife-
rencias no son significativas entre los tratamientos, pero
hasta los 30 días la tendencia es a menores emisiones
en el tratamiento con ENTEC respecto al fertilizado con
urea. Debe considerarse además la diferencia de nitró-
geno aportado a la siembra en cada tratamiento, 20 kg
de N en el tratamiento de urea y 60 kg como ENTEC.
La alta variabilidad en la medición de las emisiones,
que ha sido comunicada por varios autores (Petersen,
1999; Flessa et al., 1998), no permitió detectar diferen-
cias entre los tratamientos aunque, contrariamente a lo
esperado, el pico máximo de N2O fue detectado en el
tratamiento con ENTEC 35 días después de la siembra,
con el cultivo ya inundado (Figura 2).

El agregado de urea a la siembra aumentó el conte-
nido de amonio desde el día 4 (Cuadro 2) indicando
ocurrencia de hidrólisis de la urea y posterior disminu-
ción rápida del amonio al tiempo que aumentaba la con-
centración de nitrato (nitrificación). Los valores de N

mineral en el suelo control son difíciles de explicar, pero
debe considerarse que las muestras analizadas fueron
tomadas de los 5 cm superiores por lo que pueden no
representar adecuadamente lo que ocurre en el perfil
del suelo.

Aproximadamente desde 10 días después de estable-
cida  la inundación, coincidiendo con la disminución
de nitrato en el suelo (Figura 3) y el aumento de la con-
centración de amonio (Cuadro 2), las emisiones son muy
bajas en todos los tratamientos (Figura 2).

Cuadro 1. Rendimiento de grano de arroz obtenido con
los distintos tratamientos de fertilización.

†= corresponde a promedios de seis repeticiones con desvío estándar.
Los valores seguidos de la misma letra no son significativamente
diferentes (p< 0.05).
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Cuadro 2. Contenido de amonio en el suelo durante los
primeros 60 días del cultivo de arroz bajo diferentes
tratamientos de fertilización.

Emisiones de óxido nitroso por suelos cultivados con arroz

     Tratamiento        Grano† (kg ha-1)

Control 3.800 ± 400 (c)

Urea 6.000 ± 1000 (a)

ENTEC 4.900 ± 500 (a,b)

Amonio (μg g-1)

Días    Control     Urea    ENTEC

0 7 7 7
4 115 154 338

14 11 34 127
23 6 8 45
59 63 37 69
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A los 14 días la cantidad de nitrato en el suelo (Figu-
ra 3) no es estadísticamente diferente entre tratamien-
tos, pero a los 23 días el tratamiento con ENTEC evi-
dencia una menor concentración de nitrato que el de
urea, a consecuencia de la presencia del inhibidor de la
nitrificación. La concentración de nitrato es menor en
ese tratamiento hasta los 30 días luego de la siembra. A
los 4 días el nitrato en el tratamiento con ENTEC es
mayor debido a que contiene nitrato en su composición.

No se encontró correlación entre el nitrato del suelo
(Figura 3) y el flujo de N2O (Figura 2). La emisión de
N2O depende del nitrato presente en el suelo pero es
influenciada por múltiples factores y una correlación
simple no explica adecuadamente todos los procesos
involucrados (Lark et al., 2004). Otra posible explica-
ción para la falta de correlación entre nitrato y flujo de
N2O es que el suelo emite también nitrógeno bajo for-
ma de N2 y de NO.

En la figura 4 se muestran los flujos acumulados de
N2O durante los primeros 35 días del cultivo lo que
coincide con los mayores flujos de este gas. No se ob-
servaron diferencias significativas entre tratamientos
por lo que la aplicación de urea fraccionada (hasta esa
fecha se habían realizado 2 fertilizaciones) y el ENTEC
(con inhibidor de la nitrificación) no aumentaron las
emisiones respecto al control sin fertilizar. El fraccio-
namiento de la urea sería adecuado a los requerimien-
tos del cultivo y, por lo tanto, el nitrógeno mineral del
suelo no estaría en exceso como para sufrir procesos
de nitrificación o desnitrificación que originan las pér-
didas de N2O. La dosis de N aplicada como ENTEC

(60 kg) era mayor hasta ese momento que la de urea
(40 kg) y, por lo tanto, el tratamiento con ENTEC pre-
sentó menores emisiones de N2O que el de urea por
unidad de N aplicada, sin considerar el control que tuvo
un rendimiento menor de arroz.

Cabe señalar sin embargo, que en los tratamientos con-
trol y ENTEC la mayor parte de las emisiones de N2O
corresponden a un único pico de emisión (Figura 2).

Aporte de la desnitrificación y la nitrificación a las
emisiones de N2O

Los ensayos de laboratorio para determinar si el N2O
provenía de la nitrificación o de la desnitrificación evi-
denciaron diferencias (p=0.01) entre algunos tratamien-
tos a los 14  y a los 35 días después de la siembra (Figu-
ras 5 y 6).

A 14 días de la siembra se registró emisión de N2O
tanto por nitrificación como por desnitrificación en to-
dos los tratamientos y no hubo diferencias en el N2O
total emitido (Figura 5). La desnitrificación ocurrió so-
lamente hasta óxido nitroso ya que cuando se inhibió la
enzima que cataliza el pasaje a N2, no se detectó mayor
producción de N2O. En el tratamiento con fertilizante
con inhibidor de la nitrificación (ENTEC) la
nitrificación fue menor que la desnitrificación, mien-
tras que al N2O emitido por el control y el tratamiento
ferti l izado con urea contribuyeron igualmente
nitrificación y desnitrificación. Como este ensayo se
realizó en el laboratorio a capacidad de campo se esta-

0

50

100

150

200

250

300

350

400

0 10 20 30 40 50 60 70 80

días después de la siembra

N
O

3
- (u

g
.g

-1
d
e

su
e
lo

)

control

urea

ENTEC

Figura 3. Evolución del contenido de nitrato en el sue-
lo durante el ciclo de cultivo.

0

100

200

300

400

500

600

1control urea ENTEC
N

2
O

(k
g

N
h

a
-1

)

Figura 4. Flujo neto de N2O acumulado durante los 35
días iniciales del cultivo.
Las barras representan los desvíos estándar. No hay diferencias sig-
nificativas entre tratamientos.

Domínguez, V.; Irisarri, P. y Gonnet, S.



55

ría midiendo desnitrificación que puede no ocurrir en
las condiciones redox del campo en esa etapa del cul-
tivo. Emisiones similares de N2O para los tratamientos
control y urea pueden explicarse por iguales concen-
traciones de nitrato en el suelo en ese momento. Estu-
dios en arrozales tropicales (Ghosh et al., 2003) de-
mostraron por el contrario que la fertilización con urea
aumenta la población de microorganismos nitrificantes.
Nicolaisen et al. (2004) señalan que las pérdidas por
nitrificación- desnitrificación acopladas son menos del
10 % del N tomado por la planta y que una posible
pérdida significativa de N debida a esos procesos solo
puede esperarse cuando el sistema radicular no está de-
sarrollado y la planta no compite adecuadamente por
el nitrato del suelo.

La menor contribución de la nitrificación al N2O
emitido a los 14 días en el tratamiento con ENTEC (Fi-
gura 5), comprobó el efecto de bloqueo del primer paso
de la oxidación de amonio a nitrito en las bacterias
autótrofas oxidadoras de amonio. No hay que descar-
tar, sin embargo, que una parte de lo que se consideró
emisiones provenientes de la desnitrificación, se origi-
nen por nitrificación heterotrófica que, para inhibirse
completamente, necesita concentraciones de acetileno
mayores a 0.1 % (Daum et al., 1998). En las condicio-
nes de invernáculo no se permitió que el suelo se seca-
ra mediante riegos en la etapa previa a la inundación,
por lo que podría estarse subestimando la nitrificación
que ocurriría en el campo en suelo seco.

A los 35 días en cambio, con el cultivo ya inundado
y en activo macollaje, no se detectó nitrificación en nin-
gún tratamiento y en todos los casos la desnitrificación
prosiguió en parte hasta N2 (Figura 6). La menor
desnitrificación correspondió al tratamiento con ENTEC
y los otros 2 tratamientos emitieron más N2O por
desnitrificación que a los 14 días de la siembra.

Hay evidencias de que cantidades importantes de fer-
tilizante se pierden vía desnitrificación en suelos
subtropicales semiáridos bajo inundación (Aulakh et al.,
1992). A diferencia de lo que ocurre en nuestro caso,
en esos suelos el bajo contenido en C orgánico afecta la
desnitrificación aún en presencia de nitrato.

A la cosecha (148 días) todo el óxido nitroso provi-
no de la desnitrificación, ya que el valor de N2O medi-
do al inhibir la nitrificación era igual al total (sin inhi-
bir) y no se observaron diferencias entre tratamientos,
con una media de 1,1 ppm de N2O emitido (datos no
mostrados). La desnitrificación no proseguía hasta N2
probablemente debido a que previo a la cosecha se dejó
de regar. Wrage et al., (2004) comunicaron que en con-
diciones de saturación no se logra  efectividad en la
inhibición de la N2O reductasa con 5 % de acetileno
por problemas de difusión, así que estos resultados pue-
den haber subestimado las emisiones como N2. Estos
ensayos de nitrificación- desnitrificación con inhibición
por acetileno nos dan una fotografía instantánea y pro-
blemas metodológicos con la inhibición a distintas con-
centraciones de acetileno deben relativizar la interpre-
tación de los procesos productores de N2O.

Las muestras se tomaron de los 5 cm superficiales
del suelo asumiendo que después de la aplicación del
fertilizante los flujos de N2O derivan de procesos
microbianos en la capa superficial del suelo donde per-
manece la mayor parte del N mineral aplicado. Esto
pudo no reflejar adecuadamente todos los procesos que
estaban ocurriendo ya que se ha comunicado una alta
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tasa de nitrificación a profundidades entre 5 y 25 cm en
suelos secos (Müller et al., 2004).

Aunque las emisiones de N2O de cultivos de arroz
inundado no se consideran muy importantes, ya que el
N2O se reduciría rápidamente a N2 en condiciones
anaeróbicas, debe tenerse en cuenta que los primeros
centímetros de suelo y la zona alrededor de las raíces
son parcialmente aeróbicas aún bajo inundación.

Conclusiones

En este trabajo,  bajo las condiciones controladas del
invernáculo, no se observaron flujos mayores de N2O
después de más de una semana de instalada la inunda-
ción. El fertilizante con el inhibidor de la nitrificación
DMPP produjo menor concentración de nitrato en el
suelo y una menor emisión de N2O hasta los 30 días
después de la siembra. Sin embargo, las emisiones de
N2O acumuladas no fueron afectadas por los tratamien-
tos. A los 35 días de cultivo y a la cosecha todo el N2O
provenía de la desnitrificación en todos los tratamien-
tos mientras que tanto nitrificación como
desnitrificación fueron fuentes de N2O cuando el culti-
vo no estaba anegado.

Los resultados indicarían que las emisiones de N2O
en el cultivo de arroz en estas condiciones estarían diri-
gidas principalmente por procesos reductivos en el sue-
lo aunque se necesitan estudios más exhaustivos para
explorar la importancia de los procesos de nitrificación-
desnitrificación en este ecosistema.
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Abstract Lack of local data limits estimation of

nitrous oxide (N2O) emissions from different land uses

of Uruguay. As a first step towards obtaining local

information, we measured from August 2003 to

September 2004 N2O fluxes from a rotation-by-tillage

experiment established in 1993 and from a nearby

natural pasture (NP). Nitrous oxide emission rates

were measured on an event-driven basis by using the

closed chamber technique with six replicates per

treatment. Fluxes varied considerably with time and

the higher rates (more than 30 g N ha-1 day-1) were

generally associated with periods of high soil water

content, high temperature, and/or decreasing soil

nitrate. We could not identify, however, any statisti-

cally significant correlation between flux and these

variables. Throughout the evaluation period, fluxes

from crops or cultivated pastures tended to be higher

than those from NP, but the effects of tillage (no-till

and conventional tillage) or rotation (continuous

tillage and rotation with pasture) were not consistent.

The application of 112 kg N ha-1 to barley did not

increase N2O fluxes probably due to a high fertilizer

use efficiency caused by the recommended three-split

application and by the lack of rain during this period.

The annual cumulative flows of different treatments

compared well with those estimated using IPCC

methodology, but the high spatial and temporal

variability observed in this one-year study indicate

that further research is needed to obtain reliable data

on N2O fluxes from agricultural soils of Uruguay.

Keywords No-till �Moldboard plow � Chisel plow �
Rotation with pastures � IPCC methodology �
Uruguay

Introduction

The concentration of nitrous oxide (N2O) in the

atmosphere has been increasing during the last few

decades at an accelerated rate. Its contribution to

increased atmospheric radiative forcing and its influ-

ence on decreasing atmospheric ozone levels have

raised interest in evaluating its sources and sinks.

Natural and agricultural soils are considered the most

important sources of N2O, with estimated global

emissions of 6.0 and 4.2 Tg N2O–N year-1, respec-

tively (Intergovernmental Panel on Climate Change

2001). In Uruguay (56� S lat., 50 m elevation), the

agricultural sector has been identified as responsible

for 99% of the N2O emissions (Uruguay Ministry of

Environment Climate Change Unit 2002). These

estimations are based on mean Intergovernmental

Panel on Climate Change (IPCC) factors, but because

of the lack of local data, there is high uncertainty on
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the actual N2O fluxes from the prevalent land use

types.

The current IPCC methodology (IPCC 2006) for

producing national inventories of N2O from agricul-

tural land assumes a default emission factor of 1.00%

of all the nitrogen added to the soil. This emission

factor is based on a study by Bouwman (1996)

and corrected lately (IPCC 2006). This IPCC meth-

odology, however, does not account for climate,

management practice, irrigation, soils, crop types and

other variables that have been found to influence N2O

emissions (Conen et al. 2000). Moreover Boeckx and

Van Cleemput (2001) suggested that this IPCC factor

could differ substantially from field observations.

Default factors used in the IPCC methodology to

multiply for activity data could result in a large

overestimation of the N2O inventory but there are

also reports indicating underestimation of N2O emis-

sions (Parkin and Kaspar 2006).

In Uruguay, most of the land was traditionally

under permanent natural grass vegetation, and used

for cattle-raising. The rest of the area was cultivated

with crops and pastures, generally in a variable

rotation sequence. Since the last 10 years, however,

the area destined to agriculture has increased,

promoted by the increase in the price of commodities.

Furthermore, agriculture is progressively carried out

in a continuous way, without rotation with cultivated

pastures, by the use of No-till (NT) farming technol-

ogy in more than 50% of the agricultural area

(Garcı́a-Préchac et al. 2004).

This land-use change could influence the magni-

tude of N2O emissions, but the direction of these

changes could not always be predicted. It is known

that crop types exert a large effect on N2O emissions;

with emissions from grassland and non-cereal crops

being consistently higher than those from cereals

(Smit 1999). The effect of tillage on N2O fluxes, on

the other hand, seems to be more variable, depending

probably on other environmental conditions (Parkin

and Kaspar 2006). Thereby, there have been con-

flicting reports on the effect of tillage, with some

authors reporting much higher N2O fluxes under NT

(Ball et al. 1999; Passianoto et al. 2003), while others

finding only very small increases or no differences

with respect to conventional tillage (Robertson et al.

2000).

The objective of this work was to compare the

magnitude of N2O emissions from agricultural crops

and cultivated pastures with those of natural pastures,

still the prevalent land use type of Uruguay. In

addition, we evaluated N2O emissions from agricul-

tural crops under continuous agriculture or in rotation

with pastures, and the effect of NT on emissions from

both agricultural crops and cultivated pastures. This

information, which is the first field-collected data

on N2O emissions from soils in this country, could

be used to improve the accuracy of Uruguayan

reports on N2O emissions, and to better forecast the

effects of future land-use-change scenarios on N2O

emissions.

Materials and methods

Nitrous oxide emission rates were measured from

August 2003 to September 2004 in a rotation-by-

tillage experiment located near Paysandú (northwest

of Uruguay). In this area, the climate is mid-latitude

humid subtropical according to the Köpean climate

classification system, with mean temperatures of

17�C in spring, 25�C in summer, 18�C in autumn,

and 12�C in winter. Soil temperatures recorded

during this study is shown in Fig. 1a. Rainfall is

fairly evenly distributed throughout the year, with a

total annual amount of 1,135 mm. The balance rain-

evapotranspiration shows water excess in winter and

water deficit during the rest of the year. Seasonal

distribution pattern of precipitation during the study

period is shown in Fig. 1b.

The experimental site was within a long-term

experiment established in 1993 on a high fertility

soil (Typic Argiudoll, organic C = 29.1 g kg-1,

pH = 5.7). Treatments were the factorial combination

of two tillage practices (conventional tillage = CT

and no tillage = NT) and two crop rotations (contin-

uous agriculture = CA and rotation with planted

pastures = RP every 3 years), arranged on a com-

pletely randomized design (Ernst and Siri-Prieto

2006). Conventional tillage consisted in a combination

of moldboard or chisel (20–25-cm depth) and disking

(10–15-cm). In no-till plots glyphosate was applied at

the rate of 1.4–1.9 kg a.i. ha-1 depending on weed

infestation. In RP the rotation was a 3-year-pasture

4-year-crop cycle. The pasture, which consisted of

birdsfoot trefoil (Lotus corniculatus), white clover

(Trifolium repens L.) and tall fescue (Festuca
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Arundinacea L.) was planted together with the winter

crop in the same planting operation.

During the evaluation period, the RP treatments

were occupied by pastures grazed by dairy cattle (60

cows per hectare). Details of tillage operations, crop

management activities and grazing dates are provided

in Table 1. A natural pasture located nearby was used

as control. The pasture was composed mainly of C4

and C3 perennial and annual grasses, located on a

area which was never cultivated or planted, resem-

bling other large areas used in the country for beef

cattle ranching.

N2O flux measurement

Gas fluxes were measured on an event-driven basis

(during 4 days after fertilization, tillage, sowing or

rainfall) using the closed chamber technique with six

replicates per treatment. Chambers (diameter 0.2 m,

height 0.2 m) were inserted 3 cm into the soil. Air

samples were withdrawn from chambers at 0, 30 and

60 min via a double-sided needle into 10-ml evacu-

ated vacutainers. Samples were taken between 10:00

and 11:00 h (assumed to represent the average gas

flux for that day according to Kessavalou et al.

(1998) and analyzed within 10 days of collection.

Ambient air (1 m above the surface) and chamber air

temperatures, as well as barometric pressure, were

measured at the start and end of each gas collection

period to calculate STP conditions.

Nitrous oxide analyses were carried out on a

Shimadzu GC-14B 63Ni electron-capture gas chro-

matograph (Porapak Q column at 708 C, injector

90�C and detector temperature at 300�C). The system

was front- and back-flushed to prevent any other gas

with a column retention time less or greater than that

of N2O from entering the analytical column and

detector. Fluxes were estimated by the change in gas

concentration over time, using the correction

described by Hutchinson and Mosier (1981). The

net mass flux between two events was calculated as

the mean flux value of the two events multiplied by

the number of days between these events (Bowden

et al. 1990). Cumulative annual mass fluxes were

computed by adding all mass flux values for the

experimental period and then adjusting this number

to an annual basis.

Soil sampling and analyses

Soil bulk density was determined once at each event

(mean of three replications per treatment) and later

used to estimate soil water-filled porosity (SWFP).

Soil samples within 0–10-cm depth were collected at

each event. When an event consisted of 1 or 2 days,

only one soil sample per plot was collected. When an

event lasted more than 2 days, two soil samples per

plot were collected, at the beginning and at the end of

the event. Each soil sample was a composite of eight

randomly-collected cores. Soil samples were divided

in two subsamples. One subsample was dried in a

forced air oven at 40�C, ground to pass a 2-mm sieve,
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represent the times of N application to sunflower and barley.

Codes Grz in d are the times at which cows grazed in RP. Lines

with crop names in d are the periods in which sunflower or

barley grew in the field
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and colorimetrically analyzed for exchangeable NH4

and NO3 after extraction with KCl 2 M using a

solution:soil ratio of 5:1. Ammonium was determined

using the modified indophenol blue method described

by Mulvaney (1996). In this method, sodium salic-

ylate is used instead of phenol. Nitrate content was

determined by colorimetry after reduction through a

Cd column (Griess-Ilosvay reaction, Mulvaney

1996).

The second soil sub sample was immediately

analyzed for water content, determined gravimetri-

cally after drying subsamples at 104�C for 24 h.

Volumetric water content was calculated by multi-

plying gravimetric water content by bulk density. Soil

total porosity was calculated as 1-(bulk density/

particle density). Then, SWFP was calculated as the

ratio of volumetric water content to soil total porosity

(Linn and Doran 1984). In both soils, the assumed

value of soil particle density was 2.65 Mg m-3

(Duran, A. 2003, pers. com.). Results of SWFP are

shown in Fig. 1b.

Emissions from each event were averaged across

event-days by plot, and only these averages were

used in the rest of the analyses. Flux data was

analyzed by analysis of variance (ANOVA); the

treatment sum of squares was further partitioned into

four orthogonal contrasts (NP versus rest, CA versus

RP, and CT versus NT within CA and RP treatments).

The logarithmic transformation (ln (1 ? N2O)) was

used to normalize the N2O flux data, which at some

events showed a lognormal distribution. All data

were analyzed using the SAS Statistical package

(SAS Institute 2001). The results from both the non-

transformed and transformed data were used to

interpret the results.

Results and discussion

Soil nitrate

Soil NO3
- concentration varied considerably among

and within treatments during the experiment

(Fig. 1c). The higher increases were observed after

planting and N fertilization of sunflower and barley,

and the higher decreases after heavy rains. In two

occasions, these decreases coincided with the N2O

emission peaks (Fig. 1d). The analysis of variance

revealed statistically significant differences among

treatments (NP excluded from the analyses) in five

out of the 13 sampling events (Fig. 1c). Soil NH4
?

concentration, conversely, was fairly constant and

low throughout the evaluated period, and did not

significantly vary among treatments (data not shown).

The NO3
- concentration across both tillage types

was significantly higher under CA than under RP in ten

out of the 13 sampling instances (Fig. 2a). The mean

NO3
- concentration across the whole evaluation

period was also significantly higher under CA than

under RP, 7.5 vs. 2.6 mg N kg-1, respectively. The

higher soil NO3
- concentration in the CA treatments

was probably caused by soil disturbance during

planting, and by N fertilization of both sunflower (at-

planting) and barley (at-planting and after planting)

Table 1 Details of tillage,

crop management and

grazing activities performed

at the Paysandú experiment

RP = Rotation with pasture

CA-NT = Continuous

agriculture under no-till

farming

CA-CT = Continuous

agriculture under

conventional tillage

Date RP CA-NT CA-CT

13-Aug-03 Grazing

19-Aug-03 Glyphosate application Eccentric plow

7-Oct-03 Glyphosate application Chisel plow

14-Oct-03 Sunflower sowing and

fertilization

14-Nov-03 Herbicide application

20-Dec-03 Grazing

2-Feb-04 Grazing

19-Feb-04 Sunflower harvest

30-May-04 Glyphosate application Chisel plow

9-Jun-04 Barley sowing and N–P

fertilization (120 of 28–33)

21-Jul-04 N fertilization (100 kg ha-1 of Urea)

11-Aug-04 N fertilization (70 kg ha-1 of Urea)
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(Table 1). Moreover, the lower soil NO3
- concentra-

tion under RP could be explained by the absorption of

mineral N by the pasture, which grew during most of

the experimental period. The NO3
- increase observed

in the CA treatments during fallow was probably the

result of soil N mineralization and nitrification at a

time when only a few weeds were growing and

absorbing N. The NP treatment showed a similar trend

to RP, although the NO3
- concentration was some-

times slightly lower in NP (Fig. 2a).

Within the two CA treatments, NO3
- concentra-

tions were often lower under NT (Fig. 2b). These

results agree with reports from Brazil and Uruguay

(Salet et al. 1997; Bordoli 2001) indicating that soils

under NT usually have less mineral N available to

plants. This lower available N is a consequence of a

lower mineralization rate of crop residues and a

higher immobilization rate of soil N, which results in

net immobilization and SOM build up during the first

years after NT initiation. Soils under this manage-

ment also tend to have a lower soil temperature, and

hence a lower rate of crop growth and N absorption.

A lower soil temperature under NT could help to

explain the higher NO3
- concentration observed after

N fertilization of barley at planting. It should also be

noted that near this sampling time there were few rain

events and the SWFP was relatively low (Fig. 1b),

conditions which probably limited the occurrence of

N losses by leaching or denitrification. Soil NO3
-

concentration within the two RP treatments was

almost the same, probably because of the absorption

of mineral N by the pasture (Fig. 2c).

Nitrous oxide fluxes

Nitrous oxide fluxes varied highly among events

(Fig. 1d). The higher fluxes were recorded in general

after rains which produced an increase in SWFP

(Fig. 1b) and an important soil NO3 decrease

(Fig. 1c) and/or during periods of high soil temper-

atures (Fig. 1a). The highest flux (99 g N ha day-1)

was recorded in the CA-CT treatment (Fig. 1d) after

one of the highest rainfalls of the year and when soil

temperatures were above 15�C. Such high N2O fluxes

are normally produced by denitrification, for which a

prerequisite is the creation of anaerobic zones in the

soil (Baggs et al. 2002). This high flux event also

coincided with the fallow period, when soil NO3 built

up. The occurrence of flux peaks during fallow has

also been observed by other authors; Mosier et al.

(2003) have suggested that minimizing fallow could

be a practical way to decrease N2O emissions. At

several events, the fluxes were zero or near zero in all

treatments, but the lower fluxes were generally

observed in the NP treatment (Fig. 1d).

In spring and fall, the mean N2O emissions of all

treatments (except NP) were similar (14.8 and

15.4 g N ha day-1, respectively), and higher than in

winter (5.4 g N ha day-1). The most favorable com-

bination of soil temperature and humidity probably

increased the chances of denitrification in these two

seasons, while in winter the soil biological activity

could have been limited by temperature. Although

nitrous oxide fluxes were not recorded in summer, we

assume that the few rain events during this season

may have had little effect on promoting optimal soil

humidity for significant emissions to occur. In spite
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of these qualitative relationships between soil-

weather conditions and N2O losses, regression anal-

yses could not identify any simple or multiple

significant correlation between temperature, SWFP,

or NO3 with N2O fluxes. The logarithmic transfor-

mation of the data did not improve these relationships

either. This result was not completely unexpected,

since according to Lark et al. (2004) correlation

analysis may fail to give a consistent picture of the

soil factors influencing N2O emission.

Contrarily to what was expected, the application of

N fertilizer to barley did not produce a noticeable

increase of the N2O flux above the baseline. This

outcome was probably related to the split way of N

application (Table 1), which is the recommended

method of application for this crop in Uruguay

(Hoffman et al. 1999). This split application probably

increased the N use efficiency, particularly in the two

later application stages. At these stages (Zadoks 22

and Zadoks 30), the crop was actively growing and

absorbing nutrients, and hence the amount of mineral

N left in the soil for losses was reduced. To this

respect, it has been clearly established that there is an

inverse relationship between N use efficiency and

N2O emissions (Kroeze and Mosier 2000). In fact,

one of the primary considerations for mitigating N2O

emissions from agricultural lands is to match the N

supply to the spatial and temporal needs of plants.

Thus, N application should be regulated through split

application when appropriate (Dalal et al. 2003; De

Klein et al. 2001). An additional explanation to this

lack of N fertilization effect on N2O flux was that the

rain was scarce during this period, which further

prevented the occurrence of large N2O emissions.

According to Ruser et al. (2001), the amount of rain

after fertilization is a key factor in determining the

magnitude of N2O emissions per unit of fertilizer N

applied.

The ANOVAs revealed significant flux differences

between treatments at only three events (Fig. 1d), but

at each of these events different treatments showed

the highest flux. Therefore, the effect of tillage or

rotation on N2O losses was not consistent along the

evaluation period. The logarithmic transformation of

the data produced a minor improvement, increasing

the number of significant outcomes to four (not

shown). This lack of statistical significance could

have also been induced by the high flux variability

observed in our study, which is not unusual, and

similar results have been reported elsewhere (Thorn-

ton and Valente 1996; Flessa et al. 1998; Petersen

1999). It is obvious that under such high variability,

only very strong treatment effects could turn out as

significant, and therefore dependable conclusions

could only be obtained after long-term studies.

Fluxes from natural pastures (NP) were almost

always below 5 g N ha-1 day-1, and they were

lower than fluxes of the other treatments during most

of the evaluation period (Fig. 1d). A lower N2O

emission from NP could have been expected, because

this treatment was the less productive and showed the

lowest soil NO3
- concentration along the evaluation

period, implying that the N cycling was lower in this

treatment. A low soil NO3
- concentration in NP

could have also been predicted, because this treat-

ment was never tilled, planted or fertilized, and it is

generally known that mineralization and nitrification

rates tend to increase with the degree of soil

perturbation. The contrast ‘‘NP versus Rest’’, how-

ever, was significant at only two of nine events (in the

first five events NP was not evaluated, data not

shown).

Comparisons between mean fluxes in CA and RP

(across both tillage types) showed no clear trends,

because of the 14 events, the contrasts were signif-

icantly higher only twice in each group (data not

shown). Moreover, this contrast was not statistically

significant at the two events with the largest fluxes

(9/12/2003 and 4/20/2004), and aside from statistics

each of these two treatments showed the largest flux

at one occasion. Analyses with the log-transformed

data, however, identified as significant one of the

events with the largest flux, where the emission from

CA was largest. Therefore, it seems that the same soil

conditions were similarly affecting the emissions

from both treatments, and that the rotation effect was

relatively minor.

Overall, these findings indicate that natural pas-

tures in Uruguay would produce lower fluxes than

either cultivated pasture or agricultural soils. Also,

agricultural soils would produce similar N2O fluxes,

irrespectively of the rotation type. This apparent lack

of rotation effect, however, should be considered with

caution, not only because of the high flux variability

but also because of the poor pasture growth observed

in this study, which determined that cows were

allowed to graze in only three occasions. The reason

for this poor growth could not be identified, but the
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same symptoms were observed in other pastures this

same year (unpublished data). This result is also in

contradiction with reports that legume forage crops

tend to have lower annual N2O emission than

fertilized annual crops (Gregorich et al. 2005). Fur-

thermore, these authors have suggested that when

deriving national inventories of greenhouse gases

from agricultural systems these two crop types may

be considered separately.

Within CA, N2O fluxes were significantly higher

in CT at three events and once in NT (Fig. 3a). In

only two occasions the flux difference between CT

and NT was significant, but both treatments showed

once a larger significant flux, although the largest

flux was observed in CT. Within RP, NT showed a

statistically significant higher flux than CA at one

event, but at all others the fluxes from both

treatments were not different (Fig. 3b). The log

transformation produced similar trends, except that

within CA both treatments showed the same

number of significant events (Fig. 3c, d). These

results suggest that the influence of tillage type on

N2O emissions from Uruguayan soils would be

scarce.

This lack of a clear tillage effect on N2O fluxes is

in opposition with several reports from USA (Smith

et al. 2000, Smith and Conen 2004) and Argentina

(Steinbach and Alvarez 2006), which showed higher

N2O emissions under no-till. In these studies, the

larger emission was related either to a higher soil

compactation (Smith and Conen 2004) or to a greater

soil water content (Steinbach and Alvarez 2006)

under NT. However, in our study, neither bulk

density (not shown) nor SWFP (Fig. 1b) seemed to

be affected by tillage type. To this respect, Thornton

and Valente (1996) considered that a complex

interaction of processes governing N2O concentra-

tions in soils, as well as the cultivation type, could

affect these relationships in different directions. On

one hand, plowing may increase soil air permeability

thus decreasing N2O concentrations. On the other

hand, organic material may be buried by plowing,

which may enforce N2O production. The high

variability observed in our N2O flux data raise

questions, however, about the sensibility of field

studies to address relatively small differences created

by rotations or tillage types, suggesting that with this

approach some differences could remain undetected.

Our data could also be biased since it was collected

during one single year with a particular set of weather

conditions. Therefore, more studies would be needed

to reach more definitive conclusions.
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Annual emissions

Cumulative annual N2O emissions were significantly

affected by differences in soil management, but only

when the logarithmic transformation was used

(Table 2). According to this analysis, there was a

significantly lower emission in the NP treatment than

in the rest. A similar low N2O emission value was

recorded this same year in a natural pasture located at

another site (unpublished data). The other statistically

significant comparison was CT versus NT within CA;

in this case CT emitted more than four times N2O

than NT during the evaluation period (Table 2)

although most of this difference was caused by a

single event (Fig. 3a). Moreover, measurements

made at the same site the previous year showed a

higher emission from NT (unpublished data). All

other comparisons were not significant, indicating

that annual emissions from CA and RP were similar,

as were those between tillage treatments within RP.

The higher emission observed in RP treatments in

relation to NP could have been expected, because

legumes could stimulate N2O emissions by excreting

N compounds from nodules, thus providing additional

substrates for nitrification and denitrification (Roch-

ette et al. 2004). Moreover, the emission values

reported in this work for these two systems were

within the range reported by other authors. Veldkamp

et al. (1998) measured N2O fluxes from different

pasture types in Costa Rica and reported average

annual emissions from native pastures, legume-grass

mixtures, and pastures fertilized with 300 kg N ha-11

year-1 of 2.4, 4.3, and 22.6 kg N ha-11 year-1.

Later, Plant and Bouman (1999) working with sim-

ulation models predicted N2O losses in the range of

3–5, 12–15, and 7–28 kg N ha-11 year-1 from these

same systems.

Annual emissions predicted using the IPCC meth-

odology (Mosier et al. 1998) would be 0.9 and

1.7 kg N–N2O ha-1 year-1 for continuous agricul-

ture and cultivated pastures respectively, regardless

of its management practice (no-tillage or conven-

tional tillage). The predicted emission from the NP

treatment would be zero, since this is unmanaged

land. The predicted values using IPCC methodology

compared well with the estimated means from the

ANOVA, especially with the back transformed-

means from the log-transformed data (Table 2).

Some degree of discrepancy between the estimated

means from the log-transformed or untransformed

data and the IPCC factors should obviously be

expected, because these factors were proposed on a

national basis and not at a field scale.

Conclusions

The first reported data on nitrous oxide fluxes from an

agricultural soil of Uruguay showed an irregular

pattern along the year. Peak emissions (more than

Table 2 Cumulative

annual N2O fluxes from

natural pasture (NP) or

several rotation-tillage

combinations (continuous

agriculture = CA,

agriculture-pasture = RP,

conventional tillage = CT

and no-till = NT), and

ANOVA results for the log-

transformed data (no

significant differences

found in the untransformed

data)

NA Not applicable

Treatment Untransformed mean

(kg N–N2O ha-1 year-1)

Log-transformed mean

(kg N–N2O ha-1 year-1)

NP 0.64 0.07

CA-CT 5.49 3.77

CA-NT 1.21 0.44

RP-CT 2.62 1.35

RP-NT 4.26 1.72

Source DF SS P

ANOVA of the log-transformed data

Treatment 4 38.0429 0.03286

Contrast NP versus rest 1 23.839 0.00979

Contrast CA versus RP 1 0.173 0.81183

Contrast CA: CT versus NT 1 13.845 0.04234

Contrast RP: CT versus NT 1 0.183 0.80639

Error 22 65.576 NA
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30 g N ha-1 day-1) were generally associated with

rainfalls and high temperatures (over 15�C), and they

were also observed after periods of high nitrate

concentration. In spite of these general relationships,

a correlation between fluxes and these variables could

not be established. In spring and fall, the mean N2O

emission across all treatments except NP were similar

(14.8 and 15.4 g N ha day-1, respectively) and

higher than in winter (5.4 g N ha day-1). The fluxes

from crops or cultivated pastures tended to be higher

than those from a natural pasture, but the effects of

tillage or rotation on N2O losses were not consistent

along the evaluated period. Contrarily to what was

expected, N fertilizer application to crops did not

increase N2O flux probably due to high N fertilizer

use efficiency coupled with a lack of rain near the

periods of application. The annual cumulated flows of

different treatments compared well with those esti-

mated using IPCC methodology. Further studies,

however, are needed to obtain reliable data on N2O

fluxes from agricultural soils of Uruguay, because our

results were obtained during one single year of

measurements and furthermore they showed very

high spatial and temporal variability.
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Resumen

Los arrozales son fuente de dos importantes gases de efecto invernadero (GEI), metano y óxido nitroso. Como un paso inicial
hacia la obtención de información local, se midieron las emisiones de CH

4
 y N

2
O del suelo y de las plantas de arroz mediante

la técnica de la cámara estática en experimentos en invernáculo y a campo en el este de Uruguay. En el experimento en
invernáculo, se estudió el efecto del momento de inundación (21 y 45 días después de la emergencia) y de la fertilización
nitrogenada (0 y 50 kg N ha-1) sobre las emisiones. La inundación temprana y la fertilización nitrogenada tendieron a aumentar
las emisiones de N

2
O. En el experimento a campo, se estudió el efecto de la cobertura invernal y de la fertilización nitrogenada

(0 y 82 kg N ha-1). Se detectaron mayores flujos de CH
4
 durante la etapa reproductiva de la planta en el tratamiento fertilizado

con cobertura invernal previa de raigrás. El flujo de N
2
O fue máximo después de los baños. Los resultados indican que el uso

del cultivo de cobertura podría incrementar las emisiones de GEI durante el ciclo del arroz. A pesar de las distintas prácticas
de manejo del cultivo empleadas en Uruguay, los flujos de CH

4 
y N

2
O se encuentran dentro de los valores informados

previamente para arrozales de otras partes del mundo.

Palabras clave: suelo inundado cultivado con arroz, gases de efecto invernadero, fertilización N
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CH
4 
and N

2
O Emissions in a Rice Field: First Measurements in the

Uruguayan Productive System

Summary

Irrigated rice fields are major sources of two important greenhouse gases (GHG), methane and nitrous oxide. As an initial step
towards obtaining local information, emissions of CH

4
 and N

2
O from rice paddy soil were measured by the static chamber

technique in greenhouse and field experiments conducted in eastern Uruguay. In the greenhouse experiment, the effect of two
flooding moments (21 and 45 days after emergency) and nitrogen fertilization (0 and 50 kg N ha-1) on gas emissions was
studied. Early flooding and nitrogen fertilization tended to increase N

2
O emissions. In the field experiment, effect of winter soil

cover crop and nitrogen fertilization (0 and 82 kg N ha-1) were tested. Higher CH
4
 fluxes were observed mainly during the

reproductive stage of the plant in the N-fertilized treatment with ryegrass winter crop. N
2
O flux peaked at flushing. Results

indicate that the use of cover crops might increase GHG emissions during the rice cycle. Despite differences in agronomic
management practices employed in Uruguay, CH

4
 and N

2
O fluxes are within magnitudes previously reported for rice fields

worldwide.

Key words: rice paddy soil, greenhouse gases, N fertilization.
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Introducción

Los suelos agrícolas son fuentes globales importantes
de metano (CH

4
) y óxido nitroso (N

2
O) (IPCC, 2007). En

Uruguay, el CO
2
 capturado por los montes forestales casi

duplica su emisión, razón por la que CH
4
 y N

2
O resultan los

principales gases de efecto invernadero (GEI). Se estima
que la agropecuaria es responsable del 92,6 % de las
emisiones de CH

4
 y de casi la totalidad de las de N

2
O

(MVOTMA et al., 2010). Los gases de efecto inverna-
dero (GEI) tienen diferente capacidad de calentamiento,
basado en su impacto en la energía radiante y su duración
en la atmósfera respecto al gas de referencia, el dióxido de
carbono (CO

2
). El CH

4
 y el N

2
O tiene un potencial de calen-

tamiento 25 y 298 veces mayor que el CO
2
 respectivamen-

te, para una escala de tiempo de 100 años (IPCC, 2007).
El arroz es el principal cultivo irrigado en Uruguay, un

55% del área cultivada está en la zona Este del país y
aproximadamente un 90% de la producción se exporta
(ACA, 2011). En el inventario nacional de GEI emitidos se
estima que el cultivo de arroz es responsable de un 4% del
CH

4
 emitido en Uruguay (MVOTMA et al., 2010). Uno de

los desafíos ambientales de los sistemas que incluyen el
cultivo de arroz con inundación es reducir la emisión de
GEI producidos principalmente por actividades microbia-
nas. Las emisiones están fuertemente influenciadas por la
fertilización nitrogenada, el manejo del suelo y de los resi-
duos de la cosecha durante el barbecho y el manejo del
agua de riego. El cultivo de arroz es considerado la princi-
pal fuente antropogénica global de CH

4
 (Jacobson, 2005).

Las emisiones de CH
4
 dependen del cultivar de arroz

(Kerdchoechuen, 2005), pero también aumentan por la
incorporación de materia orgánica al suelo (Yagi y
Minami, 1990; Bronson et al., 1997), y su mitigación se
basa en la reducción del tiempo en que el cultivo permane-
ce inundado (Yagi et al., 1996; Cai et al., 1997).

El N
2
O se produce mayoritariamente en la interfase en-

tre suelo seco e inundado (Cai et al., 2001; Xing et al.,
2002). Su emisión depende del drenado del suelo
(Towprayoon et al., 2005) y se estimula con la fertiliza-
ción nitrogenada (Bronson et al., 1997; Crutzen y Lelieveld,
2001). La emisión de CH

4  
resulta del balance entre las

actividades de las arqueas metanogénicas, estrictamen-
te anaeróbicas, y las bacterias metanótrofas, aeróbicas
(Macalady et al., 2002). Por otra parte, el N

2
O es producto

de las transformaciones microbianas incompletas de los
compuestos nitrogenados incorporados al suelo como fer-
tlizante, bajo condiciones óxicas (nitrificación) o anóxicas
(desnitrificación principalmente y nitrificación desnitrificante)

(Smith et al., 2003; Baggs y Philippot, 2011). El cultivo de
arroz en Uruguay es único en el mundo ya que comparte el
uso de suelos con pasturas para la ganadería y otros culti-
vos en rotación (ACA, 2011). El arroz integrado a esos
sistemas produce altos rendimientos con aplicación de ba-
jas dosis de agroquímicos y conserva la calidad del suelo
(Deambrosi, 2003; Méndez et al., 2003). El comercio mun-
dial presenta crecientes exigencias sobre los impactos am-
bientales de los procesos productivos y su documentación,
incluyendo la exigencia de uso del agua, destino medioam-
biental de agroquímicos y emisión de GEI entre otros (Itoh
et al., 2011). El objetivo de este trabajo fue obtener los pri-
meros datos locales de emisiones de CH

4
 y N

2
O en el

sistema particular de producción de arroz en nuestro país.
Además se realizó una primera aproximación al impacto
de algunas prácticas de manejo, fertilización nitrogenada,
manejo del agua y coberturas invernales, sobre los flujos
de estos GEI.

Materiales y métodos

Experimento en invernáculo

El experimento de invernáculo se desarrolló en el Institu-
to Nacional de Investigación Agropecuaria (INIA) del depar-
tamento de Treinta y Tres. Se sembró arroz (Oryza sativa

L.,  cultivar «El Paso 144») en cajones de plástico con suelo
tomado de los 0,30 m superiores en la Unidad Experimen-
tal «Paso de la Laguna» del INIA Treinta y Tres, con las
siguientes características: textura franco limoso, pH (H

2
O)

5,2; N-NH
4
+ 0,3 mmol L-1; C orgánico 30-35 g kg-1 y materia

orgánica 50-55 g kg-1. La densidad aparente del suelo fue
1,36 g cm-3. Este ensayo se realizó para evaluar los efec-
tos del momento de inundación y la fertilización nitrogenada
sobre las emisiones. Se utilizó un diseño de parcelas al azar,
con cuatro repeticiones y dos cámaras en cada cajón.

Se colocaron 52 kg de suelo por cajón y se aplicó una
fertilización basal con 120 kg ha-1 de fosfato de amonio (18-
46-0). El arroz se sembró con una densidad de 180 kg ha-1 y
las plántulas se regaron semanalmente hasta capacidad de
campo. El tratamiento con nitrógeno consistió en la aplica-
ción de urea 50 kg ha-1 al macollaje y a los 21 días después
de la emergencia (DDE) de las plántulas. Las plantas de
arroz emergieron nueve días después de la siembra. El
tratamiento de manejo del agua consistió en dos fechas de
establecimiento de la inundación, 21 DDE (inundación tem-
prana) y 45 DDE (inundación tardía). El nivel de agua du-
rante la inundación se mantuvo en 5-6 cm por encima del
suelo hasta la cosecha, que se realizó a los 134 DDE.

Irsarri P., Pereyra V., Fernández  A., Terra J., Tarlera S.
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Experimento de campo

El experimento se realizó en la Unidad Experimental
Paso de la Laguna del INIA, (33º16´S, 54º16´W) durante la
zafra de arroz 2008-09 para conocer el efecto de la inclu-
sión de cultivos de cobertura invernal sobre las emisiones
de CH

4
 y N

2
O durante el cultivo de arroz. El suelo era Albic

Natraqualf (USDA, 1998) con tres años previos de descan-
so sin arroz. Las características físico-químicas del suelo
se muestran en el Cuadro 1.

Los tratamientos fueron el arreglo factorial de dos mane-
jos del suelo durante el invierno, raigrás (Lolium multiflorum

Lam.) como cobertura o suelo desnudo, y dos dosis de fertili-
zación nitrogenada, 0 y 82 kg N ha-1. El diseño fue de parce-
las al azar de 10 m x 9,2 m con cuatro repeticiones y dos
cámaras en cada parcela. El raigrás se sembró el 30 de
marzo a una densidad de 20 kg de semillas ha-1, 10 días
después de una aplicación de 1,5 kg ia ha-1 de glifosato
(Terra et al., 2009). El tratamiento de suelo desnudo (sin
vegetación) recibió el 20 de junio una segunda dosis de
glifosato, además de la del 20 de marzo. En ambos trata-
mientos el barbecho químico se inició el 19 de setiembre
con una aplicación de 2,5 kg ha-1 de glifosato. La materia
seca total cosechada de raigrás fue 4940 kg ha-1 con una
relación C/N de 47/1 (Terra et al., 2009). El laboreo del

suelo se realizó el verano previo (enero 2008) y consistió
en una pasada de excéntrica pesada, dos pasadas de ras-
tra de discos y dos pasadas de landplane.

El cultivo de arroz (cv. INIA Olimar) se instaló el 13 de
octubre con siembra directa a una densidad de 150 kg de
semilla ha-1. La inundación se realizó 22 DDE y se mantuvo
una lámina de agua de 10 cm hasta cinco días antes de la
cosecha. Se realizaron dos baños previos a la inundación
del cultivo, a los 1 y 4 DDE.

La fertilización nitrogenada fraccionada consistió en la
aplicación, a la siembra, de fosfato de amonio (22 kg N ha-1, 23
DDE), urea al macollaje (21 DAE) 30 kg N ha-1 sobre suelo
seco, y al primordio (51 DDE) 30 kg N ha-1. Los tratamien-
tos sin N no recibieron ninguna aplicación de fertilizante ni-
trogenado.

Los parámetros de rendimiento como peso de grano
ajustado al 13%, número de tallos m-2, granos por panoja,
materia seca en etapas de floración y primordio, se evalua-
ron según Terra et al. (2009). La estimación del contenido
de clorofila de las hojas del arroz se midió en la hoja supe-
rior más desarrollada con un SPAD 502 Plus Chlorophyll
meter (Terra et al., 2009).

La información meteorológica se registró en la estación
ubicada en «Paso de la Laguna». La  temperatura prome-
dio fue 21,5 °C durante el ciclo del cultivo (Figura 1) y la

Cuadro 1. Propiedades del suelo en el ensayo de campo.

Figura 1. Temperatura diaria durante el ciclo de producción de arroz. Los
rombos negros indican la temperatura media, los cuadrados la máxima y
los triángulos la mínima. DDE: días después de emergencia.

pH(H
2
O) C orgánico     N total P Bray          K disponible

  (g kg-1)               (g kg-1)        (µgg-1)          (meq100g-1)

5,4±0,17 19,0±1,7  1,7±0,1         7,8±0,9           14,6±4,8



Agrociencia Uruguay4 Irsarri P., Pereyra V., Fernández  A., Terra J., Tarlera S.

precipitación  576 mm, de los cuales solo se registraron
36 mm previo a la inundación. La amplitud térmica tuvo un
valor promedio de 12 °C a lo largo del ciclo del arroz.

Muestro y mediciones de flujos de CH
4
 y N

2
O

Los flujos de gases emitidos se monitorearon usando la
técnica de cámaras cerradas estáticas descritas para arroz
por Lindau et al. (1991) en las fechas indicadas para cada
experimento en las Figuras 3 y 4 y entre las 13 y 15 h. Las
cámaras consistieron en bases de acero inoxidable de
40 cm de diámetro y 20 cm de altura parcialmente insertas
(5 cm) en el suelo que permanecieron instaladas durante
todo el ciclo de cultivo. En cada fecha de muestreo se colo-
caron cilindros de acrílico de 60 cm de altura sobre las
bases con un sello de agua para evitar el escape de gases.
Las cámaras contaban con un ventilador operado con una
batería que se prendía cinco minutos antes de cada medi-
ción para asegurar la homogeneidad de la atmósfera dentro
de la cámara y un dispositivo para equilibrar la presión
interna y la externa (Figura 2). Las muestras de gases del
interior de las cámaras se tomaron con jeringas plásticas
de 25 mL a los tiempos 0, 30 y 60 minutos y se almacena-
ron en tubos con vacío (10mL) hasta su análisis. Se regis-
traron la temperatura de las cámaras, la profundidad del
agua de inundación y la altura del espacio de aire en cada
cámara para calcular los flujos de gases con el tiempo. Las
concentraciones de CH

4 
se

 
analizaron con un cromatógrafo

de gases Chrompack CP 9001 equipado con un detector
FID (detector de ionización de llama). El análisis de N

2
O se

realizó con un cromatógrafo de gases Shimadzu 14B mo-
dificado con detector ECD (de captura electrónica) descrito
en Perdomo et al. (2009). La tasa de emisión de ambos
gases se calculó según Watanabe et al. (2000): F = ñ.h(dC/
dt); donde F corresponde a la tasa de emisión de N-N

2
O o

C-CH
4
 en g ha-1 d-1; ñ es la densidad de N-N

2
O o C-CH

4

corregida por la temperatura existente en el interior de la
cámara de muestreo; h es la altura de la cámara desde el
suelo o el nivel de agua, y dC/dt es el incremento de la concen-
tración de N

2
O o CH

4
 dentro de la campana con el tiempo.

Previamente al cálculo de tasas de emisión, se confirmó para
cada caso la existencia de una relación lineal entre la concen-
tración del gas correspondiente y el tiempo. La tasa de emisión
obtenida para las repeticiones de cada tratamiento fue prome-
diada para determinar el valor final de emisión por tratamiento.

El flujo integrado estacional emitido (Fie) se calculó a
partir de las áreas bajo las figuras de emisiones de gases
durante todo el tiempo del cultivo del arroz para cada una de
las cámaras.

Análisis de suelo

Se colectaron muestras compuestas al azar de ocho
cilindros de 0-10 cm de profundidad para determinar nitrato
(NO

3
 -). Las muestras se secaron en estufa de aire forzado

a 40 ºC, se pasaron por tamiz de 2 mm y el NO
3
- se analizó

por colorimetría después de su extracción con KCl 2M en
relación 5:1. El contenido de NO

3
- se determinó después de

su reducción a través de una columna de Cd  (reacción de
Griess-Ilosvay; Mulvaney, 1996).

Análisis estadístico

 Los datos de emisión obtenidos en los ensayos de in-
vernáculo y campo fueron evaluados ajustando Modelos
de Efectos Mixtos mediante el Software R (2009). Para el
análisis de los resultados obtenidos en invernáculo, se con-
sideraron los tratamientos (combinaciones de distintos mo-
mentos de inundación y niveles de fertilización nitrogena-
da), la covariable tiempo y su interacción como efectos fijos,
mientras que las repeticiones fueron consideradas como
efectos aleatorios. Los datos del ensayo de campo fueron
analizados considerando la covariable tiempo, las cobertu-
ras invernales, el nivel de fertilización nitrogenada y la inte-
racción entre estas dos últimas variables como efectos fijos.

Figura 2. Foto de los cilindros de acrílico utilizados para
las mediciones de gases.
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Se comparó mediante un análisis de varianza (ANOVA) el
ajuste de modelos alternativos a los grupos de datos y se se-
leccionó el modelo más adecuado. Se aplicó un análisis de
varianza (P=0,05) a los resultados obtenidos con el modelo
finalmente ajustado.

Resultados y discusión

Ensayo en invernáculo

La Figura 3a muestra los flujos de CH
4
 de los experi-

mentos en invernáculo. No se detectaron emisiones de CH
4

durante el período de crecimiento vegetativo del arroz (0 a
50 DDE), independiente de la fecha de inundación. Este
período abarcó hasta los 34 días después de la inundación
en el tratamiento de inundación temprana y cinco días en la
inundación tardía. En ambos tratamientos el estadio del arroz
a los 50 DDE, cuando se detectó la emisión de CH

4
,
 
era

macollaje avanzado.
Para el tratamiento de inundación temprana, el primer

valor de emisión fue detectado cinco semanas después de
la inundación, mientras que para inundación tardía fue dos
semanas después de inundado el cultivo. En esa fecha (64
DDE), con ambos tratamientos en estadio de iniciación de
la floración, no se registraron diferencias significativas entre
las emisiones. A los 104 DDE, el arroz estaba en etapa de
floración en el tratamiento de inundación tardía, pero las
plantas sometidas a inundación temprana estaban más
adelantadas, en etapa de maduración. La práctica de ade-
lantar el comienzo de la inundación ha sido reportada como
promotora de la madurez del cultivo (Deambrosi, 2003).
Coincidentemente con nuestros resultados, se ha comuni-
cado que alrededor de un 90% del total del CH

4
 en todo el

ciclo de cultivo se emite en floración, debido al máximo
incremento de la biomasa en esa etapa (Holzapfel-Pschorn
et al., 1986; Schütz et al., 1989; Neue et al., 1997).

En el Cuadro 2 se observa el efecto positivo de la fertili-
zación nitrogenada sobre el rendimiento de arroz con inun-
dación temprana. Sin embargo, las diferencias no fueron
significativas en los flujos de CH

4 
entre estos tratamientos.

Los resultados comunicados sobre el efecto de los fertili-
zantes-N minerales y la emisión de CH

4
 en arrozales inun-

dados son contradictorios (Wassmann et al., 1993). Dife-
rentes estudios han revelado que es un efecto relativamente
complejo que aún no se comprende cabalmente (Bodelier
et al., 2000), ya sea porque estimula o reprime las principa-
les poblaciones microbianas involucradas en la  genera-
ción y oxidación de CH

4
. Debe considerarse además que

la fertilización no solo afecta a los microorganismos sino
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Figura 3. Evolución del flujo de CH
4
 y N

2
O y contenido de

NO
3
-  en el suelo en el experimento de invernáculo según el

momento de inundación (DDE: días después de emergen-
cia) y la fertilización nitrogenada. (a) Emisión de CH

4 
; (b)

emisión de N
2
O; (c) concentración de NO

3
- en suelo. Trata-

mientos: 21 DDE (círculos vacíos); 21 DDE + N (círculos
llenos); 45 DDE + N (cuadrados llenos). Las flechas indi-
can el momento de aplicación del fertilizante. Las líneas
verticales indican el momento de inundación: (—) 21 días y
(…) 45 días.  Cada punto de las gráficas corresponde a la
media del flujo calculado a partir de ocho cámaras estáticas
(dos en cada parcela).

también a las plantas, agregando complejidad al resultado
final. Estos resultados sugieren que los flujos de CH

4
 son

dependientes de la etapa de desarrollo de la planta y que la
inundación tendría una influencia indirecta en la emisión de
CH

4 
al regular el ciclo del cultivo.
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El pico más alto de N
2
O (38 g N ha-1 día-1) se registró en

el tratamiento de inundación temprana al día siguiente de la
fertilización con urea e inundación (Figura 3b) y este flujo fue
significativamente diferente al de los demás tratamientos
(p<0,01). Este evento coincidió con una disminución de la
concentración de NO

3
- del suelo (Figura 3c). Este pico de

emisión de N
2
O podría atribuirse a la aplicación de fertilizan-

te-N si se compara con el tratamiento con la misma fecha
de inundación pero sin fertilizar y en el que las emisiones de
N

2
O permanecieron bajas y constantes a lo largo del ciclo

del cultivo. Sin embargo, la inundación en sí misma contri-
buyó a este incremento de la emisión si comparamos am-
bos tratamientos fertilizados. En la misma fecha, para el
tratamiento que permanecía sin inundar se registró menor
flujo de N

2
O (14 g N ha-1 día-1).

Durante el período sin inundar, las emisiones de N
2
O

probablemente se debieron a la nitrificación del NH
4
+. Cuan-

do el suelo se inundó en forma temprana (21 DDE), los
microorganismos desnitrificantes actuaron sobre el pool de
NO

3
- liberado por la nitrificación produciendo N

2
O. La desni-

trificación es considerada normalmente la principal fuente
de N

2
O en los suelos (Kravchenko y Yu, 2006). El flujo de

N
2
O disminuyó drásticamente después que el suelo per-

maneció inundado en forma permanente (lámina de agua
de 10 cm) (Figura 3b), lo que puede atribuirse a la recaptura
del N

2
O y reducción a N

2
 en condiciones de anaerobiosis

estricta. De hecho, una de las formas de mitigar las emisio-
nes de N

2
O que más se estudia actualmente es el aumento

de la reducción de N
2
O a N

2 
(Baggs et al., 2010).

 
En el

tratamiento 45 DDE, la inundación se realizó con el arroz en
macollaje tardío, cuando el NO

3
- disponible para la desnitri-

ficación era menor debido probablemente a una mayor ab-
sorción por las plantas. Los flujos de N

2
O fueron apenas

detectables durante el resto del ciclo del cultivo de arroz
(Figura 3b).

Ensayo de campo

Los patrones de emisión de CH
4
 fueron similares para el

cultivo de arroz con los dos manejos del suelo en el invierno
previo: raigrás y suelo sin vegetación (Figura 4a). Sin em-
bargo, la emisión de CH

4 
comenzó a registrarse dos sema-

nas después de la inundación (34 DDE) en las parcelas
que habían tenido raigrás como cobertura, mientras que en
ese momento la emisión fue despreciable para las parcelas
sembradas en suelo sin vegetación. De igual forma que en
el ensayo de invernáculo, el flujo de CH

4 
aumentó en la fase

reproductiva (inicio de floración, 78 DDE) y el pico máximo
se registró a los 93 DDE (floración) en todos los tratamien-
tos. Estos resultados concuerdan con reportes previos que
mostraron una correlación positiva entre una alta produc-
ción de CH

4
 y la etapa de floración, debido al aumento de los

exudados radicales orgánicos en este estadio de la planta
(Holzapel-Pschorn et al., 1986).

En varios estudios se ha enfatizado en que el aumento de
los flujos de CH

4
 en las etapas tardías del crecimiento de la

planta sería causado por la proliferación de exudados radicales
o productos de la autolisis de raíces (Holzapfel-Pschorn et al.,
1986; Lindau et al., 1991; Neue y Sass, 1994; Chidthaisong y
Watanabe, 1997). El Cuadro 3, indirectamente, ilustra este pun-
to ya que en la floración se observó un aumento considerable
en la materia seca de todos los tratamientos. Como una conse-
cuencia de este aumento en la biomasa hubo una mayor dis-
ponibilidad de carbono descomponible proveniente de los exu-
dados radicales que, a su vez sirven como fuente de carbono
y energía para la microflora. Después de la cosecha (149 y 163
DDE, para suelo desnudo y raigrás respectivamente) se re-
gistraron muy pocas emisiones.

Se observó una interacción significativa (p=0,01) entre
la cobertura con raigrás y la fertilización-N, con los mayo-
res flujos de CH

4
 para el tratamiento de arroz fertilizado y

con raigrás como cobertura invernal. Generalmente se
considera que los diferentes agregados orgánicos estimu-
lan el flujo de CH

4
 al aumentar el suministro de carbono para

los metanógenos (Yagi et al., 1996; Bronson et al., 1997;
Wassmann et al., 2000). Especialmente, si el material in-
corporado tiene una alta relación C/N, como en el caso del
rastrojo de raigrás. La absorción de nutrientes por la planta
deja menos N disponible para los microorganismos y por lo
tanto el N podría estar limitando la actividad bacteriana.

El rendimiento de arroz del tratamiento con raigrás, inde-
pendientemente de la dosis de N, fue  menor (Cuadro 3).

Tratamiento2 kg ha-1 

21 DDE 6709 ± 666 b 

21 DDE + N 8084 ± 897 a 

45 DDE + N 8457 ± 807 a 

 

Cuadro 2. Rendimiento de grano del arroz en el
ensayo de invernáculo1.

1Se muestran los valores de rendimiento y su error están-
dar. Las letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,01).
2Tratamiento: combinación de momento de establecimiento
de la inundación (DDE: días después de emergencia) y
aplicación de fertilizante nitrogenado (+ N).
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Figura 4. Evolución del flujo de CH
4
 y N

2
O y contenido de

NO
3
-  en el suelo en el experimento de campo según la

cobertura invernal previa y la fertilización nitrogenada. (a)
Emisión de CH

4 
; (b) emisión de N

2
O; (c) concentración de

NO
3
- en suelo. Tratamientos: raigrás (círculos vacíos); rai-

grás + N (círculos llenos); suelo sin vegetación  (cuadra-
dos vacíos); suelo sin vegetación + N (cuadrados llenos).
Las flechas indican el momento de aplicación del fertilizan-
te. Las líneas verticales indican el momento de inundación:
(—) 21 días DDE, de aplicación de baños (-.-)  y el drenaje
(…) previo a la cosecha. Cada punto de las gráficas co-
rresponde a la media del flujo calculado a partir de ocho
cámaras estáticas (dos en cada parcela).
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Ambos tratamientos presentaron menor acumulación de
materia seca, número de panojas por m2 y granos por
panoja. Por el contrario, la tendencia del contenido de cloro-
fila fue opuesta, con los mayores valores observados en
los tratamientos de raigrás independientemente de la fertili-
zación. Recientemente, Baruah et al. (2010) han reportado
una correlación positiva entre la emisión de CH

4 
y la activi-

dad fotosintética.
Como se observa en Figura 4b se pudo detectar una

emisión inicial de N
2
O en todos los tratamientos. Este pico

de N
2
O ocurrió inmediatamente después de un baño en un

momento en que los contenidos de NO
3
- del suelo habían

disminuido (Figura 4c). En estas condiciones redox del
suelo, tanto los organismos nitrificantes como los desnitrifi-
cantes podrían ser los principales productores de N

2
O

(Müller et al., 2004). Aunque no hubo diferencias significati-
vas, los tratamientos que habían tenido cobertura invernal
mostraron una tendencia a reducir su emisión de N

2
O an-

tes de establecida la inundación respecto al los suelos sin
cobertura. De hecho, el uso de cultivos de no-leguminosas
en invierno se ha postulado como un práctica efectiva para
reducir las emisiones de N

2
O (Gomes et al., 2009), debido

a una competencia con los microorganismos del suelo por
el NO

3
- disponible. No hubo un efecto significativo de la ferti-

lización con N sobre los flujos de N
2
O en ningún tratamiento.

Generalmente se acepta que la emisión de N
2
O aumenta

inmediatamente después de la fertilización en suelos secos
(Bronson et al., 1997; Yagi et al., 1996; Cai et al., 1997). En
el caso del arroz que se sembró directamente sobre el
barbecho de raigrás, los microorganismos podrían haber
inmovilizado N debido a la alta relación C/N del raigrás. Sin
embargo Dobermann y Cassman (2002) han sugerido que
el principal factor que afecta la emisión de N

2
O es la veloci-

dad de recambio del N, tomando en cuenta la sincroniza-
ción entre mineralización de N y absorción por la planta. La
aplicación fraccionada de N, método recomendado de apli-
cación para este cultivo, probablemente aumente la eficien-
cia de uso del N por la planta (Irisarri et al., 2007), lo cual
tiene una relación inversa con la emisión de N

2
O (Kroeze y

Mosier, 2000). Un evento de un pequeño flujo de emisión de
N

2
O se midió después de drenar el campo al final del culti-

vo. Este flujo podría deberse a la liberación del N
2
O atrapa-

do en el suelo y a las condiciones redox óptimas para la
producción de N

2
O. Los cultivos de no-leguminosas se han

reportado como eficientes consumidores del NO
3
- residual

del suelo (Gomes et al., 2009)  y por lo tanto capaces de
reducir sus pérdidas. De este modo, durante la etapa en
que el cultivo de arroz no está ocupando el suelo, deben

medirse las emisiones a efectos de considerar el sistema
global.

Por último, ambos experimentos, en invernáculo y a
campo, mostraron que la emisión de CH

4
 coincidió con la

etapa reproductiva del arroz, mientras que la emisión de
N

2
O estuvo más influenciada por las prácticas agrícolas

tales como el manejo del agua, la fertilización nitrogenada y
el uso previo del suelo. Aunque nuestros datos fueron obte-
nidos durante una sola zafra, con condiciones climáticas
particulares, los resultados de los ensayos de invernáculo
y de campo son consistentes.

Flujos estacionales

El Cuadro 4 muestra los flujos acumulados de CH
4
 y

N
2
O a lo largo del ciclo del cultivo de arroz. Si bien las

fechas de muestreo son escasas para sacar conclusiones
definitivas, los flujos integrados de CH

4
 fueron en todos los

casos por lo menos 18 veces mayores que los de N
2
O en

equivalentes de CO
2
 (en 100 años). Aunque el N

2
O es un

gas de efecto invernadero mucho más potente que el CH
4

en términos de calentamiento global, su emisión estacional
por hectárea fue mucho más baja.

El Fie (flujo integrado estacional emitido) de CH
4
 del arroz

fertilizado posterior a una cobertura invernal con raigrás fue
significativamente mayor que el de los demás tratamientos
(Cuadro 4). Una posible explicación de este resultados es
que la combinación de siembra directa, cobertura de rai-
grás y fertilización nitrogenada pudo haber aumentado el
suministro de carbono a los organismos metanogénicos
(Wassmann et al., 2000). En el caso del N

2
O, ninguno de

los tratamientos registró una emisión estacional diferente al
resto, aunque la alta variabilidad de los Fie pudo haber ocul-
tado los efectos potenciales de los tratamientos. Debe con-
siderarse además, que las tasas de emisión pueden estar
sobreestimadas ya que las mediciones de los flujos se rea-
lizaron en el período más caluroso del día (13:00 -15:00 h),
cuando ocurren las máximas tasas de emisión (Hou et al.,
2000).

 La mediana de las emisiones estacionales de otros arro-
zales irrigados en diferentes partes del mundo varía en un
rango entre 34 g CH

4
 m-2 (China) a 25 g CH

4
 m-2 (USA).

Nuestros datos estacionales oscilan entre 17 y 21 g CH
4
 m-2

para el arroz sembrado sobre suelo desnudo en invierno, y
entre 32 y 64 g CH

4
 m-2 para el cultivo sembrado sobre la

cobertura de  raigrás. De acuerdo a nuestros resultados el
establecimiento de una cobertura invernal de raigrás au-
mentó el flujo de CH

4
. Una revisión reciente de las emisio-

nes de N
2
O de varios arrozales reporta medias estaciona-

Irsarri P., Pereyra V., Fernández  A., Terra J., Tarlera S.
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Cuadro 4. Flujo integrado estacional emitido (Fie) de CH
4
 y N

2
O por el cultivo de arroz en el ensayo de campo1.

Tratamiento2 Fie  CH4 
(kg C–CH4 ha-1) 

Fie CH4 
(CO2 equiv. 100 años) 

Fie N2O 
(kg N–N2O ha-1) 

Fie N2O 
(CO2 equiv. 100 años) 

Sin vegetación        156b             4368        0,5 a              243 

Sin vegetación + N        129b             3612        0,4 a              195 

Raigrás        242b             6776        0,4 a              195 

Raigrás + N        482a           13496        1,1 a              535 

 
1Los valores seguidos por letras distintas fueron significativamente diferentes a p<0,01.
2Tratamiento: combinación de cobertura invernal previa y fertilización nitrogenada (+ N) durante el cultivo de arroz.

les de 0,667 ± 0,885 kg N ha-1, lo que revela la gran varia-
bilidad en el flujo de este GEI y la consiguiente dificultad para
comparar datos (Akiyama et al., 2005). Por otro lado, al
comparar los valores de las emisiones por hectárea hay
que considerar los altos rendimientos de arroz en Uruguay
(8000 - 8500 kg ha-1; ACA 2011) y los rendimientos prome-
dio de los países asiáticos (5000 kg ha-1, AFSIS). Esto
resultaría en menores emisiones en equivalentes CO

2
 por

kg de arroz en el caso de Uruguay, aunque sería necesario
aumentar las fechas de muestreo para convalidar esta con-
clusión.

Las medidas de estos gases durante el transcurso del
día y durante el invierno permitirían obtener datos de emi-
sión anual que serían comparables a las emisiones repor-
tadas por otros países.

Conclusiones

Esta primera aproximación a la emisión de GEI en arro-
zales uruguayos confirmó que el CH

4 
es el principal gas

emitido y que los patrones de emisión de ambos gases
tienen un comportamiento opuesto a lo largo del ciclo del
cultivo. El arroz sembrado sobre una cobertura de raigrás
y fertilizado con nitrógeno emitió más del doble de CH

4 
que

el sembrado sobre suelo desnudo. Tanto en el ensayo de
invernáculo como en el de campo las mayores emisiones
de CH

4
 coincidieron con la etapa reproductiva del arroz,

mientras que en el caso del N
2
O se produjeron en la fase

vegetativa y estuvieron influenciadas por el manejo del agua
y la fertilización nitrogenada. Estos resultados preliminares
sobre el efecto de algunas prácticas de manejo del cultivo
sobre las emisiones de GEI refuerzan la necesidad de con-
tar con datos locales que contribuyan a elaborar el inventa-
rio nacional de GEI, el cálculo de la huella de C y el diseño
de estrategias de mitigación de las emisiones.
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Yield-scaled  global  warming  potential  of  two  irrigation  managements  in  a

highly productive rice system in Uruguay

Tarlera S, Capurro MC, Irisarri P, Fernández A, Cantou G, Roel A.

Enviado a Paddy and Water Environment (Feb/2014)

Abstract

Water management has been shown to impact both methane (CH4) and nitrous oxide

(N2O) emissions from rice paddy fields.  Controlled irrigation is  one of  the most

important tools both in rice production and in CH4 emission attenuation. However, it

can  also  increase  N2O  emissions  and  reduce  yields.  Therefore,  the  tradeoff

relationship  between  both  greenhouse  gases  emission  (GHG)  and  the  effect  on

productivity must be assessed. Over 3 years, two different irrigation systems were

compared, the conventional water management (continuous flooding after 30 days of

emergence, CF30); and an alternative system (controlled deficit irrigation allowing

wetting  and  drying,  AWDI)  in  a  rice  field  in  Uruguay.  AWDI  showed  mean

cumulative CH4 emission values of 98.4 kg CH4 ha-1, 55% lower when compared to

CF30  while  no  significant  differences  in  nitrous  oxide  emissions  were  observed

among treatments.

No significant  yield  differences  were  observed  in  two of  the  rice  seasons  while

AWDI  recorded  a  significant  yield  reduction  in  one  of  the  seasons.  When  rice

productivity and GHG emissions were considered together, AWDI irrigation system

reported lower yield-scaled GWP. No differences were observed in total irrigation

water applied and

irrigation water productivity in two of the rice seasons while CF30 reported a higher

amount of water applied and lower water productivity in one of the seasons. These

findings suggest that AWDI can be an option to reduce GHG emissions and increase

water  productivity.  However,  AWDI may compromise  grain  yield,  reflecting  the

importance  of  an  overall  tradeoffs  relationships  assessment  in  order  to  promote

farmers adoption.

Introduction

Methane and nitrous  oxide are two important  greenhouse gases  (GHG) that  have

global warming potentials (GWP) of 25 and 298 times that of carbon dioxide over a



time horizon of 100 years (IPCC 2007). The steady increase in methane (CH4) and

nitrous oxide (N2O) concentration in the atmosphere over several decades partly due

to agriculture, has led to enhanced global warming (Smith et al. 2007; IPCC 2007).

Methane is the dominant GHG produced in irrigated paddy rice fields contributing

approximately 15-20% to the annual global methane emissions (Jacobson 2005; Hadi

et  al.  2010).  Flooded soils  generate anaerobic  conditions  favoring organic matter

degradation  that  produce  methane  as  an  end  product  (Conrad  2002).  Methane

production is influenced by a number of soil processes as well as common cultivation

practices among them water, fertilizer and residue management (Cai et al. 1997; Yan

et al. 2005; Linquist et al. 2012). Water management is one of the most important

tools to achieve high level of production as well as a promising option for methane

mitigation.  Several  reports  showed that  alterations to  water  management  such  as

intermittent  irrigation  and  mid-season  drainage  are  effective  options  for  methane

mitigation in irrigated rice fields (Yagi et al. 1997; Minamikawa and Sakai 2006;

Tyagi et al. 2010; Hadi et al. 2010; Itoh et al. 2011; Jain et al. 2013). However, these

practices of alternate anaerobic and aerobic cycling can stimulate N2O emission and

therefore an emission trade-off optimum that minimizes emissions of both gases is

highly desirable (Zhou et al. 2005; Itoh et al. 2011). N2O is produced in soils via the

biogeochemical  processes  of  nitrification  and  denitrification  that  are  greatly

influenced  by  soil  water  status.  The  dry-wet  alternation  after  mid-term drainage

creates a favorable environment for both nitrification and denitrification processes,

which can greatly contribute to higher N2Oemissions (Zou et al. 2007). Furthermore,

drainage systems are also important to conserve water and improve rice yields (Xu et

al. 2007).

Rice is  the  major  irrigated  crop  in  Uruguay and  about  90% of its  production  is

exported. Uruguay rice yields are among the highest in the world averaging 8000

kg.ha-1(Blanco  et  al.  2010).  Uruguay’s  rice  production  system  has  unique

characteristics. Rice is produced in rotation with pasture for cattle grazing, typically

1-2 years of rice and 3-4 years of pasture. This indicates that rice accounts for 25-

30% of the time in the rotation. The crop is drill or broadcast seeded into dry soils.

According to rainfall, flushing may be required (1 or 2 times) to prevent water stress,

before  establishing  the  permanent  flood  35-45  days  after  planting.  One  or  two

nitrogen top dressings are used at tillering and panicle initiation. In general, 40-70 kg



P2O5  ha-1 and no more than 70 kg N ha-1 are applied. After rice is harvested, forage

species are no till-planted (by airplane) to increase beef/sheep production during the

periods without rice. Due to the shared use of the soil, rice pesticides (herbicides and

fungicides) are applied with low frequency through time (Deambrosi 2003; Roel et

al.  2007).  Crop-pasture  rotations  have  been  the  predominant  cropping  system in

Uruguay since the 1960s. Under this management system, soil organic matter content

is  maintained  or  increased  in  relation  to  the  initial  level.  Fertility,  physical  and

chemical properties are improved quickly with inclusion of pasture in a crop rotation

(García-Préchac et al. 2004).

A large proportion of world rice is grown under continuously anaerobic conditions;

therefore there is a lack of reports regarding methane and nitrous oxide emissions for

systems like that of Uruguay where there is an initial 30 days of aerobic condition.

Hence, there is very little information regarding local GHG emission factors. Little is

known  regarding  the  integrated  effects  of  greenhouse  gases  emissions,  water

consumption  and  productivity  on  direct-seeded,  delayed-flood  rice  production

systems in temperate paddy fields. van Groenigen et al. (2010) proposed to evaluate

GHG emissions from agriculture as a "greenhouse gases intensity" or "yield-scaled"

approach where cumulative emissions are divided by crop yield in order to indicate

an agricultural efficiency value .

In a three-year field experiment, two different irrigation systems were compared, the

conventional water management (continuous flooding after 30 days of emergence,

CF30); and an alternative system (controlled deficit irrigation allowing wetting and

drying, AWDI) in southeastern Uruguay in order to study their effect on GHG

emission, water productivity and rice yields.

Materials and Methods

Methane and nitrous oxide emission rates were measured during three consecutive

rice  growing  seasons  (2010-2013)  from  October  to  March  in  field  experiments

planted to rice cultivar of indica origin, El Paso 144, conducted at the Experimental

Station of the National Agricultural Research Institute of Uruguay (INIA) in Treinta

y Tres located in the southeast of Uruguay, (33o14 JS, 54o23 JW). The soil was loamy

clay, and according to USDA Taxonomy a Typic Argiudoll. Main properties of the

soil for the three rice growing seasons are described in Table 1.



Table 1 Soil properties for the three rice growing seasons (October-March for the

southern hemisphere)

Season pH (H2O) Organic matter

(%)

P Bray (µg g-

1)

Available K (meq 100

g-1)

1 6.0 2.2 5.0 0.12

2 5.5 1.9 5.0 0.18

3 6.3 2.3 2.2 0.16

Rice was seeded at a density of 150 kg ha-1 after a three-year pasture.

Daily mean temperature between 20 days before and 20 days after 50% flowering,

was 23°C in the three seasons studied. Mean daily temperature and daily rainfall in

the three seasons are shown in Fig. 1 (a and b).

A complete  randomized  block  design  with  two  irrigation  treatments  and  three

replications evaluated over three growing seasons was used. The irrigation treatments

were  a  conventional  water  management  and  an  alternative  controlled  deficient

irrigation.

The conventional water management consisted in a continuous flooding treatment

applied 30 days after plant emergence (CF 30) and a water depth of 10 cm above the

soil  surface  was  maintained  during  the  rest  of  the  growing  season  until  final

drainage.  This  water  management  is  the  most  frequently  employed  among

Uruguayan  rice producers.



Fig. 1 a Mean daily temperature in the three crop seasons b Rainfall in the three crop

seasons

The  alternate  treatment  consisted  in  an  alternate  wetting  and  drying  irrigation

(AWDI), where irrigation was given only at a certain number of days, when the soil

reached 50% depletion of the available water in the root zone. This treatment started

also  at  30  days  after  plant  emergence  and  continued  till  panicle  initiation

stage,around 70 DAE. At this stage, the plots were flooded with a 10 cm water depth

similarly  to  the other  treatment  (Fig.  2).  Both  treatments  were direct-seeded  and

occasionally flushed during the first 30 days to prevent severe water stress depending

on rainfall conditions. For both treatments, irrigation end-point was set at 15 days

after 50% of flowering and plots were drained 15 days before harvesting.. Each plot

of 66 m2 had an independent irrigation inlet where water inflow was measured using

ARAD WM 50 flow meters to record the amount of water used for irrigation. Details

of crop management activities are provided in Table 2.

Table 2. Seasonal sequence of crop management events (Month/Day/Year)

Season 1 Season 2 Season 3 Crop management

10/8/2010 10/22/2011 10/19/2012 Planting and fertilization (16 Kg.ha-1 N, 66
Kg.ha-1 P2O5, 18 Kg.ha-1 K2O)

11/10/2010 11/9/2011 11/3/2012 Plant emergence



10/30 and 11/19/2010 10/30 and 11/22/2011 11/12 and 11/29/2012 Herbicide application

12/13/2010 12/9/2011 12/3/2012 Fertilization at tillering (60 kg urea.ha-1)

CF30:1/3/2011

AWDI:1/13/2011

CF30:1/6/2012

AWDI:1/20/2012

CF30:12/28/2012

AWDI:1/7/2013

Fertilization at panicle differentiation (50 kg
urea.ha-1)*

CF30:12/13/2010

AWDI:1/13/2011

CF30:12/9/2011

AWDI: 1/20/2012

CF30:12/3/2012

AWDI:1/7/2013

Flooding

*Urea application in dry soil previous flooding in CF30 , and before the first

irrigation in AWDI

Fig 2. Scheme of the crop cycle and irrigation treatments

Gas sampling and flux measurement

CH4 and N2O emissions were monitored using the static closed chamber technique as

described for rice by Lindau et al. 1991. The assembly consisted of permanently

installed stainless steel bases, 40 cm in diameter and 20 cm in height that were left in

place inserted 10 cm into the soil. At each sampling date, acrylic boxes of 60 cm

height were placed on the bases and a water-seal was established to provide air-tight

conditions. The chamber was equipped with a battery-operated circulating fan which

was turned on 5 min before measurements to ensure complete gas  mixing and a

device to equilibrate pressure between the inside and the outside of the chamber. Gas

samples from the chamber headspace were drawn using 25 ml plastic syringes at 0,

30 and 60 min for CH4 and at 0, 15 and 30 min for N2O and two replicates were

stored in evacuated 105 ml glass tubes until analysis. Two chambers were installed in

each  plot.  Chamber  temperature,  floodwater  depths  and  headspace  heights  were



recorded and used to calculate gas flux rates from the soil surface to the chamber

atmosphere by the linear increase of gas concentration over time. The frequency of

flux measurements was generally every 7 days which has been determined to be an

accurate  approach  for  estimating  seasonal  CH4 emissions  from  rice  systems

(Minamikawa et al. 2012). Gas fluxes measurements were performed between 10 and

11.30 am, as recommended by Minamikawa et al. (2012). CH4 concentrations were

analyzed on a GC-2014 gas chromatograph (Shimadzu Scientific) with a Porapak Q

column equipped with a FID detector (N2O analysis was carried out on a modified

Shimadzu 14B gas chromatograph with an ECD detector as described in Perdomo et

al. (2009).

The overall gas emissions during the study period were calculated by integrating the

fluxes with the duration of the experiment. A cubic model was adjusted to calculate

seasonal  total  CH4 emissions  while  seasonal  N2O emissions  were  calculated  by

adding all  mass  flux values  for  the experimental  period.  The net  N2O mass flux

between two measurement dates was calculated as the mean flux values of the two

dates multiplied by the number of days between these dates (Bowden et al. 1990).

Total Global Warning Potential (GWP) was calculated as CO2 equivalents (CO2 eq)

over a 100-year time horizon using a radiative forcing potential of 298 for N2O and

25 for CH4 relative to CO2 (Houghton et al. 2001). Yield-scaled GWP refers to GWP

divided by grain yield.

Soil and plant measurements

Water applications for the AWDI irrigation treatments were based on the cumulative

crop evapotranspiration (ETm). The Penman-Monteith equation (FAO 56PM) to

estimate  potential  evapotranspiration  (ETo)  was  used.  ETm  was  calculated

multiplying  ETo  by  the  crop  coefficient  of  rice.  Irrigation  was  applied  when

cumulative ETm was equal to 50% depletion of the available water in the root zone.

Precipitation  data  was  registered  at  a  meteorological  station  located  at  the

Experimental  field and the soil water  content was daily measured in situ using a

frecuency dormain reflectometry device (FDR), Decagon EC5, with 5cm rod length,

at 0-10cm soil depth.

Redox potential was measured in the season 2012-13, using a Horiba D-52 manual

platinum  electrode  which  performs  instantaneous  value  measurements.  The

measurements were taken between rows with a 10 cm depth and 5 replicates for each



plot. Rice yields were assessed by crop-cut sampling in each plot using a 3 x 2m

sampling frame. Reported grain yield refers to weight of rough rice adjusted to 14%

grain moisture content.

Statistical analysis

Differences for Cumulative rice seasonal CH4 and N2O emissions, GWP, grain yield,

and yield-scaled GWP were compared between irrigation treatments using a linear

Mixed  Model  in  SAS® version  9.3  (SAS  Institute  Inc.,  2004)  with  the  PROC

MIXED procedure. Irrigation treatment was considered a fixed-effect while blocks,

cropping  season,  and  treatment-by-cropping  system  interaction  were  included  as

random effects. A regression model for seasonal CH4 and N2O was fitted by using

PROC REG in SAS to estimate  regression parameters.  Analysis  of  variance  was

performed across seasons unless significant season by treatment interactions were

detected.

Results and Discussion

Seasonal patterns of CH4 and N2O emissions

For all years and water-management treatments, a similar seasonal methane emission

pattern was observed (Fig. 3a and b). Methane emission increased gradually over

time after flooding and reached a recognizable peak around flowering, in the late

reproductive stage of the crop after which emissions gradually declined until field

drainage or harvesting. The highest methane emission rates for CF30 ranged from

3948-4766 g ha-1d-1 whereas for AWDI they ranged from 2105-3189 g ha-1d-1(Fig.

3a and b) and were higher  for CF 30 (p= 0.0016).  For the three years,  methane

emissions peaked around seven weeks after flooding irrespective of the treatment.

While the highest flux was measured 2 days before flowering in CF 30, in AWDI it

was registered 12 days before flowering (p= 0.024) Total methane fluxes during the

cropping period from CF30 method were significantly higher (249.4 and 248.8 kg

CH4 ha-1) than those from AWDI in the last two seasons (106.3 and  95.7 kg CH4 ha-

1) accounting for a 57 and 62 % reduction, respectively (Table 3). Even considering

only  the  period  while  both  irrigations  treatments  were  flooded  (from  panicle

initiation to  drainage)  registered  fluxes  were  significantly higher  for  CF 30.  Our

estimates  are  comparable  to  previously  published  rates  from  rice  fields  from

temperate countries. Reports from continuously irrigated systems include values of



kg CH4 ha-1 174 : 634 (Hadi et al. 2010), 250 (Cicerone et al. 1992) , 112-404 (Schütz

et al. 1989), 200-500 (Gutierrez et al. 2013) from Japan, California, Italy and Korea,

respectively. Two most similar continuously irrigated systems (direct-seeded, delayed

flood) to ours have reported values of 270 (Rogers et al. 2012) and 340-423 (Freire et

al. 2013) from rice fields in Arkansas, USA and southern Brazil, respectively. 

Soil  redox potential (Eh) was measured in the third year of the experiment.  This

parameter showed a different pattern for both water treatments (Fig. 4). In the CF30

treatment,  soil  redox  potential  was  above  +  300  mV before  flooding  and  then

decreased sharply to a level of -100 mV within about 30 days (Fig. 4). On the other

hand, Eh values for AWDI treatment gradually decreased to 100 mV until 46 DAE.

This was followed by transient increases and decreases in the redox potential during

the  intermittent  drainage  until  flooding in  the  field  was  well  established  and  Eh

values became negative (Fig. 4). This soil Eh fluctuation between 10 and 70 DAE 

corresponds with minimal CH4 flux detected in AWDI fields, not surprisingly since

soil Eh did not decline in this period to a proper range favorable for the activity of

methanogens. As a consequence, CH4 emission from AWDI treatment was delayed

compared  to  CF30.  Soil  water  content  variations  reflected  soil  redox  potential

fluctuations  (data  not  shown).  Almost  two  weeks  were  required  to  activate  the

methanogens and CH4  emissions increased with time under flooded period for both

treatments and peaked around two months later when the Eh value was the lowest. 



Fig. 3 Evolution of CH4 fluxes in the three seasons for the two irrigation systems. 
A CF30 (continuous flooding applied 30 days after rice emergence (DAE). b AWDI
(alternate wetting and drying irrigation applied 30 DAE until panicle initiation when
flooding was  established).  Points  are  average  fluxes  and  error  bars  represent  the
standard  error  of  six  replicates.  Dates  of  tillering,  panicle  initiation,  flowering,
drainage and harvesting are indicated as T, PI, F, D and H respectively

Fig. 4 Soil redox potential (10 cm depth) over time for season 2012-13 for the two
irrigation systems



The CH4 fluxes fluctuated and decreased gradually thereafter until harvest. 

The seasonal CH4 emission pattern exhibited increasing CH4 rates consistent with

water management, the development of plant growth and soil reduction. This pattern

of emission with only one peak at the late reproductive stage, can be ascribed to the

agronomical  practice  used  which  includes  several  factors.  In  the  first  place,  the

absence of organic amendment in our study which has been reported to enhance CH4

emission (Watanabe et al. 1999; Itoh et al. 2011); inadequate conditions for anaerobic

methanogenesis during the 30 day delayed flooding and finally non-flooded fallow

conditions (Zhang et  al.  2011) due to the regime of winter  pastures,  are possible

explanations for the absence of an emission peak early in the cultivation season. At

the flowering period, decaying tissues and root exudates which are ready sources of

decomposable carbon are at a high level and well-developed gas transport systems in

the plants (Wassmann et al. 2002), are factors that induce higher methane emissions

at this plant mature stage (Mitra et al. 2005). In addition, suitable reduced conditions

created by flooding the soil,  promote the anaerobic degradation of organic matter

present  in  soil  and  thus  increases  the  availability of  substrates  for  methanogenic

archaea  to  produce  CH4  (Towprayoon et  al.  2000).  Alternate  wet-  dry conditions

delayed the onset of methane emission as compared to continuously flooded plots.

This pattern of a retarded initiation of methane emission has also been observed in

mid-season and multiple drainage treatment (Towprayoon et al. 2005; Tyagi et al.

2010;  Itoh  et  al.  2011).This  decrease  can  be  ascribed  to  temporary soil  aeration

generated due to partially drying of soil that in turn suppresses methanogenic activity

and may increase aerobic methanotrophic activity.  However,  caution regarding its

effectiveness in mitigating methane emissions has been described. Itoh et al. (2011)

have hypothesized that in the absence of previous residue (rice straw), mid-season

drainage can promote the growth of rice roots which provoke in turn, an increase in

methane emission late in the cultivation season. In our study however, AWDI was

effective in retarding and reducing total methane emission. 

Fig. 5 a and b shows the pattern of  N2O emission for both irrigation treatments in the

three crop seasons. There was not a clear seasonal pattern of  N2O emission, neither

for the different seasons nor treatments. Till 30 days after rice emergency when CF30

was flooded, the two irrigation treatments behaved similarly and one or two peaks of



N2O fluxes were registered in all the seasons. These peaks of  N2O  fluxes prior to

permanent  flooding could not  be correlated with rain  events but the highest  flux

peaked after flushing in season 2011-2012 (65 g N2O ha-1 d-1). According to other

studies ( Khalil and Baggs 2005; Skiba and Ball 2002), this emission in wetter soils

may be primarily due to denitrification.

In the AWDI irrigation system, N2O fluxes were detected until 90 days after rice

emergence  (DAE) while  in CF30 only till  233 60 DAE. The dry-wet  alternation

created a favorable environment for both nitrification and denitrification processes

(Zou et  al.  2007)  and  probably enhanced  soil  available  C released from organic

matter  and  consequently denitrification activity that  is  mainly heterotrophic.  N2O

emission remained almost zero after 20 days past permanent flooding for both water

management treatments. During this flooding period, when soils were waterlogged

and had  negative  redox  potential  values,  (Fig.  4),  there  were no N2O emissions,

probably due to its further reduction to N2 (Granli and Bockman 1994). Therefore,

the period when N2O fluxes  were registered was longer  for  the AWDI treatment

while CH4 on the contrary was emitted for a shorter lapse in AWDI than in CF30

(Figs. 3 and 5). Almost all N2O emissions occurred in the period of the rice cycle

with  no  CH4 emissions,  before  and  till  20  days  after  flooding.  However,  N2O

seasonal emissions were not significantly different for both treatments (Table 3). The

sporadic  behavior  of  N2O fluxes  has  been  acknowledged  previously  in  different

agricultural soils including rice systems (Perdomo et al. 2007; Pittelkow et al. 2013;

Zhao et al. 2011). Numerous factors are involved in controlling the N2O emission

from soils, which contribute to the huge spatio-temporal variation in emissions in

field trials As a consequence of the spatio-temporal variation, Bakken et al. (2012)

stated that the power of statistical tests of such experiments is low. Linquist et al

(2012) surveyed publications reporting GHG emissions by cereals and reported that

rice  emitted  an  average  of  0.88  kg  N2O ha-1 season-1.  Our  results  were  also  on

average around this value (0.6 for CF30 and 1.2 kg N2O ha-1 season-1 for AWDI).

They reported a 0.68% of the N applied to the crop was emitted as N2O. Considering

the  fertilization  applied  in  this  experiment  (total  85  kg  N  ha-1)  N2O emissions

represent a 0.67% of the N applied.



Fig. 5 Evolution of N2O fluxes in the three seasons for the two irrigation systems. A

CF30 (continuous flooding applied 30 days after rice emergence (DAE).  b  AWDI

(alternate wetting and drying irrigation applied 30 DAE until panicle initiation when

flooding was  established).  Points  are  average  fluxes  and  error  bars  represent  the

standard error of six replicates. Dates of nitrogen fertilization are indicated as NF.

Soil moisture conditions and fertilizer management practices are the main factors that

determine  N2O emissions  from  paddy soils  (Guo  and  Zhou  2007).  However,  in

ourexperiment the peaks of N2O were not related to N- fertilizer application (Fig. 5a

and b). Although excess fertilizer N doses result in high emissions, N2O emissions

correlate poorly with the N fertilizer applied when they are within realistic ranges

(Bakken et al. 2012). The demand-driven N supply minimizes the pool of excessive

nitrogen in the soil and thus, reduces nitrous oxide emissions. At tillering the rice

crop was actively growing and consequently the amount of soil mineral N left for

losses was reduced. Total N-fertilizer recovery in rice plants was 40% when fertilizer

was  split  versus  a  single  dose  application  (20%)  in  the  same  rice  field  of  this

experiment (Irisarri et al. 2007). The split fertilization used in this study, which is the

recommended method of application for this crop in Uruguay, probably increased the

N use efficiency. An inverse relationship between N2O emission and N use efficiency

has been previously clearly established (Dalal et al. 2003).

Table 3. Seasonal methane and nitrous oxide crop emissions and grain yield

Season Treatment Kg CH4.ha-1

(1)

Kg N2O.ha-1

(2)

Kg.ha-1 grain

yield

1 CF 30 208.2 0.3 11171 

AWDI 93.3 0.4 10170 

2 CF 30 249.4 a 1.0 10387 a



AWDI 106.3 b 1.2 8700 b

3 CF 30 248.8 a 0.6 9803

AWDI 95.7 b 1.9 8992

(1)As interaction between season and treatment was significant, the analysis was
performed by season and only means corresponding to the same season followed
by different letters were significantly different al p<0.05

(2)Seasonal N2O emissions were not significantly different.

Water usage and water productivity

Table  4  shows  variations  in  water  usage  and  water  productivity.  No  significant

differences were observed between irrigation treatments on water usage in the first

two  seasons  (seasons  1  and  2:  2010-2011  and  2011-2012).  Significantly  lower

amounts of irrigation water were used in AWDI for season 3 (2012-2013). Season 3

required less amounts of  irrigations during the period between planting and final

flooding due to regular rainfall.  To the contrary,  season 1 was characterized by a

shortage of rainy days during the above-mentioned period while the rainfall pattern

in season 2 was of a more irregular nature, no rainfall after seeding followed by some

days of rain. Water productivity is defined as the amount of water required per unit of

grain yield.  No significant differences in grain yield were observed between both

treatments except in season 2 where CF30 recorded a higher yield (Table 3). On the

other hand, irrigation water productivity was significantly higher under AWDI (2 kg

m-3) in season 3 (Table 4) with an improvement of irrigation water use efficiency.

Previous  reports  of  different  rice  production  systems  in  southeastern  Asia,  have

indicated  similar  levels  of  savings  of  irrigation  water  with  alternate  water

management strategies (Chapagain and Yamaji 2010; Thakur et al. 2011). Our results

show that  AWDI treatment can better  profit  from rainfall  in a standard year  (i.e.

regular rainfall) increasing water productivity.

Table 4. Crop water consumption and productivity for the three seasons and the two
irrigation systems evaluated.

Season Treatment Irrigation water

applied (m3.ha-1) (1)

Total water

input

(m3.ha-1)*

Irrigation water

productivity (Kg.m3 .ha-1)

Total water productivity

(Kg.m3 .ha-1)

1 CF 30 11208 15905 1.01 0.71

AWDI 7708 12666 1.35 0.81

2 CF 30 8278 11657 1.23 0.82

AWDI 7017 10667 1.25 0.87

3 CF 30 6072a 11103a 1.65a 0.88



AWDI 4776b 10622b 2.00b 0.89

*Irrigation water applied + rainfall
(1) As interaction between season and treatment was significant, the analysis was
performed by season and only means corresponding to the same season followed
by different letters were significantly different at p<0.05

Global warming potential in relation to irrigation systems

When CH4 and N2O emissions are expressed as CO2 equivalents, AWDI treatment

lowered  GWP values  above  50%  (Table  5).  The  major  contributor  to  GWP in

CF30and AWDI was CH4 which represented above 96 % and between 95 and 75 %

of total GWP across years, respectively (Tables 3 and 5). This is in agreement with

previous reports in paddy soils that have shown that N2O emissions are in terms of

GWP-based  CO2 equivalents,  much  minor  than  those  of  CH4 (Itoh  et  al.  2011;

Pittelkow et al. 2013). Johnson Beebout et al. 2009, also stated that simultaneous

minimization of both CH4 and N2O emissions cannot be maintained due to redox

potential changes. In addition to the concern over CH4 emissions from rice fields, rice

productivity  needs  also  to  be  considered.  Uruguayan  rice  yields  are  among  the

highest in the world and any change in the water management strategy must make

sure that this highly productive system is not negatively affected. As shown in Table

3,  despite  that  only  in  season  2  AWDI  rice  yield  was  significantly  lower  in

comparison to CF30, yield levels of this alternative irrigation system were always

lower. 

Table 5. Global Warming Potential (GWP) and Yield scaled GWP for the three
seasons

Season Treatment GWP (Kg

CO2 eq.ha-

1)

GWP

reduction

(%)

Yield scaled

GWP(kg CO2 eq. kg

grain yield)

Yield scaled

GWP reduction

(%)

1 CF 30 5286 0.47

AWDI 2443 54 0.24 49

2 CF 30 6522 0.63

AWDI 3005 54 0.35 45

3 CF 30 6412 0.65

AWDI 2970 54 0.33 49

Yield-scaled GWP (Table 5) showed a reduction close to 50% for the alternative

irrigation  system  vs.  the  traditional  continuous  flooding  determining  a  potential

treatment for rice GHG mitigation. In addition to the potential risk of having a yield



reduction  associated  with  the  AWDI  treatment;  the  more  complex  and  time

consuming requirements to maintain soil water levels at the correct values during the

alternate wetting and drying period and the fact that water is still mostly paid by area,

determine the lack of adoption of this system in Uruguay. Therefore, some sort of

incentives have to be established at the regional or country level in order for farmers

to adopt this alternative irrigation strategy. These results are among the first to report

GWP and yield-scaled GWP for two irrigation treatments in a dry-seeded, highly

productive rice system and underpin the importance of water-management strategies

to simultaneously achieve high yields, efficient water usage and contribute to global

agricultural GHG mitigation. It can be concluded that controlled deficit irrigation can

reduce GHG emissions and increase water productivity.  However,  this alternative

irrigation method may compromise grain yield, mainly in dryer seasons. Therefore,

the overall tradeoffs relationships between productivity, GWP emissions and water

use should be assessed in order  to stimulate  farmers  the adoptions  of  alternative

irrigation systems.
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