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RESUMEN

El cultivo de arroz es una fuente importante de, @éto también de XD. EI NO

en el suelo tiene su origen principal en los prosasicrobianos de nitrificacion y
desnitrificacion. Tanto la actividad, diversidadantidad de los grupos microbianos
responsables de estos procesos en un suelo bajocambian a lo largo del cultivo
en respuesta a las condiciones del suelo, exuddeidas raices e inundacion. Las
principales zonas de cultivo de arroz estan erstel ¥ norte del pais. Estas zonas
presentan tipos de suelos diferentes en su cootel@idnateria organica, entre otras
caracteristicas. Recientemente se comunico la pinexidencia de inhibicion
bioldgica de la nitrificacion (BNI) por exudadoglieales de arroz que variaba con el
cultivar. Los objetivos de este trabajo fueron: é&dudiar las actividades y namero
de desnitrificantes y oxidantes de amonio, la nailieacion de N y la emision de
N2O en arrozales del este y del norte, (2) comprgltmparar el potencial BNI de
exudados radicales de dos cultivares de arroz,a&b A44 e INIA Tacuari y (3)
evaluar su efecto inhibidor sobre la actividad yratancia de arqueas y bacterias
oxidantes de amonio en esos suelos. Al compaemision con campanas estaticas,
se observé un mayor flujo de® en el suelo del norte (Salto) a la madurez dekar
y posteriormente al drenado. El potencial de miigxeion de N aumento a lo largo
del ciclo del cultivo asi como el nUmero de deffitémtes y este correlacioné con la
emision de MNO. El suelo del norte tuvo mayor actividad y numede
desnitrificantes. La correlacion entre la emisiéoe 8O y el numero de
desnitrificantes podria usarse para modelar |¢gssflde este gas.

En el bioensayo con una cepa recombinantd.dsuropaeae comprobd efecto BNI
de los exudados radicales de los dos cultivarearde. Tacuari presentdé mayor
inhibicién y en un ensayo con microcosmos la BM foayor a la producida por el
inhibidor sintético DCD en el suelo del este. Emaiio de copias del geamaA de
arqueas no vario con el agregado de exudados.daxicad BNI de estos cultivares
debe confirmarse en el campo y constituiria unaxamacion interesante a la

mitigacion de la emision de;N.

Palabras clave 6xido nitroso, arrozal, inhibicion biologica denitrificacion,amaoA
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NITRIFICATION AND DENITRIFICATION: EFFECT OF RICE
CULTIVAR AND SOIL TYPE
SUMMARY
Rice crop is an important source of £blt also of NO. N,O in soils is originated
mainly by the microbial processes of nitrificatiand/or denitrification. The activity,
diversity and size of the microbial groups respblesof these processes in a soil
cultivated with rice change along the crop cycleoading to soil conditions, roots
exudation and flooding. Rice is cultured primarity Uruguay’s East and North
zones. These zones present soil types that diffeheir organic matter content,
among other characteristics. Recently the firsdente of biological nitrification
inhibition (BNI) by rice root exudates was reportad it varied with the cultivar.
The objectives of this work were: (1) to study thetivities and number of
denitrifiers and NH oxidizers, N mineralization and,® emission in soils from
East and North, (2) to check and compare the BNXémi@l of the rice exudates of
two rice cultivars, El Paso 144 and INIA Tacuarigd 3) to evaluate their inhibitory
effect on the activity and abundance of bacterih achaea N oxidizers in both
soils. When comparing emissions with static cham#ose from Northern soil had
a higher NO flux at rice maturity after drainage. N mineralibn potential and
denitrifiers' number increased along the crop cycterelating with NO emission.
The Northern soil had higher activity and numbedaeiitrifiers. Correlation among
N2O emission and denitrifiers number may be usedddetithis gas fluxes.
In the biossay with a recombinant strain Nof europaeathe BNI effect of both
cultivars was verified. Tacuari presented highehikition potential and in
microcosms the BNI effect was higher than the pceduby the synthetic inhibitor
DCD with soil from the East. ThemoA copy number of archaea was not affected by
the exudates addition. These cultivars BNI ab#itypuld be checked in the field and

will be interesing as a4 emission mitigation strategy.

Keywords: nitrous oxide, ricefield, biological nitrificatioinhibition,amaA
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1. INTRODUCCION

1.1. EL OXIDO NITROSO

El 6xido nitroso (MO) es un potente gas de efecto invernadero (GEt) wo
potencial de calentamiento 298 veces mayor al @l 13,5 veces mayor al del
CH, (IPCC 2007). Ademas, este gas se considera muyriamte en la destruccion
de la capa de ozono estratosférica (Ravishankaak 2009) y tiene una vida media
de 114 afos, por lo cual su produccion tendraenitia varias generaciones después
(IPCC 2007, Crutzen 1981). La agricultura es unenfe importante de J9,
asociada a la mayor aplicacién de fertilizantes.eSeéma que el 1,3-2,5% del
nitrégeno aplicado como fertilizante se emite cd® (IPCC 2006, Giles 2005) y
se prevé un aumento del 35-60% para el 2030 (Lal.e2010). Por esta razon, la
contribucion de la agricultura al calentamientadogloes cada vez mas preocupante y

requiere acciones politicas para la mitigaciénodeGEI (IPCC 2014).

1.1.1 Emisiones microbianas de 6xido nitroso

La principal fuente de M0 en el suelo son los procesos microbianos de
desnitrificacion y/o nitrificacion (Conrad 1996).stls procesos contribuyen
aproximadamente con el 70% de}ONproducido anualmente en todo el mundo
(Mosier 1998). La nitrificacion es un proceso a@gtero cuando la provisién de
oxigeno es limitada se genera,(N como subproducto, mientras que la
desnitrificacion se activa una vez que e} @a sido consumido generando
microambientes anoxicos dentro del perfil del sugonith et al. 2003). Sin
embargo, estos dos procesos pueden ocurrir de feirmatanea en agregados del
suelo (micrositios), debido al gradiente espacil@ producido (Stevens et al.
1997).

El proceso de nitrificacion por el que el amonidH{N) es convertido en nitrato
(NOz3) es un proceso clave en el suelo. Cuando laio#cifon ocurre rapidamente,
puede superar la demanda de la planta pog NCeste se pierde por lavado o

desnitrificacion. Esas pérdidas pueden llegar enukivo de arroz hasta el 60% del



N agregado (Irisarri et al. 2007) y ademas de tdiga econdémica que representan,
pueden causar varios problemas ambientales, padarooracién del aire y cuerpos
de agua (Davidson et al. 2012). En forma geneaatjttificacion es un proceso en
dos pasos, el primero de ellos es la oxidacién d& Na nitrito (NGQ) y
subsecuentemente la oxidacion asN@I primer paso es catalizado por la amonio
monooxigenasa (AMO), donde el hHes oxidado a hidroxilamina (NBH) con la
reduccion de @ A continuacion, la NbDH es oxidada a NOpor la hidroxilamina
oxidoreductasa (HAO). Se pensaba que este proceso llevado a cabo
exclusivamente por bacterias quimiolitoautétrofam embargo, el proceso es mas
complejo e involucra también a arqueas nitrificanteutotrofas, nitrificantes
heterotrofos y bacteriamammox comammoxvan Groenigen et al. 2015, Norton y
Stark 2011, Anexo 2). Existe evidencia que indice ¢tps arqueas oxidantes del
amonio (AOA) tienen gran potencial de nitrificacig/a que superan en namero y
tienen mayor actividad que las bacterias oxidadidsamonio (AOB) en ciertos
ecosistemas (Verhamme et al. 2011, Zhang et a,Dilet al. 2010, Gubry-Rangin
et al. 2010).

Los microorganismos nitrificantes producen,ON por nitrificacion y por
desnitrificacion nitrificante. En la nitrificacioel N,O se produce como subproducto
durante la oxidacion de NHpor la descomposicion espontanea de®i o NG
(Anexo 2). Este mecanismo abidtico seria la viagpal de emision de JD por
AOA, ya que hasta el momento no existe evidenamlfigica o enzimatica que
apoye otra forma de emision (Hink et al. 2016). A&B también pueden producir
N.O de forma bidtica a través de la desnitrificaan@mnificante, por la reduccion de
NO, a NNO y N; (Anexo 2). Se conoce poco de este Ultimo proces@r&: que es
un proceso energéticamente favorable en condicibmitsantes de @o seria una
respuesta para detoxificar el BO(van Groenigen et al. 2015)Algunas
investigaciones han reportado que hasta el 30%lgelproducido por un suelo se
debe a la nitrificacion desnitrificante (WebsteHgpkins 1996) y recientemente se
confirmé que este es el proceso dominante en ldupoidon NO derivado de la
fertilizacion con NH" a una concentracion de @enor al 5% (Zhu et al. 2013). De

forma contraria, las AOA producen masONcuando el Ni proviene de la



mineralizacion del suelo, aunque en menor proporgde el emitido por AOB
(Hink et al. 2016).

La desnitrificacion es un proceso respiratorio gtiéza el NG o NO, como
aceptor final de electrones en ausencia gelLO®s microorganismos que llevan a
cabo dicho proceso son principalmente heterétrgfasaerobios facultativos. Este
proceso esta ampliamente distribuido entre logealites taxones, se conocen mas de

60 géneros de microorganismos desnitrificantesjrleyen arqueas y hongos.

El proceso de desnitrificacién produce pérdidasNdeel suelo ya que se generan
intermediarios gaseosos como NQON/ N, (Groffman 2012). Es llevado a cabo en
etapas sucesivas por distintas enzimas reductdsexd 2). El primer paso, la
conversion de N® a NQ,, es catalizado por la nitrato reductasa que pwsede
periplasmatica o de membrana, codificada por losiegenapA y narG,
respectivamente. En la reduccion de ;N@ NO interviene la nitrito reductasa.
Existen dos variantes de esta enzima, una citocamhpcodificada por el gamrS,

y una enzima dependiente de Cu, codificada poK. Las dos versiones de esta
enzima se consideraban excluyentes (Zumft 1997 )ermsibargo, recientemente Graf
et al. (2014) encontraron ambos genes en variogoarganismos, aunque se
desconoce si ambos son funcionales simultdneamé&stes representan genes
funcionales exclusivos para desnitrificantes, pmrqgue son muy utilizados en
ensayos de diversidad (Enwall et al. 2010). Laceidin de NO a pD es llevada a
cabo por la Oxido nitrico reductasa, codificada pws genesnorB y norC.
Finalmente, el PO es reducido a Npor la 6xido nitroso reductasa, codificada por el
genno<. De esta forma, se cierra el ciclo del N, ya qué\, puede reentrar al
sistema terrestre a través de la fijacion dalélla atmosfera. Sin embargo no todos
los microorganismos capaces de desnitrificar ti¢oda la via enzimatica hasta W

en caso de tenerla, su expresion depende en grdidande la cantidad de,O
disponible (Jones 2010, Zumft 1997). Se han desbdtterias que poseen el gen
noZ y carecen del resto de los genes de desnitrifibagZumft 1997) y
recientemente se identific6 ummosZ atipico en microorganismos con un importante

rol como consumidores de,® (Jones et al. 2014, Sanford et al. 2012). P& otr



parte, existen desnitrificantes que carecen del e y producen KO como

producto final (Jones et al. 2008).
1.2. EMISION DE OXIDO NITROSO EN EL CULTIVO DE ARRO Z

El cultivo de arroz irrigado es considerado unanfeeimportante de metano
fundamentalmente y de .08 (revisado por Irisarri y Perdomo, 2009). De la
agricultura global, los arrozales contribuyen con30 % a la emision de GH un
11% a la emision de® (IPPC 2007).

La emision de BD en arrozales ocurre principalmente durante laosoges de
alternancia de inundacion y secano del cultivo @uotann y Witt 2000). Bajo estas
condiciones de manejo del agua se establecen esuetdb zonas reductoras
moderadas, que favorecen la emision ¢© Nor parte de los microorganismos
desnitrificantes y nitrificantes, ya que cuando dozales permanecen inundados,
en condiciones anaerobias, elNcontinda su reduccién hasta nitrégeno molecular
(N2) (Granli y Bgckman 1994). A su vez, una vez estadideta inundacion se
diferencian zonas con distintos potenciales redfogufa 1). En la zona oxidada, la
liberacion de @ por las raices contribuye con la nitrificacién ybsecuentemente
con la desnitrificacion luego de la difusion de ;N@ la zona reducida del suelo
(Xing et al. 2009). Este acople entre la nitrificecy la desnitrificacion sugiere una
pérdida significativa de N en suelos bajo el coltdee arroz. Se han registrado
pérdidas de mas de 40% del nitrdgeno agregaddtalac(De Datta y Buresh 1989,
Galbally et al. 1987). Por otra parte, la mineedinn de N de la materia organica
(MO) del suelo, proceso que consiste en la tramsfoidn de N organico a formas
inorganicas (N@ y NH;"), es clave en el suelo no solo para la provisiéreste
nutriente al cultivo de arroz, sino también pordag disponible cantidades de NH
en el suelo que pueden perderse previa nitrificaf¥@asmin et al. 2012, Subbarao
et al. 2006a).

La desnitrificaciéon no solo ocurre en la zona wallia, también se ha demostrado
que existe desnitrificacién a nivel subterrdneo sdedlo bajo saturacion (Figura 1)

(Xing et al. 2002). Las plantas de arroz tambiéedem colaborar en la emision de



GEI por la liberacion de gases retenidos en elosaetravés del aerénquima, un
tejido especializado desarrollado en el cultivanslado que permite tanto la entrada

como el escape de gases (Le Mer y Roger 2001).

Por lo tanto, la heterogeneidad espacial y temmorall cultivo de arroz son factores
determinantes de la actividad desnitrificante yifidinte del suelo. Se ha sefialado
que los mayores flujos de,® producidos por desnitrificacidn ocurren en pegsefi
zonas liotspot¥ y en momentos puntualdsot momenis(van Groenigen et al. 2015,
Groffman et al. 2009) asociado a los cambios ehuimedad del suelo (ya que
determina la disponibilidad de ) la disponibilidad de carbono (C), el pH, la

concentracion de NQy la temperatura (Jones 2010).

Se sabe que los suelos cultivados con arroz tiapgvidad desnitrificante alta, sin

embargo los microorganismos responsables de la anismnhan sido demasiado
estudiados (Ishii et al. 2009). Yoshida et al. @0Ban comunicado que tanto la
diversidad como la cantidad de desnitrificantesiersuelo bajo arroz cambian a lo
largo del cultivo en respuesta a las condicionéssdelo y a la inundacion. Estos
suelos también son considerados uno de los priesiphabitats de las AOB

(Nicolaisen et al. 2004) y la mayor relacion deAAEn respecto a AOB encontrada
en varios suelos cultivados con arroz también articque estas tienen alto potencial

de nitrificacién en este ecosistema (Chen et dl02Chen et al. 2008).
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agua del cultivo de arroz irrigado (Modificado die¢get al. 2009).

1.2.1 Emisiones de GEIl en arrozales uruguayos

El cultivo de arroz ocupa aproximadamente 175.G0@rh Uruguay (ACA 2015), se
siembra en secano en el mes de octubre, con elenthafios o riegos rapidos y se
inunda unos 30 a 35 dias luego de la emergenciaicad del estadio de macollaje
del cultivo (Pittelkow et al. 2016). Finalmente,drena 20 dias antes de la cosecha.
Estas practicas agrondmicas que inducen cambiogotatas y espaciales en las
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis del fYeloy Patrick 2004, Bronson et al.
1997) junto a las variaciones en las caractersstiE lossuelos, tales como pH,
materia organica, disponibilidad datrientes y la actividad microbiana durante todo

el ciclo del cultivo, proveen un ambiente Unjgara la produccion de ® (Yu y
Patrick 2004, Hou et al. 2000).



Mediciones realizados en un arrozal del este uggygamprobaron que la maxima
emision de MO se produce luego de la aplicacion de urea e awidd del cultivo, al
inicio del macollaje. En general, las emisione<Ct y N,O mostraron tendencias
opuestas a lo largo del ciclo del cultivo. Mienttagmision de Ckicomenzé luego
de establecida la inundacion y asegurado un angbieductor que permita el
crecimiento de las bacterias metanogénicas, nobserd® mas emision de,®
después de dos semanas de inundado el cultivoe(@aet al. 2009). También se
detectaron emisiones deluego de la aplicacion de bafios al cultivo y tuegl
retiro de agua previo a la cosecha (Irisarri et2@ll2), si bien los momentos de
mayor emision de PO en el arrozal ocurrieron en seguida de la feadiion e
inundacién del cultivo y resultaron casi inexiseewturante la fase inundada del
cultivo (Tarlera et al. 2016, Irisarri et al. 2012)

1.2.2_Suelos ddnde se cultiva arroz en Uruguay

Las propiedades de los suelos son determinantiespnduccion y emision de GEI
(Yu et al. 2004). Xiong et al. (2007) demostrarame cgl tipo de suelo afecta
significativamente la emision de;® y CH,. Un suelo con mayor proporcion de C
organico y N mostr6 mayor tasa de emisién de Ba&jo inundacion.

Los procesos microbianos productores de GEI tamie@enden directamente de las
condiciones fisicas del suelo, ya que la estrugturamedad de un suelo afectan el
potencial redox y por tanto el balance entre mgaiion y desnitrificacién del suelo
(Smith et al. 2003). Se sabe que la actividad th#srante se correlaciona

positivamente con la MO soluble (Henry et al. 2008)

En el Uruguay el arroz se cultiva en 12 Departaogrias mayores areas en los
Departamentos de Treinta y Tres, Cerro Largo, Astig Rocha (ACA 2015). En el
este del pais la mayor parte de la produccionazaesobre suelos de zonas bajas de
la cuenca de la Laguna Merin, caracterizados pEseptar una gran diferenciacion
textural, con un horizonte subsuperficial pesadm yorizonte superficial de textura
media o incluso liviana. En el norte en cambio,b&n también se realiza la
produccion en zonas bajas, es frecuente que sedealaderas de mayor pendiente.

Los suelos predominantes son desarrollados soberiedas derivados del basalto,



los cuales tienen en general textura pesada y nuwfewenciacion textural que los
anteriores. La mayor pendiente hace que estossstexigan un mejor drenaje y no
muestren una tendencia tan clara al anegamientanduel periodo no inundado
como los anteriores. También los suelos desarasladbre basalto difieren de los
del este en otra serie de caracteristicas tale®,corayor contenido de MO y de
bases intercambiables, y abundancia de o6xidos deqgl& promueven la

retrogradacion de P (Hernandez y Berger 2003).I®a@ue estos suelos podrian
diferir en la dinamica de las poblaciones y lavéd#id potencial de nitrificantes y

desnitrificantes, asi como en las formas minemddedN presentes en el suelo.
1.3 ESTRATEGIAS DE MITIGACION DE GEI EN ARROZALES

Entre las estrategias de mitigacion de emision & @ara el arroz se sugiere:
modificar el manejo del agua del cultivo, realizanos laboreo del suelo, reducir el
agregado de abonos organicos y de fertilizantésgaenar cultivares con menores
tasas de emision y la rotacion con otros cultivtiss6ain et al. 2014).

Entre las estrategias de mitigacion de las emisideeCH sugeridas para el arroz en
Uruguay, surgen como las mas prometedoras, el jéraeteala chacra cuando el
cultivo esta en etapa reproductiva y el empleo ulévares de arroz con menores
tasas de emision. Como el drenaje de la chacraeameiable a nivel comercial en
Uruguay y podria aumentar la emision d®Nen algunos afos (Tarlera et al., 2016),
un cultivar de arroz con bajo transporte de gasssasa produccion de exudados
radicales y alto indice de cosecha seria prefedelde el punto de vista de la

emision de GEI.

A través de la exudacion de las raices, las plaptegien proveer compuestos
organicos que constituyen una fuente de C y eneligpgnible, capaz de aumentar
la actividad, diversidad y abundancia microbianadeerona rizosférica (Shi et al.
2011, Henry et al. 2008). Asimismo, la desnitriida es controlada por la planta, a
través de la asimilacion de NQla respiracion y la exudacion de las raices $eelo

por Philippot y Hallin 2011). Bajas concentraciomesQ y alta disponibilidad de



fuentes de energia por la exudacion radical soesaeios para estimular la actividad

desnitrificante en la rizésfera (Henry et al. 2008unier et al. 2004).

La complejidad y cantidad de los exudados radicedgga considerablemente por
factores enddgenos como el cultivar y exégenos ctamespuesta a diferentes
estreses ambientales. En arroz, varios estudiastagpvariacion en la composicion
y contenido de exudados radicales de acuerdo &vaiute arroz y el estadio de
desarrollo de la planta (Baudoin et al. 2003). ldandet al. (2011) estudiaron las
comunidades microbianas asociadas a las raicdamtagpde arroz de diez cultivares
y demostraron que el genotipo de la planta deternien composicion de la
comunidades bacterianas asociadas. El estudio deubivares de arroz y sus
exudados ha sido encarado mayoritariamente respdet@mision de CH(Aulakh

et al. 2001), pero no a la de®l Sin embargo, un nuevo enfoque para mitigar la
emision de MO demostré que existen plantas capaces de inhibitrificacion en el
suelo a través de la liberacion de moléculas persudados radicales (Subbarao et
al. 2015) y estudios recientes mostraron la prinefidencia de inhibicion de la
nitrificacién por exudados radicales de arroz qaeaba con el cultivar (Sun et al.
2016, Tanaka et al. 2010).

Si bien existen inhibidores sintéticos de la nda€idén cuyo uso se ha recomendado
para disminuir las emisiones deNtanto provenientes de la nitrificacién como de la
desnitrificacion, sus costos son altos y su efaerdepende de las condiciones
locales (Zerulla et al. 2001).

1.3.1 Inhibicién bioldgica de la nitrificacion

La inhibicion biolégica de la nitrificacion (BNl)esrefiere a la habilidad de ciertas
plantas de producir y exudar compuestos inhibiddeela nitrificacion por sus raices
(Subbarao et al. 2006b). Esta propiedad vegetaksepta una mejora en el uso
eficiente del nitrégeno con un gran potencial p&aorecer la agricultura y
disminuir la emision de O, ya que al limitar la nitrificacién se minimiza pérdida

de N como N@ y permanece en forma de NHSubbarao et al. 2013a).



Algunos forrajes tropicales y ciertos cultivos hawostrado un amplio rango de
actividad BNI en sus raicekl forraje tropicalBrachiaria humidicolapresenta la
actividad BNI més alta identificada hasta el morod®ubbarao et al. 2006b). Entre
los cereales que se han evaluado, el sorgo yad presentan actividad BNI (Tanaka
et al. 2010, Zakir et al. 2008), mientras que eizmigo y la cebada no presentan
actividad BNI en las primeras evaluaciones (Sulibataal. 2007a). Por otro lado,
las leguminosas que se han analizado estimulaitriicacion por lo que no tienen
capacidad BNI (Subbarao et al. 2007a).

La actividad BNI es afectada por multiples factopessentes en el suelo y en la
planta. Se ha visto que varia con el suelo y etk la planta, entre otros factores
(Subbarao et al. 2012). Una molécula sintetizadalgm raices dd. humidicola
denominada brachiolactona, resulté ser la resptaskbla inhibicion (Subbarao et
al. 2009). En sorgo se identificaron las molécslagolenona, sacuranetina y metil
3-(4-hidroxifenil) propionato (MHPP) (Subbarao ét 2013b) y recientemente en
arroz se identificé la molécula 1,9-decanediol (Stnal. 2016). Todos estos
compuestos bloquean la AMO y en algunos casos énhi HAO y no afectan a
otros microorganismos presentes en el suelo (Gkpstl@an et al. 2009), lo que
representa una ventaja dado el ataque dirigido giarainuir la nitrificacién en el

suelo.

Dada la importancia de los procesos de nitrificagi@esnitrificacion en las pérdidas
de N en un suelo inundado bajo arroz, la capaddiidencontrada en este cultivo,
podria representar una ventaja en la mejora dekfisente del N por el cultivo y

como estrategia de mitigacion de la emision ¢@.N

1.3.1.1 Métodos para cuantificar la BNI

El método para caracterizar la actividad BNI enddésrentes especies reportadas ha
sido el bioensayo de luminiscencia, modificado [Bubbarao et al. (2006b).
Inicialmente este bioensayo se habia propuestogaaiuar el efecto de inhibidores
sintéticos de la nitrificacibn en aguas residua{@zumi et al. 1998), pero
actualmente se considera una herramienta util eretticion de la actividad BNI de
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especies vegetales. El ensayo consiste en el usena@ecepa recombinante de
Nitrosomonas europaeque porta el gen de la luciferadaxfB) y resistencia a

kanamicina. Esta cepa produce bioluminiscencia erdiciones normales que se
reduce en presencia de inhibidores de la nitriffcacqque inactivan la amonio
monooxigenasa, por lo que existe una correlacitamante significativa entre la
inhibicion de la luminscencia y la inhibicion dedeoduccion de N@ (Subbarao et

al. 2006b).

Por otro lado, se han propuesto ensayos de inicwbde suelos (microcosmos) para
evaluar la actividad BNI de una planta, a travék sgguimiento del sustrato y
producto de la nitrificacién y establecer las tadasnitrificacion en el tiempo

(Ghoneim et al. 2014, Tanaka et al. 2010, Subbarab 2009, Zakir et al. 2008). De
forma complementaria, varios estudios reportan parabar este efecto, la
cuantificacion de las poblaciones de AOA y AOB avés del método de PCR en
tiempo real (Arango et al. 2014, Subbarao et aD920El marcador funcional de

estas poblaciones es el gamoA que codifica para una de las subunidades de la
amonio monooxigenasa, una enzima clave del pratesxidacion de NH.

La actividad BNI de pasturas d&grachiaria también fue validada a través de la
disminucién en la emision de,® en el campo (Arango et al. 2014, Subbarao et al.
2009) y existe un potencial para el mejoramientoégjeo de plantas con mayor
capacidad BNI (Subbarao et al. 2013a).
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1.4. OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

Estudiar las actividades desnitrificante y oxidade amonio, el tamafio de las
poblaciones cultivables de dichos microorganisnt@smineralizacion de N y la
emision de NO, en suelos representativos de dos zonas decdiiharroz del este y
norte del pais.

Comprobar y comparar el potencial inhibitorio de nlgrificacion de exudados
radicales de dos cultivares de arroz, El Paso L (bfdgen indica) e INIA Tacuari

(origen japonica).

Evaluar el efecto de los exudados de los dos awnéss sobre la actividad y
abundancia de microorganismos nitrificantes, efosu#el este y norte del pais.

1.5. HIPOTESIS

Un suelo del norte del pais sobre basalto, con magotenido de MO y bases
intercambiables, favorece la actividad nitrificantedesnitrificante asi como el

namero de esos microorganismos y por tanto la émise NO.

Exudados de cultivares de arroz tienen potenciahbibir la nitrificacion y este

varia con el cultivar.

La inhibicion de la nitrificacién por exudados deoa varia con el tipo de suelo y

afecta la actividad y abundancia de microorganisnitogicantes.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. EMISION DE N,O, MINERALIZACION, NITRIFICACION Y
DESNITRIFICACION EN DOS ARROZALES DE URUGUAY

2.1.1. Sitios de experimentacion y manejo del cult

Los dos arrozales evaluados estaban ubicados eepastamentos de Treinta y Tres
(zona este) y de Salto (zona norte), en la UnidquEEmental Paso de la Laguna del
INIA Treintay Tres (33°15” S, 54°10” O) y en urg@io comercial perteneciente a la
Unidad de suelo Itapebi-Tres Arboles (31°22°S, 372, respectivamente. Para el
ensayo de invernaculo se trajo suelo de esasdacks previo a la siembra de arroz.
Las propiedades fisicoquimicas de los suelos semes en la tabla 1. Se sembré el
cultivo de arroz cv. El Paso L 144 a una densidadl80 kg ha en un disefio

completamente al azar (n=4). Se inunddé a macojlage realizé una fertilizacion

nitrogenada fraccionada (Tabla 2).

Los muestreos de los suelos se realizaron a labsgemacollaje, primordio floral y
a la madurez del cultivo. Cada muestra consistiGas submuestras de 15 cm de
profundidad para hacer una muestra compuesta yasguwieron a 5 °C para su
posterior analisis. Se determind el potencial deendilizacion de N, la actividad
potencial y el numero de microorganismos oxidadesmonio y desnitrificantes, y
el contenido de N-NiH y N-NOs del suelo.

El experimento de campo se realizé durante la zd&aarroz 2013-14 y la
informacion meteoroldgica se registré en las estees ubicadas en Paso de la
Laguna - INIA Treinta y Tres y en INIA Salto Grandea temperatura promedio
durante el ciclo del cultivo fue 21,3 °C y 23,4 p@ra Treinta y Tres y Salto,
respectivamente. La precipitacion acumulada dura@nteclo del cultivo para Treinta
y Tres fue 762 mm, de los cuales se registraronn@22previo a la inundacion. En
Salto la precipitacién fue 882 mm y previo a landacion se registraron 376 mm.
La amplitud térmica tuvo un valor promedio de 1°C8y 11,5 °C a lo largo del ciclo

del arroz para Treinta y Tres y Salto, respectivame
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los suel@atte y Treinta y Tres.

Salto (norte) Treinta 'y Tres (este)

Tipo de suelo Vertisol haplico Brunosol subedtrico tipico
Textura Arcillo-limoso  Arcillo - limoso

pH (H;0) 5,6 5,7

Materia orgéanica (% 5,8 3,4

P (ppm) 10 13

K (cmolykg) 0,62 0,42

Mg (cmol/kg) 9,4 3,3

Ca (cmol/kg) 25,5 5,4

Na (cmol/kg) 0,64 0,83

Tabla 2. Muestreo de los suelos y manejo del cuttevarroz de los suelos de Salto y Treinta y Tres.

Muestreo Fecha* Manejo del cultivo

Salto Treintay Tres
Siembra (inmediato a la siembra/10/12  8/10/12 Fertilizacién con 140 kg de NP 18-
y fertilizacién) 46 ha'

25/10/13 24/10/13

Macollaje 30/11/12 30/11/12 Inundacion del cultivo
(posinundacion y fertilizacion) Fertilizacion con Urea 50 kg fa
29/11/13 09/12/13

Primordio Floral 16/01/13 16/01/13 Cultivo permanece inundado
(posfertilizacion) Fertilizacion con Urea 50 kg fa
3/01/14  13/01/14

Madurez 21/03/13 21/03/13 Drenado del cultivo
(posdrenado del cultivo)

13/03/14 14/03/14

* Las fechas del 2012-2013 corresponden al ensayovéenaculo y las de 2013-2014 al ensayo de
campo

2.1.2. Medidas de 6xido nitroso

Los flujos de NO emitidos se monitorearon con la técnica de céneearadas
estaticas descritas para arroz por Lindau et 8P1(l Las camaras consistieron en
bases de acero inoxidable de 40 cm de didmetro gn2@e altura parcialmente

insertas en el suelo (5 cm), que permanecierdalatas durante todo el ciclo de
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cultivo (Figura 2). En el experimento a campo lashis de muestreo de gases
coincidieron con los muestreos de suelos y envaritaculo se tomar muestras de
forma continua hasta el macollaje del cultivo, posdacioén y fertilizacion. En cada
fecha de muestreo se colocaron cilindros de aordie 60 cm de altura sobre las
bases con un sello de agua para evitar el escapgases (Irisarri et al. 2012). Las
camaras contaban con un ventilador operado comatesia que se prendia antes de
cada medicién, para asegurar la homogeneidad atentasfera dentro de la camara y
un dispositivo para equilibrar la presion internkaexterna. Las muestras de gases
del interior de las camaras se tomaron con jeripifticas de 25 mL a los tiempos
0, 15y 30 minutos y se almacenaron en tubos coio (&0 mL) hasta su analisis. Se
registraron la temperatura de las camaras, la pdadad del agua de inundacion y la
altura del espacio de aire en cada cdmara, pamalaalos flujos de gases. El andlisis
de NO se realiz6 con un cromatégrafo de gaShimadzul4dB modificado con
detector ECD (de captura electronica) descrito emddmo et al. (2009). La tasa de
emision del gas se calculé segun Watanabe et @D0OJ2y las medidas de cuatro
repeticiones de cada tratamiento fueron promedipaisdeterminar el valor final de

emision por tratamiento.

Figura 2. Camara estatica utilizada en la medid&dxido nitroso.
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2.1.3. Actividades potenciales microbianas

2.1.3.1. Actividad potencial de mineralizacion deitrégeno

El potencial de mineralizacion de nitrégeno se izéalken anaerobiosis segun
Kandeler (1996a). Se incubaron tubos herméticosléog de suelo fresco y 15 mL
de agua destilada por una semana a 40 °C. Posterite, se extrajo el suelo con 15
mL de KCI 2 M, se filtr6 con pap&/hatmanm® 42 y se determiné el contenido de
NH;" colorimétricamente segun el método Herthelot (Rhine et al. 1998). El

contenido de N producido se expresé como mg N-NKg™ de suelo seco (ss).

2.1.3.2. Actividad potencial de oxidacién de amonio

La actividadpotencial de oxidantes de NWHse determin6 segin Kandeler (1996b)
con algunas modificaciones. Al suelo humedo (2,5eg)e adicion6 7,5 mL de una
solucion de (NH),SO, 1,33 mM, 0,05 mL de clorato de sodio 1,5 M patakin la
conversion biologica de NOa NG (Belser y Mays 1980) y 2,5 mL de agua
destilada estéril. La suspension se incub6 a 2&rfGgitacion a 200 rpm en un
agitador orbital (Wiseshake SHO-2D, Witeg Germapgy 24 horas y como
controles se mantuvieron suspensiones de sueld & -2 uego de la incubacion se
extrajo la suspension con 15 mL de KCI 2 M, serifeigd a 13.000 rpm y 0,5 mL
del sobrenadante se resuspendié con 0,5 mL d€NHL9 M. Se midid el contenido
de NQ por la reaccion colorimétrica con los reactivis Griess-llosvaypor

espectrofotometria a 540 nm. La actividad se egpremo pg N@N d* g* ss.

2.1.3.3. Actividad potencial de desnitrificacion

La actividad potencial desnitrificante se realizédmante un ensayo enzimatico de
inhibicion con GH, (Guynot et al. 1998). Se incubaron 4 g de suehoedo con 2

mL de glucosa 1 mM y 2 mL de nitrato de potasictN@s) 1 mM en viales
herméticos. En cada vial se reemplaz6 la atmogferauna mezcla de nitrégeno
molecular (N) y acetileno (@H,) al 10% del volumerpara lograr condiciones
anaerobicas e inhibir la actividadb®l reductasa. Se tomaron tres muestras de gas

durante un periodo de incubacion de 2 hs a 25 ?& padir la produccion de N

16



por cromatografia gaseosa, segun Perdomo et &19)20a actividad desnitrificante

se expres6 como pg® hH' g? ss.

2.1.4. Recuento de microorganismos

Se realizaron recuentos de bacterias cultivablegdantes de amonio y
desnitrificantes por la técnica de nimero mas [rleb@MP) para cada muestreo de
suelo. Se suspendieron 10 g de suelo fresco en lI9@enbuffer fosfato y se

realizaron diluciones seriadas de 1 en 10.

Para el recuento de microorganismos oxidantes amianse utilizaron tubos con 4
mL de medio mineral con 5 g'ide (NH),SO, (Schmidt y Belser 1994). Se
incubaron por un mes en agitacion a 28 °C y osadrid.os tubos positivos

(presencia de N£) se determinaron con los reactivosGleess-llosvay

En el caso de los microorganismos desnitrificanéésecuento consistié en tubos
anaerébicos con 5 mL de medio rico con KN@25 g L. La atmésfera se
reemplazé con Ny CH, y se incubaron por dos semanas en oscuridad &.28%
tubos positivos se determinaron por la desaparidénsustrato N@ con tiras
Quantofix(Macherey-Nagel, Alemania) y por la aparicion d®Nor cromatografia
gaseosa (Tiedje 1994). Tanto para el recuento si@tdécantes como de oxidantes
del amonio, los resultados se refirieron a tabprbbabilidad (Alef y Nannipieri
1995).

2.1.5. Cuantificacion del nitrégeno mineral

Al suelo humedo (5 g) se le agregd 15 mL de KCl@Ma su extraccion, se agitd
por 30 minutos y posteriormente se filtré la suspi@ncon papeWhatmanm?® 42.
El contenido de N-N©@ se determind segun (Mulvaney 1996) y el NaNiKegun
Rhine et al. (1998). EI N mineral se representé@tarsuma de N-NH y N-NOs..
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2.2. ESTIMACION DEL POTENCIAL DE INHIBICION DE LA
NITRIFICACION DE CULTIVARES DE ARROZ

2.2.1. Obtencién de compuestos BNI de arroz

2.2.1.1. A partir de exudados radicales de arroz

Se obtuvieron compuestos exudados de raices dmutlveres de arroz para estimar
la BNI producida a través de un bioensayo con lgacde N. europaeao en
incubaciones con suelos. Para ello se crecierartgsale cv. INIA TacuariQryza
sativa L. ssp. japdnica) y cv. El Paso L 14Oryza sativaL. ssp. indica),
denominados de aqui en adelante “Tacuari” y “EbRas macetas con una relacion
50:50 de suelo y arena, en el invernaculo (Figlir&8 utilizaron suelos de Salto y
de Treinta y Tres (Tabla 3). Cada maceta conteaegaplantas que se cosecharon a
los 32 y 56 dias de la siembra (n=4). Las plargals\garon con agua corriente con
cuidado de no dafar las raices. El ultimo lavadodon agua destilada y luego las
plantas se depositaron en frascos con una solut@éoaptura de los compuestos
exudados por las raices (Figura 3). La colectaodeekudados fue por 24 horas en
500 mL de una solucion que contenia 1mM de;sGlH; 200uM de CaGlsegun
Tanaka et al. (2010). De los 500 mL colectados, &bG&Gecaron en un rotavapor
(BuchiR-114, Suiza), se resuspendieron en 5 mL de wietar@tOH), se volvieron

a rotaevaporar y finalmente se resuspendieron gri2te dimetilsulféxido (DMSO)
(Figura 3). Los otros 250 mL también se rotaevaporg resuspendieron en metOH,
pero luego se resuspendieron en 2 mL de agua iadespara ser utilizados en

ensayos de incubacion con suelos (ver experimgnto 1

También se obtuvieron compuestos exudados de rdé&céss dos cv. crecidos en
hidroponia durante un mes para evaluar su efetibidor de la nitrificacion sobre

el suelo (ver experimento 2). El sistema hidropomionsistié en cajones de 40 x 60
X 32 cm con una solucién minerdbshidarenovada cada semana (Subbarao et al.
2006b) y aireacion continua. Las plantas se maatamia 25 °C y fotoperiodo 16/8
hs luz/oscuridad. Cada muestra de 20 plantas esnrépeticiones por cultivar, se

sumergio en 200 mL de la solucion trampa. Luegfilulada la solucion con filtros
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de membrana de 0,28n se secd en un liofilizadotapotectgroupd1.JLG-12FD,

China). Se resuspendié en 10 mL de metOH, se rapaed, se volvid a repetir el
procedimiento anterior y finalmente se resusperdid,5 mL de agua bidestilada
(Tanaka et al. 2010). Se realiz6 el mismo proceshioi con la solucion trampa sin

exudados para incorporar a los suelos como control.

Figura 3. Plantas de arroz crecidas en macetasumo:arena (1), colecta de los exudados rad

en una solucién de captura por 24 hs (2) y conaeidtm de los exudados por rotoevaporacion (3).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de los suel@atte y Treinta y Tres.

Clase

. 0, 9
Suelo: | pH % ppm cmgkg % textural

HO | MO| N NN(; P | Ca| Mg K Na| Areng Limg Arcillg
3

Franco
Salto 5,3 44| 0,25 13 4 17]1 62 041 0{42 18,6 352,291 arcillo
limoso

Treinta ) 541 28| 016 10| 16 63 24 021 044 243 484 3 Franco
y Tres arcilloso

N
—

2.2.1.2. A partir de extracto de raices de arroz

Se obtuvieron extractos de tejido radical de lasdevarroz Tacuari y El Paso para
evaluar su efecto BNI y si este era comparablét@ndo por los exudados radicales
de las mismas plantas. Se utilizé el mismo sisteighi@ponico para la obtencidon de
raices de plantas crecidas durante un mes. Senusacm repeticiones por cultivar,

cada una compuesta por cinco plantas que fueroergudas por 24 horas en 200
mL de la solucién trampa. Otro conjunto de plamasfueron estimuladas, para
corroborar si el efecto BNI aumentaba en plantiasa&adas con la solucion trampa
en comparacion con las plantas sin estimular. ledses se lavaron con agua
destilada y se secaron con papel absorbente paga lacerarlas con N liquido. El
tejido recuperado en forma de pequefios fragmenttbegé a molienda fina en
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microtubos de 1,5 mL con balines de 1mm de diametrgitacion con un agitador
de pintura (Harbil paint mixer) durante tres mirsutoPosteriormente se
resuspendieron cada 100 mg de tejido radical eiml,sle metOH. Las diferentes
cantidades de tejido der cada repeticion, se naranah por el volumen de metOH
agregado. Las muestras obtenidas se agitaron agitawalor (Fisher vortex genie 2) a
maxima revolucién durante cinco minutos y se dejadtarante quince minutos a
temperatura ambiente. Los extractos se filtraram jeoingas de 3 mL vy filtros de
0,22 mm (Ministat). Los extractos limpios se sengpor vacio en un concentrador
(Eppendorf concentrator 5301) durante 4 horas &@0Los extractos secos se
resuspendieron en 25 uL de DMSO. Se usaron dosladas diferentes de tejido de
B. humidicola679 para verificar si se obtenia el mismo potéri@hl que con las
muestras de tejido de arroz de las que se recyoes cantidad de tejido (7,5 mg)
y 100 mg (Nuiiez 2015).

2.2.2. Bioensayo de inhibiciéon de la nitrificacion

El bioensayo fue desarrollado por Subbarao et 2006b) para cuantificar el
potencial BNI de una especie vegetal. El bioensagorealizO en el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Lalatorio de Agrobiodiversidad de
Forrajes Tropicales bajo la supervision del Dr.Adango y el Msc. J. Nufez.
Siguiendo la metodologia propuesta por Subbarah €2006b) se incubd el cultivo
bacteriano con los exudados o tejido de los card# evaluados y como control la
solucién trampa sin exudados resuspendida en DM&Mbién se incorporaron dos
genotipos de inhibicién conocida de la nitrificagi@®. humidicolaCIAT 679 yB.
humidicolaCIAT16888. La mezcla se realiz6 con 2 ul de exodaéxtracto de raiz,
198 ul de agua destilada y 250 pl del cultivo béme (densidad oOptica de 0,6).
Cuatro repeticiones por cada exudado o extractmaideevaluado se incubaron en
oscuridad durante 30 minutos a 25 °C y 700 rpm rragitador (Thermomixer
eppendorf 3420), para después realizar la lectonal®0 L. La luminiscencia se
cuantificé con un lumindbmetro glomax 20/20 (promegaartir de la inyeccion de
25uL de decanal al 1% que actia como sustrato lieifarasa y de un tiempo de

integracion de 10 segundos. Cada unidad de luziveeldRLU) dado por el
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lumindbmetro, se transformd a porcentaje de inhiiiczon los valores de RLU del
control que corresponde al 100% de luminiscendipoEcentaje de inhibicién de los
exudados se transform6 a unidades estandar dbldohisintético aliltiourea (ATU),

donde una unidad corresponde al 80% de inhibic&dtaduz emitida por esta cepa

deNitrosomonas

2.3. ESTIMACION DE LA INHIBICION DE LA NITRIFICACIO N EN
SUELOS

2.3.1. Experimento 1

Este primer experimento de microcosmos se realizplacas de petri con 40 g de
suelo tamizado (trama de 2mm) y homogeneizado, enalt con una humedad
equivalente a 60 % de capacidad de retencion de pgudos semanas, segun Nardi
et al. (2013) con modificaciones. Se utilizarondaglos de Treinta 'y Tres y Salto y
los tratamientos fueron los siguientes: (1) Nitrémel00 mg kg de suelo (sustrato
para la nitrificacion) como (NpLSO, (2) Nitrogeno mas exudado radical del
cultivar Tacuari, (3) Nitrogeno mas exudado radidal cultivar EI Paso, (4)
Nitrégeno mas diciandiamida (DCD, 2zN4), un inhibidor sintético de la
nitrificacién, a una concentracién de B g* de suelo y (5) un control con agua
destilada. Se prepararon soluciones stock de)dSBy, y DCD a una concentracion
de 71 mM y 24 mM, respectivamente. Las solucionesielgo sobre el suelo se
prepararon mediante la mezcla de 2 mL de pHO, 71 mM con 2 mL de exudado
de arroz (colectados de plantas crecidas en macetados suelos) o 2 mL de
(NH4)2SOs 71 mM con 1 ml de DCD 24 mM (para obtener la emtiacion dé0

ug g* de suelo) y el resto de agua destilada para coan@e60 % de capacidad de
retencion de agua de los suelos. Las placas celossge preincubaron por una
semana con una humedad equivalente al 40% de dadaie retencion de agua a 25
°C en oscuridad. Posteriormente se aplicaron |agisoes y se tomaron muestras
de suelo a los 7 y 14 dias de incubados para rekedimtenido neto de NAy NOs
(se le restd el contenido basal desNM NOs; de los suelos representado por el
tratamiento de riego con agua destilada) y calcllgiorcentaje de inhibicion de la

nitrificacion, a partir de la siguiente férmula:
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100 — ((T2-T)*100)
(C2-C1)

T2 y T1 representan el NCacumulado de 14 a 7 dias de incubados los suelos,
respectivamente y C2 y C1 representan epld@umulado del control (Nitrogeno)

para el mismo periodo de incubacién (Ghoneim &Qil4).

2.3.2. Experimento 2

Se volvio a repetir el experimento con algunas ficatiiones. Para conocer la
dinamica de nitrificacion de los suelos se realim@a estandarizacion segun la
metodologia de incubacion de suelo propuesta pomigoti et al. (2008) y se
cuantifico la producciéon de NOdurante diez dias. A 5 g de suelo seco y
homogenizado colocados en frascos ambar, se adrégdL de una solucién de
(NH4)2SO, 27 mM para mantener la capacidad de retenciongda al 60% y se
incubo a 25 °C y oscuridad. Como control negatansluyeron dos dosis de DCD,
12,07 mg (DCD 10%) y 24,8 mg (DCD 20%) en 100mladsolucién de incubacion
que contenia 27 mM de (NHSQ,, para ser aplicado a los suelos evaluados. Los
frascos se taparon cgarafilm permitiendo el intercambio gaseoso y cada das dia
se analiz6 el contenido de NOSe aplicé un método destructivo de muestreo para

cada tiempo con tres réplicas técnicas.

A partir de la estandarizacion se repitié el experito mediante la incubacion de los
suelos con exudados radicales de los cv. de anrastidio, colectados de plantas
crecidas en hidroponia. Se utilizd la misma metogial de incubacidn antes
mencionada y se definieron los siguientes trataimser(1) Nitrogeno (27 mM de
(NH4)2S0Oy) (2) Nitrégeno mas exudado radical del cultivacdai, (3) Nitrégeno
mas exudado radical del cultivar El Paso, (4) Nigrio mas 24,8 mg de DCD y (5)
Nitrégeno mas la solucion de colecta sin exudadas soluciones de los
tratamientos con exudados consistieron en 1,5 m(N#&),SO, 27 mM y 0,5 mL
del exudado concentrado resuspendido en agua itadasty lo mismo para el
tratamiento de la solucién trampa sin exudados.d&ermind el porcentaje de
inhibicién de la nitrificacion (como se describid el experimento 1) de un periodo

de 12 dias de incubacion de los suelos con lasieaks.
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2.3.3. Cuantificacion de arqueas y bacterias oxidéms del amonio

La abundancia del gaamaA de AOA y AOB se determind por PCR en tiempo real
con un termocicladdrotor-Gene6000 Corbett Research LtdReino Unido), con el
fluor6foro SYBR Green ISe realizaron tres réplicas técnicas por cadatraug para
los estandares. La mezcla para AOA (12,5 uL) céaté5 uL deMaxima SYBR
Green/ROX gPCR Master MikThermo Fisher Scientific Ing 10 ug de sero
albumina bovina, 2,5% (v/v) DMSO, 0,5 pM de losusimtesprimers Arg-amoAF
(50-STA ATG GTC TGG CTT AGA CG-30) y Arg-amoAR (88€G GCC ATC
CAT CTG TAT GT-30) (Franci®t al. 2005) y 2 pL de ADN molde. El ciclo fue:
95 °C por 10 min. y 40 x (95 °C, 45 sec.; 53 °Cs456.; 72 °C, 45 sec.), 79 °C, 15
sec. para la obtencion de datos y al final del ano@ se realizé una curva ohelting
desde 65 °C a 90 °C. La curva estandar se realemiamte la amplificacion de
diluciones decimales de una mezcla de plasmidesarfiradospJET1.2/bluntcon
cinco genesamaA de arqueas (Azziz et al. 2016). La eficiencialleR vario desde

85 % a 102 %, con un promedio de 94 %, y un caafteide correlacién de 0,99.

La mezcla para AOB (1(L) contenia fL de QuantiNova SYBR GregQiager),

10 uM de cadaprimer. amoA-1F (50-GGG GTT TCT ACT GGT GGT-30)
(Rotthauweet al 1997) y amoA-2Rs (50-CCT CKG SAA AGC CTT CTT C}30
modificado de Rotthauwet al. (1997) para minimizar la formacion de dimeros y
1 uL de una dilucion 1/10 del ADN molde. El ciclo fu# °C por 2 min. y 40 x (95
°C, 5 sec.; 60 °C, 10 sec.), 80 °C, 15 sec. paobiancion de datos y el programa
finalizé con una curva deeltingdesde 72 °C a 90 °Ca curva estandar se realizo
mediante la amplificacion del plasmido linearizgaiET1.2/bluntque contenia el
genamaA de Nitrosomonas europaeéa eficiencia del PCR fue de 84 %y 101 % y
un coeficiente de correlacion de 0,99. La espediit del producto amplificado fue
confirmada con las curvas aeeltingy en geles de agarosa 1% para visualizar el

tamano del producto esperado.
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2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) paralearael efecto del momento del
cultivo de arroz y el tipo de suelo sobre las @tsisles potenciales, el NMP de

microorganismos oxidantes de NH desnitrificantes y el contenido de Ny

NOs. Los datos de NMP fueron transformados a logarisnobase 10 para su
analisis. Se corroboro el efecto de la interaceidime los factores suelo x momento
del cultivo del arroz y la normalidad y homocedadtd de los residuales. Para
determinar diferencias significativas entre las ia®dle los tratamientos se realizo
untest de Tukeyp<0,05) y también se realizaron andlisis de tacién dePearson
(r) entre algunas de las variables.

Para comprobar si hubo diferencias en el potedeiahhibicion entre cultivares, por
el estadio de la planta y el tipo de suelo sezéaln ANAVA y se comprobd si hubo
interaccion entre los factores. Se utilizé comoepeupost-hocel test de Tukey
(p<0,05). Para todas las variables estudiadaseseman las medias mas los errores
estandar y los analisis se realizaron cosofilvareestadistico Infostat (Di Rienzo et

al. versién 2013).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. EMISION DE N,O, MINERALIZACION, NITRIFICACION Y
DESNITRIFICACION EN DOS ARROZALES DE URUGUAY

En esta parte de la tesis se presentan los ressilthsl un ensayo de invernaculo y
otro a campo, dénde se sembro el cv. de arroz & Ba dos suelos con distinto
contenido de MO, entre otras caracteristicas, septativos de las principales zonas

del cultivo de arroz del este y norte del paisirnfaey Tres y Salto, respectivamente.

3.1.1 Flujos de NO

En la figura 4 se presentan los flujos d€®Nemitidos por los suelos cultivados con
arroz en el experimento de invernaculo. La emigidénNO se registré hasta el
macollaje del cultivo y no se observaron diferem@@nificativas entre suelos. Se
detectd un solo pico de emisidén después de ldiZadion e inundacion al macollaje
del cultivo, al igual que lo obtenido en otros dg&tg en el suelo del este (Tarlera et
al. 2016, Irisarri et al. 2012, Pereyra 2009, Dayuér et al. 2007). El pico de®
registrado fue en promedio de 135 g N' & mayor a lo reportado por Irisarri et
al. (2012) en las mismas condiciones experimentBl&t® aumento en la emision de
N.O, en el momento en que la inundacion del cultivimadid en el tiempo con la
fertilizacion, podria deberse a que al aumentaoetenido de humedad en el suelo
el potencial redox puede tornarse levemente redygboomover asi los procesos de

desnitrificacion y de nitrificacion desnitrifican{€arlera et al. 2009).

La emision de BO ocurriria en momentos puntuales del ciclo ddivaudel arroz en
respuesta, entre otros factores, a la condiciooxreél suelo y a la fertilizacion del
cultivo. La variacion espaciotemporal en la emismm NO ha sido sefalada
anteriormente (Groffman 2012). Esta variacion @wdl dificultades para el
modelado de las emisiones, asi como en la aplicat@dest estadisticos (Bakken et
al. 2012, Groffman 2012).
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Figura 4. Evolucién del flujo deJ® hasta los 56 dias de sembrado el arroz en se
Salto y Treinta y Tres en experimento de invernacada punto de la grafi

corresponde a la media del flujo calculado a peeiseis cAmaras estéticas.

La emision de BD correspondiente a las fechas en que se realit@samuestreos
de suelos en el experimento a campo se observa fguta 5. No se constataron
diferencias significativas en los flujos deONpara los dos sitios experimentales,
salvo para el Ultimo muestreo en que el arroz@al®o emitid mas que el de Treinta
y Tres, 44,2 y -20,8 g N-4D ha' d*, respectivamente (Figura 5). En esta Ultima
medicion, a la madurez del cultivo, ambos suelobad@an drenado, pero en el de
Salto con mayor pendiente (1,4% comparado a 0,8%Teminta y Tres),
probablemente el drenado fue mas rapido, lo queipedplicar el pico de emision
de NO. El aumento en la emisién del producido luego de drenado el cultivo,
también ha sido reportado por otros autores (AdeiBorbe et al. 2015, Irisarri et
al. 2012, S. Liu et al. 2010, Towprayoon et al. 200risarri et al. (2012) atribuyen
este evento a la liberacion de}Natrapado en el suelo y a las condiciones redox
Optimas para la producciéon de Por otro lado, el aumento en la emision ¢@

la madurez del cultivo podria deberse al aumenttaanineralizacion del N (von
Arnold et al. 2005) ya que coincide con el mayorNPWl contenido de N mineral
(Figura 7) en el suelo de Salto. La mayor dispdiddnl de N mineral en el suelo
podria estimular los procesos de nitrificacion rdgificacion implicados en la

produccion de BD.
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Si bien se observaron flujos promedios negativoslgmnos de los muestreos, la alta
variabilidad de las emisiones no permiti6 detedierencias entre las distintas
fechas. Majumdar (2013) revisé la capacidad deslgdos de arrozales de actuar
como sumideros de ® y comunicé una mayor capacidad de consumo A éxh
suelos inundados que en aquellos que no lo estasud&os cultivados con arroz se
han reportado tasas de consumo 6@ Nue variaron desde -0,13 a -39 N m? h

! El N,O puede ser directamente consumido por desnitificao difundirse desde
la atmésfera al suelo (Majumdar 2013). Sin embaatjojenos otros cinco procesos
microbianos se postulan como sumideros d®:Npor nitrificacion desnitrificante
(Schmidt et al. 2004), por reduccién delNpor una NO reductasa atipica (NosZ
II), por la reduccion desasimilatoria del @ NH; (DNRA), por fijacion del NO
via nitrogenasa o de forma indirecta por la comtiérade la reduccién de;D y la
fijacion de N (van Groenigen et al. 2015).

Ensayos previos en Treinta y Tres evidenciaronspii®NO en la etapa vegetativa
del arroz (Tarlera et al. 2016, lIrisarri et al. 2D1Si bien en este estudio se
consideraron los posibles momentos con maxima émisio pudieron observarse

€s0s picos en los momentos de muestreo.

M Salto (mayor MO) O Treinta y Tres (menor MO)
50 -+
Fertilizacion . .
40 7 ! Inundacién !
—_— 1 ! 1
50wV v %
© 20 - ab Vab
; b ab ab
0 10 1 a ab a
ON 0 '4-_‘ T T -_A T !
2
10 - siembra macollaje primordio floral madurez
-20 A
-30 -

Figura 5. Flujo de BD del cultivo de arroz en suelo de Salto y Treinta gsTe!
experimento de campo. Cada barra corresponde ad@rdel flujo calculado a partir
cuatro camaras estaticdstras diferentes indican diferencias significatieadre suelc
(p< 0,05).
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No se encontro correlacion entre el NG el N mineral del suelo con el flujo de
N.O, pero si con el NMP de desnitrificantes en ekexpento a campo (Tabla 4). Si
bien el NQ" es el aceptor de electrones en la desnitrificacidrg correlacion
positiva entre el N@del suelo y la emisién de, no siempre es esperable, ya que
NO y N, también son producidos en este proceso y existahiples factores como
la heterogeneidad espacial del suelo y la divedsiaiécrobiana que explican la

dindmica de los procesos involucrados.

Hou et al. (2000) tampoco encontraron correlacidtieela emision de O y el
NMP de desnitrificantes mientras que Das y Adhy@142 encontraron una
correlacion positiva entre el,D emitido y la actividad y nimero de nitrificantes

desnitrificantes.

Tabla 4. Correlaciones entre parametros bioquimjcasicrobioldégicos de suelos cultivados con
arroz.

NMP
Pardmetros bioquimicos y ~__ NMP Oxidante .
) o N.O Desnitrifi- . AO-NHS AED MN NG;
microbiolégicos de NH;
cantes
NH," 0,25 0,52 0,25 -0,02 -0,24 0,25 -0,34
NO7 0,23 0,04 -0,16 -0,26  -0,06 -0,24
Mineralizacion de N (MN) -0,08 0,09 0,42* 0,06 -0,05 _ _
Actividad enzimatica
o -0,25 -0,07 -0,11 -0,14 _ _ _
desnitrificante (AED)
Actividad oxidante de
. . -0,14 -0,07 -0,18 _ _ _ _
NH; (AO-NHy")
NMP de Oxidantes de NA 0,05 0,03 _ _ _ _ _
NMP de Desnitrificantes | 0,53** _ _ _ _ _ _

Sin simbolo: no significativo
* p<0,05
** p<0,01

3.1.2 Mineralizacion neta

La mineralizacion del N del suelo es un proceseeclpara la provision de este
nutriente a la planta de arroz ya que la mayoribesrbido a partir de este proceso,
aun en suelos fertilizados (Irisarri et al. 20073. mineralizacion determina el N
potencialmente disponible para la planta y en cBsoo ser usado por esta puede
perderse del suelo por volatilizacion o por desim#icion previa nitrificacion.
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El PMN no fue diferente entre los suelos con difegeporcentaje de materia
organica (Figura 6a y 7a), pero si entre momen&b<udtivo de arroz. EI mayor
PMN se presentd hacia los estadios de primordmalfipo madurez del cultivo tanto
en el invernaculo como en el campo, si bien emedrndculo el PMN fue mayor a
madurez que a primordio, 10,3 y 4,6 mg 4N kg™ ss d', respectivamente. En el
campo la mayor actividad potencial de mineralizadide en promedio 4,5 mg NH

N kg™ ss d" y fue significativamente diferente al PMN a lansiea (en promedio 1,6
mg NH-N kg’ ss d"). La mineralizacién depende de mdltiples factoyeta
cantidad y calidad de la MO del suelo no seriaaetar principal que explica la
mineralizacion del N (Yeasmin et al. 2012). Otrastéres parecen ser claves en la
mineralizacién de N como el tipo de suelo (textutgo de arcilla) y la presencia de
otros aceptores de electrones en condiciones deramesis (Mf*, F€”*, SQ?).
Ademas, a lo largo del ciclo del cultivo el contende raices es mayor, varian los
exudados radicales y restos celulares disponibiies| esuelo. Este aumento en la
cantidad de materia organica facilmente degradadudieia explicar el aumento de la
mineralizacion hacia el final del cultivo de ar(@&hosh y Kashyap 2003).

En este trabajo se encontré una alta correlacibPM& con la temperatura para el
suelo con mayor contenido de MO en el experimerteampo i = 0,99,p=0,01).
Ando et al. (1992) comunicaron que el PMN aumengitae 25 y 30 °C. Con la
medicion del PMN se considera la mineralizaciomnen el caso del suelo inundado
si bien se espera una menor mineralizacion brataién la inmovilizacién de N por
microorganismos seria menor. Vityakon y Dangthajg@®005) también encontraron
mayor mineralizacidon en suelos inundados que erdiciomes aerdbicas y se
atribuyd a un menor requerimiento de N por la niiora debido a una mayor
proporcién de bacterias respecto a hongos y a@otebas en los suelos inundados.
El establecimiento de la inundacion por otro lagodo favorecer la muerte de
algunos microorganismos que constituirian un peoNdacilmente mineralizable y
favorecer la reduccion de Bejue a su vez promueve la liberacién de parte t#Qa
protegida por minerales y libera el NHijado (Kader et al. 2013).
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Figura 6. (a) Actividad potencial de mineralizacigng NH,"-N kg™ ss d') en suelos ¢
Salto y Treinta y Tres (TYT) y (b) Nitrégeno mineral-fH," + N-NO;” mg kg ss) e
cuatro momentos del cultivo de arroz en experimeméo invernaculo. Las bayr
representan la media + el error estandar (n=4).atedliferentes indican diferenc

significativas por momento del cultivo de arroz@5).

30



a g . M Salto (mayor MO)
O Treintay Tres (menor MO)
2 7
° b
(%]
o0
< 5 -
£
4 - a
2
1
to 3 A
I
2 2 -
1 -
0 T T T 1
siembra macollaje primordio floral madurez
b 60 O NH4+
>0 1 b B NO3-
A 40 -
Ay
& 30 1 ab
g2 , a . a a a
o0 OO e L i
0 -
r— N
3 o g o
£ 3 = =~
v 5] o ©
- : S E
o
£
s
Salto TyT Salto TyT Salto TyT Salto TyT

Figura 7. (a) Actividad potencial de mineralizaciong NH,"-N kg™ ss d') en suelos ¢
Salto y Treinta y Tres (TYT) y (b) Nitrégeno minerdl-NH," + N-NO; mg kg ss) el
cuatro momentos del cultivo de arroz en experimdetoampo. Las barras representi
media + el error estandar (n=4). Letras diferemeécan diferencias significativas |

momento del cultivo de arroz y/o tipo de suelo (5D
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El N mineral también fue significativamente mayolaamadurez del cultivo en el
suelo de mayor MO (30 mg Rgss) v difirié entre suelos solamente en esta elapa
cultivo en el campo (Figura 7b). Como era de esp&anayor parte del N mineral
esta bajo forma de Nf en estos suelos inundados después del macoligjergF
7b).

En el experimento de invernaculo el N mineral fiferdnte entre suelop & 0,003)

y entre momentos del cultivo de arrqz=<0,002) (Figura 6b). El suelo de Salto con
mayor contenido de MO presenté mayor N mineral Tpgénta y Tres, en promedio
25,9 y 15,6 mg Kg ss, respectivamente. Fue mayor a la siembra quérerdio
floral y madurez del cultivo, en promedio 27,5 y11ng kg' ss, respectivamente.
Cuando el cultivo permanece inundado, gran paitélde presenta como NH Al
tratarse de cajones con suelo en el experimenitovemaculo podria considerar que
en esa etapa todo el suelo era rizosfera, lo quergeondiciones propicias para que

ocurriera nitrificacion.

3.1.3 Oxidacién de amonio

La oxidacion de N a NG es el primer paso de la nitrificacion. En el ekpento

de invernaculo el suelo de Salto con mayor contedel MO tuvo mayor actividad
potencial de oxidacién de NH(23,7 vs 9,0 pg§ss d' en Treinta y Tres) pero el
NMP no fue diferente entre suelos (Figura 8). Liavimad de oxidacion de NH fue
mayor en el estadio de primordio floral en el sugdoTreinta y Tres, con suelo
inundado. Recientemente, Yang et al. (2016) indicague los microorganismos
nitrificantes estarian muy bien adaptados a coogs reductoras del suelo, como es
el caso de los suelos arroceros durante el pededoundacion. No hubo efecto del
suelo p = 0,6) ni del momento del cultivo del arr¢z = 0,10) sobre la actividad
potencial y el NMP de oxidantes de NHen condiciones de campo (Figura 9). Se
encontré una gran variabilidad entre repeticionesdgicas. Por otro lado, en la
técnica de NMP se realizaron diluciones decimdtegjue no permitié encontrar
diferencias entre suelos. Diluciones menores podhaber permitido encontrar

alguna diferencia.
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El NMP de oxidantes de N estuvo en el orden de entre?’ 010 g™ ss en el
experimento de invernaculo (Figura 8b) y en el orde entre 10a 1d g* ss en el
experimento de campo (Figura 9b). NUumeros simildtegon encontrados en
arrozales tropicales y con diferentes manejos (Dadhya 2014). Los oxidantes de
NH;" son microorganismos de crecimiento lento (Kowakop$tephen 2001) y solo
una pequefia proporcion de estos son cultivablegi{Shal. 2001). La estimacion
de estas poblaciones con la técnica del NMP tiesta@s dimitaciones y se usoO a
efectos de ver si existia correlacion con otrofodeparametros estudiados, en cuyo
caso seria una metodologia mucho mas econOmica gsnaar poblaciones
funcionalmente activas (Kravchenko y Yu 2006). Enastudio con los mismos
suelos de este trabajo pero con técnicas indep#ndiedel cultivo, como la
amplificacion por qPCR del gen de la amonio monenagsa, Azziz et al. (2016)
obtuvieron valores del orden de*#0 10 para arqueas y 1G 10 para bacterias
oxidantes de Nii en invernaculo. Con esa metodologia, las arqueasmiaron de
namero con el tipo de suelo pero las bacteriaofuaras numerosas en el suelo de
Treinta y Tres (de menor contenido de MO). El creéento autotréfico de las
arqueas oxidantes de NHes discutido (Wu et al. 2013), aunque en esto®sysdr
métodos independientes del cultivo se encontréetinémero de bacterias oxidantes

de NH;" fue mayor que el de arqueas (Azziz et al. 2016).

La oxidacion de N se favorece en condiciones dxicas y en presendiHdg por

lo que en los periodos posterior a la fertilizacyrpre inundacién, como a la
siembra, se esperaba una gran actividad oxidantslHié. Sin embargo, no se
encontraron diferencias entre los estadios, essosf podrian haberse diluido ya

gue el muestreo recogié mayor cantidad de suet@asférico en esta etapa.

Glaser et al. (2010) indican que un aumento enlelero de oxidantes de IH
debido a su crecimiento lento solo se percibin@sw21 dias después del aumento en
la concentracion de NA En este estudio la concentracion de;N&ument6 en la
cosecha en el experimento a campo (Figura 7b),lgppajue un aumento en la
cantidad de oxidantes podria no detectarse en lestneos realizados. Aunque la

oxidacion de NI es aerdbica, hay que considerar que a medida queael ciclo
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del cultivo y se inunda, también aumenta la cadtide raices que intercambian O
por el aerénquima (Briones et al. 2002). Por o#mdep Yang et al. (2016) sostienen
gue tanto la mineralizacion como la nitrificaciam suelos inundables serian menos
sensibles a la concentracion dedponible.
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Figura 8. (a) Actividad potencial de oxidaciéon delN (ug NO-N g* ss. d) y (b)
nimero mas probable de oxidantes de,Ngf ssen suelo de Salto y de Treinta y 1
(TYT) en 4 momentos del cultivo de arr@n experimento de invernaculo. Se prest
las medias + el desvio estandar (n=4). Letras difesendican diferencias entre suel

el asterisco por momento del cultivo de arroz (§G5).
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Figura 9. (a) Actividad potencial de oxidacién delN (ug NO-N g’ ss. &) y (b)
nimero méas probable de oxidantes de;N¥f ssen suelo de Salto y de Treinta y 1
(TYT) en 4 momentos del cultivo de arroz, en expenitmele campo. Se presentar
medias + el desvio estandar (n=4).

3.1.4 Desnitrificacion

La abundancia y actividad de los microorganismosnitiéficantes ha sido
ampliamente estudiada en arrozales (Lan et al.,2R@&§el-Knabner et al. 2010,
Yoshida et al. 2009), donde las condiciones ddivaufavorecen este proceso. En
este caso, el suelo de Salto (con mayor conteradd@) presenté mayor actividad
potencial y NMP de desnitrificantes, independiereta del momento del cultivo de
arroz (Figura 10). Las poblaciones en el sueloa® ®stuvieron en promedio en el
orden de 18y en Treinta y Tres en el orden d€’.1En ambos suelos a primordio
floral y madurez del cultivo las poblaciones de niteiicantes fueron
significativamente mayores que a la siembra y aoitege. Kravchenko y Yu (2006)
encontraron valores de NMP del orden dé fiéra suelos arroceros de Arkansas,
donde la forma de cultivo es parecida a la de Uaygmientras que los NMP fueron

mas bajos en arrozales tropicales de India (Dasllyy& 2014). Contrariamente a
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nuestros resultados, Kravchenko y Yu (2006) conarnit que la actividad

desnitrificante disminuy6 con el contenido de carb(C) del suelo.
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Salto  8,616,5x10%°a  4,1+7,0x10"°a  3,6%0,3x10°a  3,3+0,6 x10"'a
TyT  3,844,3x10° b 6,818,5 x10° b 5,0t6,1x10° b 2,242,4 x10°b

Figura 10. (a) Actividad de la enzima desnitrifisafug NO-N ¢* ss. i) y (b) namer.
mas probable de desnitrificanteg gs en: suelo de Salto y de Treinta y Tres,
momentos del cultivo de arroz, en experimento depca Se presentan las medias
desvio estandar f4). Letras diferentes indican diferencias signtfias entre suell
(p<0,05).

Los desnitrificantes son microorganismos que renldd®; a compuestos gaseosos
(NO, N.O y Np) y el NMP determinado con la técnica utilizadaeste trabajo no

puede distinguir entre los que realizan la reduccampleta a ho solo hastaN,O.

La desnitrificacion heterotrofa es afectada poditgponibilidad de fuentes de C, la
concentracion de N la disponibilidad de ©el pH y la temperatura (Wallenstein
et al. 2006). En este estudio se usé glucosa daerde de C tanto para el NMP
como para la actividad potencial. Si bien la mayalé los estudios usan glucosa
como fuente de C para la desnitrificacion (Bergstam et al. 2011, Cuhel et al.
2010), Heylen et al. (2006) evaluaron diferenteslioge de cultivos para aislar

desnitrificantes y encontraron que medios con étarsniccinato permitian aislar un
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mayor namero de estos organismos. Morley et all4P@ambién cuestionan el
empleo de glucosa en ensayos de desnitrificaci@nsguespera relacionar con la
emision de MO. Estos autores sostienen que la relacigghlfD es menor cuando se
usan acidos dicarboxilicos en ensayos de destettifin y por otro lado estos son

compuestos que secretan las raices.

El suelo de Salto presenté mayor potencial deBoétrite que el de Treinta y Tres
(0,3 vs 0,1ug g* ss,p = 0,0004) (Figura 10). El mayor contenido de materi
organica en el suelo de Salto podria sustentar altaaactividad desnitrificante
heterotrofa. La desnitrificacion no sélo se ve faetda con altos contenidos de
materia organica sino también por la fertilizaciditrogenada y las condiciones
limitantes de @ (Bakken et al. 2012, Mulvaney et al. 1997). Er ésibajo no hubo
correlacion entre NMP de desnitrificantes, el poi@nde desnitrificacion, ni el
contenido de N@ del suelo (Tabla 4); aunque dado la versatilidathilica de los

desnitrificantes, su abundancia y actividad no prencoinciden (Yin et al. 2014).

3.2. POTENCIAL DE INHIBICION DE LA NITRIFICACION DE
CULTIVARES DE ARROZ

Se estim6 el potencial BNI producido por exudagalicales de cultivares de arroz
crecidos en macetas con los suelos de Salto ytargiires a través de un bioensayo
con la cepa recombinante 8 europaeaSe observé que los exudados de ambos
cultivares produjeron actividad BNI especifica yan el cv. Tacuari (ssp. japonica)
fue mayor a la producida por el cv. El Paso (ssgica), 354 y 209 ATU por gramo
de raiz, respectivamente (valores promedio poivanjtFigura 11). Subbarao et al.
(2007a) al evaluar la actividad BNI especifica ea variedad de pasturas forrajeras,
cultivos de cereales, entre ellos arroz, y legusaspencontraron una amplia gama
de actividades BNI y ninguna de las variedadesme &valuadas presentd actividad
BNI especifica (medida como ATUgle raiz). Sin embargo, Tanaka et al. (2010)
evaluaron la actividad BNI de exudados radicales3f@egenotipos de arroz y
reportaron la primera evidencia de inhibicion daitaficacion producida por arroz.
También encontraron que los distintos genotipossegm@aban actividades BNI
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contrastantes. No hubo correlacion entre el poaperte inhibicion y la subespecie

de arroz (indica vs. japonica), pero si encontragoe las variedades menos
seleccionadas o aquellas crecidas sin riegdafd fueron las de mayor actividad

BNI y las variedades seleccionadas de mayor reedimicrecidas en zonas bajas e
irrigadas tendieron a presentar actividades BNh$aRecientemente, Sun et al.
(2016) evaluaron la actividad BNI de 19 variedadesarroz y encontraron alta

actividad BNI tanto en variedades indicas como nag@$ con un porcentaje de

inhibicién superior al 40%. La actividad BNI expada como porcentaje de

inhibicion de los cv. Tacuari y El Paso fue 45 %9 38 + 12 %, respectivamente,

del orden de la obtenida por Sun et al. (2016)c@&mraposicién con lo reportado

anteriormente por Tanaka et al. (2010), estosveutts de arroz crecidos en zonas
bajas con riego presentaron altos porcentajeshiledion de la nitrificacion.

Ambos cultivares de arroz produjeron una inhibicenor a la ddé3. humidicola
CIAT 16888. El genotipo CIAT16888 se ha caractetizpor su alta actividad BNI
(Arango et al. 2014) y los valores de ATU obtenidoacuerdan con los obtenidos
por Nufiez (2015). Asimismo, la inhibicién no vacidn el estadio de crecimiento de
la planta ni por el tipo de suelo ensayado (Figltd. Tanaka et al. (2010)
comunicaron una tendencia a la disminucion detigidad BNI en plantas maduras
de arroz, crecidas en hidroponia. La mayor actovid inhibicion se encontr6 en ese
trabajo en plantas crecidas por 21 y 28 dias. &ibaego, Sun et al. (2016)
encontraron que la actividad BNI aumenté de 3 arfasias de crecidas las plantas.
Estudios realizados por Zalat al. (2008) evaluaron la BNI producida en plantas de
sorgo de 14 a 49 dias de crecidas en hidroponiergn/zque aumentaba con la edad
de la planta. Sin embargo, Subbarao et2dl13b) encontraron que luego de 40 dias
de crecidas las plantas de sorgo, la actividad édgkecifica decrece. Las edades de
las plantas contrastadas (32 y 56 dias) y la dit@aeen los sustratos de crecimiento

(suelo vs hidropdnico) podrian explicar porqué e@edo observar esas diferencias.
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Figura 11. Inhibicion bioldgica de la nitrificaciggroducida por los exudados radicales d
cultivares de arroz Tacuari y El Paso en suelos éi@try Tres (TYT) y Salto (ATU fpesc
seco de raiz). Se comparan dos estadios de cratinie las plantas, a los 32 y 56

postsiembra. El promedio de inhibicion por cultisarcomparé contra la variedad Brach
humidicola CIAT 16888. Se presentan las medias y losresrcestandar (n=4). Let

diferentes indican diferencias significativas (pes).

El potencial BNI también ha sido evaluado a patércompuestos contenidos en
extractos de tejido de raiz (Tesfamariam et al420Cuantificar el potencial BNI a
partir de extractos de raiz supone una ventaja dukigica ya que se evita la
rotoevaporacion de grandes volumenes de soluc@mgacurre para la obtencion
de exudados radicales) y permite la aplicacion sta enetodologia a plantas de
campo. Nufiez (2015) mostré que genotipoBdéumidicolacon potencial altos,
medios y bajos se mantienen con la misma tendeinciependiente de que se use
para la medicion de la BNI extractos provenientegxlidados o de tejido de raiz, lo
que indica que posiblemente la mayoria de las mltaécinhibitorias de la
nitrificacion que son sintetizadas en la raizBtachiaria, son exudadas al medio.
Por el contrario, Subbarao et al. (2013b) demastran sorgo, que existen distintos
compuestos BNI segregados por los exudados (comagsubglrofilicos) y por los

extractos de tejido radical (compuestos hidrofébjico
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En la Figura 12 se presentan los porcentajes dibiéidn de la nitrificacion

producidos a partir de extractos de raices de tssadltivares de arroz y de.

humidicola Se encontré una alta variabilidad entre las nieakés del bioensayo. La
mayor variabilidad se obtuvo en las muestras comomeantidad de tejido radical y
las muestras con mayor cantidad de tejido presentarayor estabilidad entre
repeticiones. Nufiez (2015) determiné que se nacesit menos 100 mg de tejido
para poder estimar el BNI producido por extractegeajido de raiz. Si bien existe
una tendencia que muestra que el cultivar Tacuasepta mayor inhibicién que El
Paso, deberia repetirse el experimento con mayatidea de tejido para poder

confirmar estos resultados.

Por otro lado, se evalu6 si la actividad BNI pradacpor el extracto de raiz
respondia al amonio, el principal estimulo que prewe la exudacion de
compuestos BNI (Subbarao et al. 2007b). Al complmextractos de raiz de 100
mg de tejido deB. humidicola679 con y sin el estimulo de NEl 1mM, no se
obtuvieron diferencias significativas. Sin embabdfiez (2015) si encontrd estas
diferencias para los dos genotipos de mayor BNATGB888 y CIAT679que

produjeron mayor inhibicion en presencia de amonio.
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Figura 12. Inhibicion biolégica de la nitrificacigio inhibiciéon) producida p
extractos de raiz estimulados con@H(+N) y sin estimular (S/N). TAC: cultiv
de arroz Tacuari, EP: cultivar El Paso, BHEB#achiaria humidicolavar. CIAT
679. Se presentan las medias y los errores estémddy. Los niumeros indican

ma de teiido de raiz utilizadc
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3.3. INHIBICION DE LA NITRIFICACION SOBRE EL SUELO

Para validar la inhibicibn de la nitrificacion prarida por los exudados de los
cultivares de arroz en el bioensayo de luminisegnseé procedié a incubar los

exudados concentrados de los cultivares de armswselos.

En un primer experimento se consider6 medir el emidb de amonio y nitrato
(sustrato y producto de la nitrificacién) a los T4ydias de incubacion de los suelos
de Salto y Treinta y Tres (Figura 13). Hubo inteiéi entre el tiempo de incubacion
y el tratamiento aplicado al suelo. EI NHue mayor en los suelos con exudados de
arroz y aumentd con el tiempo de incubacion en ansbelos. Este hecho podria
deberse a que parte del MH que se utiliz6 para estimular la exudaciéon de
compuestos BNI permanecié en las muestras. Tartadda @010) encontraron que
en los exudados permanece un 48% deJ'Nidntenido en la solucién de captura de
estos. Asimismo, los compuestos exudados por lessr@odrian producir un efecto
estimulador de la actividad y crecimiento de larotbtota del suelo que conlleva la
produccion de exoenzimas microbianas capaces deratizar el N de la materia

organica mas compleja, fenémeno conocido cefaotopriming (Paterson 2003)
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Figura 13. Contenido neto de amonio y nitrato (NsN{AN-NO; mg. Kg* suelo seco)
los 7 y 14 dias de incubacién de los suelos deoSalt y Treinta y Tres (b) cc
Nitrégeno (N); N + diciandiamida (DCD); N + exudadel cultivar Tacuari (TAC); N
exudado del cultivar El Paso (EP). Se presentan kdias y erroregstandar (n=4
Letras diferentes indican diferencias significativertre tratamientos (p< 0,05) p

amonio o nitrato.

El NOs fue menor en los suelos con exudados de arroznyasguvo o disminuyo6
con el tiempo de incubacion (figura 13). En el sug¢ Salto, el tratamiento con
exudado de Tacuari produjo menos sNque el tratamiento con el exudado de El
Paso y que con el inhibidor sintético de la nitafiion DCD. Sin embargo, en
Treinta y Tres no hubo diferencias entre cultivedesarroz para el contenido de
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NOs ni de NH'. Por otro lado, el tratamiento con nitrégeno fuiede mayor
contenido de N@ y menor de NH. Esto era esperable, ya que agregado de
nitrégeno como N a saturacion al suelo favorece la nitrificaciémoy lo tanto, la
conversion de Niden NQ; .

En la figura 14 se presenta el porcentaje de icidibide la nitrificacion producido
por los exudados en los suelos de Salto y Treiffieey a los 14 dias de incubados.
Los exudados del cv. Tacuari en ambos suelos peadnbibicidén de la nitrificacion
igual a la producida por el inhibidor sintético DCBn el suelo de Salto, el
tratamiento con exudados de El Paso también pradiibicion igual a la producida
por DCD, pero esta fue menor a la producida poruddc 34 y 72 %,
respectivamente. De esta manera, se valida eloefdslt cultivar obtenido en el
bioensayo. En Treinta y Tres, si bien el tratantiezdn exudado de Tacuari inhibi6
mas del doble que el tratamiento El Paso, laseatfgas no fueron significativas.
Habria una tendencia que indica que en el suelBatte el efecto del agregado de
exudados de ambos cultivares produce mayor inbibigue en de Treinta y Tres.
Esta diferencia fue significativa entre suelos m@late para el tratamiento con
exudados de El Paso que produjo una inhibicion agices mayor en Salto que en
Treinta y Tres. Se ha observado que la efectivaath inhibicion de la nitrificacion
varia con el tipo de suelo y resulta mas efectivaswelos con texturas livianas y
bajos contenidos de MO (Subbarao et al. 2006a) g@@restos suelos no son muy
diferentes texturalmente, si lo son en cuanto atetodo de MO (Tabla 1). Los
resultados obtenidos indicarian una mayor expresgbpotencial BNI en el suelo de

mayor contenido de MO, contrariamente a lo reporfaat Subbarao et al. (2006a).

En ambos suelos DCD produjo una inhibicion prometto44%. EI DCD es un
inhibidor de la enzimamaA (Liu et al. 2014), ampliamente utilizado paraueid las
tasas de nitrificacion y asi disminuir las pérdidasN del suelo y mejorar el uso
eficiente del N para los cultivos (Liu et al. 20138 ha reportado una inhibicién por
DCD de mas de 99% de la actividad nitrificante esagos de incubacion con suelos
(Nuiiez 2015, Zhang et al. 2012, Gopalakrishnaal.2009), si bien la efectividad

depende entre otros factores, de las propiedadlssiele (humedad, pH, C organico,
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N mineral y el tipo de arcilla) (McGeough et al1B0 Shepherd et al. 2012, Barth et
al. 2001).
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Figura 14. Inhibicion de la nitrificacién (%) deslsuelos de Salto y Treinta y Tres producid:
exudados del cultivar Tacuari, eados del cultivar El Paso y diciandiamida (DCD)7de 14 die
de incubacion. Se presentan las medias y errot@sdes (n=4). Letras diferentes indican diferer

significativas entre tratamientos analizados padasuelo (p< 0,05).

En un segundo experimento se considerd probar dsis del inhibidor sintético
DCD mediante un nuevo sistema de incubacién deosuphra lograr mayor
inhibicion y por otro lado, conocer la dinAmicaldenitrificacion basal de los suelos
en estudio. Se determind la produccion desNdurante 10 dias de incubacion
(Figura 15). A partir de los 4 dias en el sueldl'danta y Tres los tratamientos con
DCD y con nitrégeno se diferenciaron y en Salto esturrio a partir de los 6 dias.
Asimismo, en Salto con una dosis de DCD de 10%itlficacion continda en
aumento, aunque con una pendiente menor a laati@irtiento con nitrégeno (Figura
16). Con la dosis de DCD 20% se logré manteneniledes de N@ similares a los
basales y la pendiente difiri6 significativament ld dosis 10%. Al expresar la
inhibicion como porcentaje de inhibicién de laifitacion se obtuvo con una dosis

del 20% de DCD un promedio de 76% para ambos suelos

44



a —o—Nitrégeno —=— N+ DCD 10% —a— N+ DCD 20%
g -
a7
w6 -
£ 5.
S 3
5 |
L -
0 . . .
t0 12 t4 t6 18 110
b
8_
2 7
o 6 -
£ 5
< 4
o 3.
> 3
2_
1
0 ] l .
t0 12 t4 t6 18 t10

Figura 15. Produccion de nitrato (N-MOmg.kg' suelo seco) durante 10 dias
incubacion de los suelos de Salto (a) y Treinta ys Ty con Nitrégeno (N) y N
diciandiamida (DCD) 10% o0 20%. Cada punto es efnadio de 3 repeticiones mas

errores estandar.
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Figura 16. Tasas de nitrificacion de los suelosal®$ Treinta y Tres, comparadas e
los tratamientos de Nitrdgeno (N) y N + diciandiden(DCD) 10% o 20%. Se preser
las medias y errores estandar (n=3). Letras difeseimtdican difererias significativa

entre tratamientos analizados para cada suelo,(}%5.0

Luego de la estandarizacion de la dosis del inbibydel tiempo de incubacion de los
suelos, se procedié a repetir el experimento comdarporacién de la solucién
trampa (solucion de N)&I de captura de los exudados) como control y serméo

el porcentaje de inhibicion de la nitrificacion guzida en los suelos luego de 12

dias de incubados (Figura 17).
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Figura 17. Inhibicion de la nitrificacion (%) deslsuelos de Salto y Treintay T
producida por exudados del cultivar Tacuari, exadatel cultivar El Paso, soluci
de catura de los exudados (Sol. Trampa) y diciandian(i2idD) a los 12 dias |
incubacion. Se presentan las medias y errores destdin=3). Letras diferent

indican diferencias significativas entre tratamiasrdnalizados por suelos (p< 0,05).

Los exudados de los cultivares de arroz TacualtiBago produjeron inhibicién de la
nitrificacion significativamente mayor a la prodd&ipor el control con la solucién
trampa, en el suelo de Treinta y Tres. La inhibiciteta fue de 50 y 35 % para
exudados de Tacuari y El Paso respectivamente, perdue diferente entre

cultivares.

En el suelo de Salto la inhibicion producida par éxudados de arroz fue igual a la
producida por el control. Esto evidencié un efd8hl inespecifico probablemente

producido por la alta concentracion de sales ptesem la solucidon trampa, como

han sugerido Tanaka et al. (2010) y Sun et al. g20%ubbarao et al. (2006a)

propusieron que al resuspender los exudados coadesten metOH y luego en

agua bidestilada se elimina el exceso de cloreeptesn la solucion de captura, que
puede interferir con el bioensayo. Sin embargoakaret al. (2010) reportaron que
los exudados concentrados del genotipo IA@R%eron una conductividad eléctrica

(Ce) de 1,2 mS cih) que atribuyeron al N4CI remanente en la solucién trampé.

incubar un suelo con soluciones con un rango de é&e®ntraron efecto BNI luego

47



de 7 dias de incubacion del suelo con 1y 2 m3. &un asi, el efecto BNI de los
exudados de IAC25 fue mayor, lo que indicé quetiéxisn efecto BNI, como
ocurrio también en este estudio en el suelo denfergi Tres. Gopalakrishnan et al.
(2009) propusieron un método de remocion de lasssabrganicas consistente en
pasar los exudados concentrados previa diluciéagea por una columna de fase
sélida cartridge Al remover las sales inorganicas mediante est®doépodria

evitarse el efecto de BNI inespecifico.

La alta actividad BNI demostrada en el bioensayglantas deBrachiariay arroz
ha sido confirmada a través de la supresion dérificacion en el suelo mediante
ensayos de incubacion con exudados y'NFanaka et al. 2010, Gopalakrishnan et
al. 2009, Subbarao et al. 2006b). Aun asi, el efettibitorio resulté transitorio y se
requirié una cantidad de compuestos BNI mayor a8l@* de suelo (Tanaka et al.
2010, Subbarao et al. 2006b). En sorgo, los compsi&NI exudados de las raices
suprimieron de forma moderada la nitrificacion deklo €40 % inhibicidén) y se
requirié al menos 10 ATU( de suelo para lograr la inhibicién. Atin aumentatado
concentracion de exudados no se vio un mayor efehtbitorio de la nitrificacién
del suelo (Subbarao et al. 2013b). Sin embargoexoslados radicales de la planta
silvestre Leymus racemosugLam.) Tzvelev pariente del trigo, suprimieron la

nitrificacion por mas de 60 dias (Subbarao e2@0.7c).

Existe una tendencia que indica que los genotiposatto BNI estdn mayormente
adaptados a sistemas de produccién con bajos sideld, mientras que genotipos
con BNI bajo se adaptan a ambientes con alta disiidad de N (Subbarao et al.
2013a). La inhibicion de la nitrificacion podriar s, mecanismo adaptativo para
conservar el uso eficiente del N en sistemas rnatireon bajos niveles de N,
actuando como motor en la evolucién de la capadiiéid (Subbarao et al. 2013a).
Por otro lado, se ha visto que los genotipos véggetamenos seleccionadosilfl)
presentan BNI mas alto (Tanaka et al. 2010, Subletral. 2007c¢).

En este trabajo no se observaron diferencias @rhibicion de la nitrificacion del
suelo producida entre los exudados de TacuariBagb, como habia ocurrido en el

bioensayo. Subbarao et al. (2012) indicaron quisdas las moléculas que presentan
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actividad BNI a través del bioensayo, también nestén una inhibiciéon de la
nitrificacion en el suelo. Entre otras razonesyvdaiabilidad de las poblaciones
nativas de AOB entre suelos puede hacer que hadedi BNI resulte inefectiva en
ciertos suelos, ya que en el bioensayo se empladinica cepa d&l. europaea
También las propiedades fisicas y quimicas de uetos pueden interferir con las
moléculas BNI (Subbarao et al. 2012). Tal es elocds la sakuratenina, un
compuesto organico exudado por el sorgo, que drnoehsayo presenté una alta
actividad BNI pero resulto inefectiva en el sugaljbarao et al. 2013b). También se
ha visto, que los suelos alcalinos no son indicguhrs la expresion del BNI de
plantas de sorgo y se sugiere que suelos con &ktiana, bajo poder buffer y
levemente acidos podrian ser mas adecuados pataraxpa actividad BNI
(Subbarao et al. 2013b). Ipinmoroti et al. (2008)iseron que en suelos con alto
contenido de MO, la matriz de compuestos organigodria interferir en la
inhibicién de la nitrificacion, como ocurrié en easo de un suelo Andosol en

respuesta a los exudadosBidhumidicola

Seria necesario caracterizar las moléculas exugaddss genotipos de arroz y asi
poder profundizar en los mecanismos por los cuadtss inhiben la nitrificacion.
Estos mecanismos han sido dilucidado8eachiariay en sorgo para las moléculas
brachialactona y MHPP, sakuratenina y sorgolenoespectivamente, capaces de
bloquear las enzimas AMO y HAO (Subbarao et al3BQ02009, Zakir et al. 2008).
Recientemente se descubrié en arroz una molécplz ade competir por el sitio
activo de la enzimama@A y asi inhibir la nitrificacion. Esta molécula t® ser 1,9-
decanediol, presente en los exudados de la mageritas variedades de arroz
evaluadas con alta BNI (Sun et al. 2016). Ademées estudio demostrd, a traves de
un experimento cort®N, que las variedades de arroz con alta BNI fuerds

eficientes en la utilizacion de NHy prefirieron este sobre el NO

El inhibidor DCD produjo una inhibicion de 50 y 6Q8ara Treinta y Tres y Salto,
respectivamente, menor a la producida en la estaaden. Esta disminucion de la
efectividad del inhibidor no era esperable ya queitdizaron los mismos suelos y

las mismas condiciones experimentales. La inhihidé la nitrificacion producida
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por DCD ha sido bien estudiada éhtrosomonas(Liu et al. 2014), pero su
efectividad puede variar con las distintas poblaesode nitrificantes (Subbarao et al.
2013a). Liu et al. (2013) encontraron que las cadades microbianas oxidantes del
NH;" de dos tipos de suelo respondieron diferente d,Dfro hasta el momento
esta diferencia resulta poco entendida. Un estud@izado en condiciones
controladas en suelo con el agregado de urea bgviD@D sugiere que hay una
minima respuesta metabdlica de AOA a DCD (O’Cabeglet al. 2010) y en
condiciones de campo se ha visto que el DCD inkab&OB més que las AOA (Dai
et al. 2013). Ademas Di et al. (2009) estudiaromrfetto de DCD y urea en seis
suelos bajo pastura y encontraron que en algunosstiss suelos las tasas de
nitrificacion se redujeron parcialmente en respuasDCD, lo que sugiere que otros
microorganismos podrian ser los principales resgulas de la nitrificacion en esas
condiciones. Tal es el caso de los microorganistapsices de realizar nitrificacion
heterétrofa. Este proceso estda ampliamente digdobentre los taxones de bacterias
y hongos que pueden oxidar el amonio o reducir &rnorganicas de N a
hidroxilamina, nitrito o nitrato (Hayatsu et alQGB) y se ha indicado como proceso

dominante en suelos acidos forestales y en paifedn Groenigen et al. 2015).

3.3.1 Cuantificacién de arqgueas vy bacterias nitrifiantes del suelo

Estudios previos demostraron que la actividad B&llesdudados radicales sobre el
suelo produce una disminucién en las tasas ddigation y en las poblaciones de
nitrificantes y que se afectan especificamenteseptblaciones y no a otros
microorganismos del suelo (Gopalakrishnan et a&092@&ubbarao et al. 2009). En
este trabajo se cuantifico la abundancia delajeoA de arqueas y bacterias de los
suelo de Salto y Treinta y Tres incubados por 83 éh presencia de exudados de
los cv. de arroz El Paso y Tacuari.

Ninguno de los tratamientos agregados a los suetodujo diferencias en la
abundancia del geam@A de arqueas (figura 18). Por lo tanto, no hubatefe
inhibitorio de los exudados de los cv. de arroglnnhibidor sintético DCD sobre la
abundancia de AOA. En un estudio en condicionesadgo, Subbarao et al. (2009)

encontraron una disminucion en las poblaciones @B Aen aquellas parcelas
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cultivadas con variedades dgrachiaria, sin embargo, no pudieron atribuir la
disminucién en las poblaciones de AOA a la inhinciespecifica de estas
variedades. Recientemente, en un trabajo dondeost&rastaron genotipos de
Brachiaria con alto y bajo BNI se encontr6 que conforme éépcial BNI aumenta,

se observa una tendencia a la reduccion de argleegae confirma que el efecto
BNI de Brachiariatiene un impacto en la reduccion de las tasastdcacion y en

la abundancia de AOA (Nufiez 2015). Otros autdxesdi et al. 2013) encontraron
que en un suelo incubado durante 7 dias con MHBRpgesto exudado por las
raices de sorgo), el numero de copias de AOA setuvarestable o decrecio

ligeramente.

DCD tiene un efecto bacteriostatico mas que baiteri(Amberger 1989) y su
efecto inhibitorio sobre la abundancia de AOA naleso. Se ha reportado que la
poblacion y actividad de AOB se redujo por efeabBRICD (Guo et al. 2014, Di et
al. 2010), mientras que AOA no mostré respuesta alg{fhao et al. 2014,
O’Callaghan et al. 2010). Al evaluar el efecto @dibidor sintético 3,4-dimetil
pirozol fosfato (DMPP), solo la abundancia de lastérias oxidantes del amonio se
vio afectada, mientras que las arqueas se manbaviecambiadas (Kleineidam et al.
2011). Por otro lado, el agregado de N al suelprodujo aumento en la abundancia
de AOA. Varios autores reportan que la abundancidanactividad de AOA
aumentan con la aplicacién de amonio (Dai et d32¥erhamme et al. 2011, Di et
al. 2010, 2009). Se ha propuesto que las AOA sos esfiables y responderian
menos a cambios ambientales que las AOB, por Igpgddan estar adaptadas a una
amplia gama de condiciones y tener una gran vkdsaki metabodlica (Hai et al.
2009, Francis et a2005).

El nUmero de copias del gamaA de arqueas fue diferente entre suefps (0,0001)

y entre los 0 y 12 dias de incubacifrx(0,01). Estuvo en el orden de 1,5 X $(8,2

x 10" en el suelo de Salto y 1,1 x*403,3 x 16 en el suelo de Treinta y Tres, a los 0
y 12 dias de incubacidon respectivamente (Figura EB)los mismos suelos bajo
cultivo de arroz, Azziz et al. (2016) no encontradhferencias entre suelos. Estos

autores reportaron un rango en el nimero de colgisde 8,2 x 0a 1.6 x 16 por
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gramo de suelo sec&l numero de copias estd entre los érdenes obterpdo
Leininger et al. (2006) que investigaron la abumdade AOA en 12 tipos de suelos.
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Figura 18. Alnndancia del gen amoA de arqueas (log amoA copsaslp seco) a |
0y 12 dias de incubacion de los suelos de (ap $4lb) Treinta y Tres con: exude
del cultivar Tacuari, exudado del cultivar El PA3@€D (diciandiamida) y Nitroger
((NH4).SOy 27 Mm). Se presentan las medias y errores estén<a).

Para la cuantificacion del gamoA de bacterias se realizaron 13 corridas de qPCR
de las cuales solo dos cumplieron con los parameleceficiencia y correlacién de
los estandares establecidos (figuras 19 a 21)ie8ide logro optimizar los ciclos de
temperatura para lograr la amplificacion de este gereproducibilidad de la técnica
resultd baja. Las dificultades en la cuantificacd este gen fueron por falta de
amplificacion o por estar en el orden del limite dkteccion de la técnica. La
inhibicion de la amplificacion y baja expresion ldeluminiscencia en muestras de

suelo ha sido frecuentemente reportada, atribuitkae eotros, a la inhibicion
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producida por los acidos humicos, materia orgagicontenido de arcilla de los
suelos (Saleh-Lakha et al. 2005, Opel et al. 20B6}. otro lado, la amplificacion
para una concentracién de molde del estandar pajalde 3,8 x 1copias pL* no
fue satisfactoria. Para evitar una posible degiéddadel estandar del gaamaoA de
N.europaea se volvi6 a amplificar el inserto con los primedgl plasmido
pJET1.2/blunt y se realizaron alicuotas de a 2 ara pitilizar una por cada corrida,
sin mejoras en la amplificacion. También se utilétdit Rotor-Gene SYBR Green
PCRpara descartar una posible inestabilidad deDkenti Nova SYBR Green PGR
tampoco se logré amplificacion. Azziz et al. (20f&)pusieron la utilizacion de otro

kit de master mix para lograr amplificar este gen.

Las muestras que se lograron amplificar correspoadiéiempo cero de incubacién
de los suelos con las soluciones. El nimero deasagel geramaoA de bacterias fue
en promedio 3,8 x 0+ 1,7 x 14y 1,4 x 16 + 5,3 x 10, para los suelos de Salto y
Treinta y Tres, respectivamente. Azziz et al. (301#n los mismos suelos,
encontraron que el nimero de copias delayaA de bacterias varié entre 9,4 x*10
y 3,9 x 16.

Las arqueas serian dominantes sobre las bacteriastes suelos, como reportan
varios estudios en suelos arroceros (Wang et 44,20hen et al. 2011, 2010). En
suelos acidos las arqueas jugarian un rol prin@pak nitrificacion (Zheng et al.,
2012) llegando a superar hasta en 2400 vecedadssrias (Chen et al. 2011).

La informacion del efecto de los exudados de estdtvares de arroz sobre la
abundancia de AOB seria importante para validarfetto inhibitorio de la
nitrificacion obtenido en condiciones in vitro. Bn estudio de microcosmos con un
suelo tipo Andosol y exudados Behumidicola Ishikawa et al. (2003) comprobaron
supresion de la nitrificacion y una disminucion tke poblacion de AOB.
Gopalakrishnan et al. (2009) también encontraronames poblaciones de AOB en
un suelo Cambisol incubado con exudados radica®s dumidicola pero no en un
suelo Andosol. Estos estudios demuestran que eloefighibitorio de los exudados
radicales sobre estas poblaciones de bacteriagrigil de Nk depende en gran

medida del tipo de suelo. Conocer la actividad d®se microorganismos, por
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ejemplo, mediante el estudio de la actividad trapsional del genamoA seria

clave para probar la inhibicién.

a5 | Threshold
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Cycle

Figura 19. Grafica de fluorescencia de la curvarektr del geramoA de N. europaea
(construida a partir de 4 diluciones seriadas dBlADy muestras de ADN del gesmaA en

poblaciones de bacterias del suelo.
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Figura 20. Regresion lineal de los valorescgele thresholdCt) vs la concentracién (nimero de
copias) de la curva estandar del gancA de N. europaeaen azul y muestras de DNA del gen
amaA en poblaciones de bacterias del suelo en rojo.
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Figura 21. Curva de disociacion del estaratapA de N.europaeay muestras de DNA del
genamaA en poblaciones de bacterias del suelo a travéP adR.
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4. CONCLUSIONES

El suelo de Salto, con mayor MO, presentd un maptencial de desnitrificacion y
NMP de desnitrificantes (resultados de campo) yangptencial de oxidacion de
NH;"y N mineral (resultados de invernéaculo) que eTdenta y Tres. Ese suelo fue
el Unico que presentd un pico deNa la madurez del cultivo que coincidié con un
mayor PMN y contenido de N mineral. El NMP de degmantes fue un buen
indicador de su actividad potencial y a su vezataciono con los flujos de . Las
correlaciones entre los parametros microbianos gnigsion de MO podrian ser
Gtiles para la modelacion de los flujos de esteegaal cultivo de arroz.

Este trabajo deja planteadas las diferencias emisién de MO para los dos tipos
de suelos representativos de los principales Isgdee produccion de arroz en
Uruguay. Si bien los estudios de emisiones de gasesfecto invernadero se han
concentrado en la zona este, tradicional para lg@wle arroz, el suelo de Salto
tendria un comportamiento diferente por lo que mayormacion contribuiria en la
elaboracion del inventario nacional de GEI y ekil® de estrategias de mitigacion
de las emisiones para uno de los principales odgltile exportacion de Uruguay.

La actividad BNI especifica producida por exudadesarroz de los cv. INIA
Tacuari y El Paso L144 fue mas baja que la produsaB. humidicola El cultivar
Tacuari presentd mayor actividad BNI especifica guBaso y no varié con el tipo
de suelo o la edad de la planta.

La actividad BNI de los exudados de arroz sobreuelo se comprobé Unicamente
en el suelo de Treinta y Tres y fue mayor a la peath por el inhibidor sintético
DCD. El numero de copias del gamaA de arqueas fue menor en Treinta y Tres
que en Salto y no varié con el agregado de exudados

Determinar la actividad BNI de exudados radicakesie primer paso en el analisis
del potencial BNI de un cultivar, que debe completakse con la comprobaciéon de
la supresion de la nitrificacion del suelo y suctdesobre la actividad y abundancia
de los microorganismos nitrificantes y posteriagntificacion y caracterizacion de

las moléculas responsables. La diferencia de dativiBNI entre cultivares hace
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promisoria la seleccion de aquellos con mayor ddpedcde inhibicion de la

nitrificacion para intentar regular la dinAmica tleén suelos arroceros.
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6._ANEXOS

ANEXO 1

ABREVIATURAS

AMO Amonio monooxigenasa

ANAVA Analisis de varianza

AOA Argueas oxidantes del amonio

AOB Bacterias oxidantes del amonio
ATU Unidades de aliltiourea

BNI Inhibicién bioldgica de la nitrificacion
Ce Conductividad eléctrica

CVv. Cultivar

DCD Diciandiamida

DMSO Dimetil sulféxido

GEl Gas de efecto invernadero

HAO Hidroxilamina oxidoreductasa
metOH Metanol

MO Materia organica

NMP NUmero mas probable

gPCR Reaccion en cadena de la polimerasa en tiezapo
RLU Unidades de luz relativas

SS Suelo seco
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ANEXO 2
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Esquema de los pasos biolégicos de emision dgONCada color corresponde a un
grupo microbiano: (rojo) AOB, bacterias oxidantesl @monio, (verde) NOB,
bacterias oxidantes del nitrito, (negro) Desnitdfites, reductores del nitrato/nitrito,
(anaranjado) Anammox, oxidacion anaerdbica del &ndazul) DNRA, reduccion
desasimilativa del nitrito/nitrato a amonio, (viale N-AOM, oxidacién anaerdbica
de metano dependiente de nitrito. Para cada gr@p@resentan las vias de
transformacion de compuestos quimicos de nitrogetaes enzimas responsables:
AMO, amonio monooxigenasa; HAO, hidroxilamina oxeductasa, NXR, nitrito
oxidoreductasa; Nar, nitrato reductasa de membrdtap, nitrato reductasa
periplasmica; NirK, nitrito reductasa dependient @u; NirS, nitrito reductasa
citocromo cd; Nrf, nitrito reductasa citocromo c; NirB, nitritoeductasa
citoplasmica; cNor, oxido nitrico reductasa queptaes- del citocromo c; qNor,
oxido nitrico reductasa que acepta electrones deolgs; c554, citocromosg;
NorVW, flavorubridoxina, Hmp, flavohemoglobina; HZBidracina sintasa; HDH,
hidracina dehidrogenasa; Nos, oxido nitroso rediaGtdlOS, oxido nitrico sintasa;
enzimas desconocidas. Los numeros romanos indicastaglo de oxidacion de los
compuestos quimicos (modificado de Schreiber &C4I2).
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ANEXO 3

Emisién de NO y microorganismos involucrados en el ciclo del tribgeno en dos
arrozales de Uruguay

Nitrous oxide emission and microorganisms involvead the nitrogen cycle in
two Uruguayan ricefields
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Resumen

Los procesos microbianos como mineralizacion, fro#&cion y desnitrificacion
regulan la dinamica del nitrégeno en el suelo. €slws Ultimos son los principales
responsables de la emision dgONEN este trabajo se determinaron los flujos gi@ N
en momentos claves del ciclo de cultivo del arembra, macollaje, primordio
floral y madurez, en dos sitios que diferian ppa@inente en el contenido de materia
organica del suelo (MO), Salto (mayor MO) y Treigtéres. También se determind
el potencial de mineralizacion neta de N y lasvaddides y nimero mas probable
(NMP) de oxidantes de NHy desnitrificantes. El potencial de mineralizacitN,
asi como la actividad y NMP de oxidantes de;N#l variaron con el tipo de suelo.
Sin embargo, la actividad y NMP de desnitrificarfigsron mayor en el suelo con
mayor contenido de MO, independiente de la etapaultevo de arroz. A su vez, en
las etapas finales del cultivo el NMP de desndtaifites aumenté coincidiendo con el
mayor potencial de mineralizacion y contenido daniheral del suelo. Solo se
observd un mayor flujo deJ® en el suelo de Salto a la madurez del agranando

el suelo habfa sido drenado (44,2 vs 20,8 g.®-Ka' d* en Treinta y Tres). La
emision de NO correlacion6 con el NMP de desnitrificantes. tagelaciones entre
los parametros microbianos y la emision dgONpodrian ser utiles para la

modelacion de los flujos de este gas.

Abstract

Microbial processes like mineralization, nitrificat and denitrification regulate
nitrogen dynamics in the soil. The last two mayduwe NO. In this work the BO

fluxes were quantified at four moments of the rigele, sowing, tillering, panicle
initiation and maturity, in two sites that differasainly in their soil organic matter
(OM) content, Salto (higher OM) and Treinta y TrEestential net N mineralization,
ammonium oxidation and denitrification as well agstnprobable number (MPN) of
ammonium oxidizers and denitrifiers were determinethe potential N

mineralization did not vary with the soil type amtcreased at rice maturity.
Ammonium oxidation potential and MPN were neithaffedent among soils.

However, the soil with higher OM presented highetivety and MPN of denitrifiers
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irrespective of the rice stage. In turn, at thhedaphases of the crop, the MPN of
denitrifiers increased coinciding with the highasineralization potential and
mineral N content of the soil. Significant diffecas in NO flux were observed in
Salto, where the highest emissions were deted¢tedeamaturity, after the soil was
drained (44,2 vs 20,8 g N.® ha' d*in Treinta y Tres). BD emission correlated
with MPN of denitrifiers. Correlations between nabiological parameters and,®

emission may be useful for modelling this gas fhixe

Palabras clave: 6xido nitroso, desnitrificacion, id&cion de amonio, actividad
microbiana potencial, arrozal
Keywords: nitrous oxide, denitrification, ammoniaidation, potential microbial

activity, rice field

INTRODUCCION

Los procesos microbianos como la mineralizaciétrjfioacion y desnitrificacion
regulan la dindmica del nitrégeno (N) en el suéla.nitrificacion a través de la
oxidacion de amonio (NH) produce nitrato (N@), una forma moévil de N, que es la
principal via de pérdida de N por lixiviacién y Désificacion 2.

La oxidacién de N y la desnitrificacion en el suelo generan emissode 6xido
nitroso (NO), un potente gas de efecto invernadero (GElxidacion de N es

un proceso aerobio pero cuardaprovision de oxigeno @pes limitada se genera
N>O como subproducto, mientrgse la desnitrificacién se activa una vez que £l O
ha sido consumido generanaiicroambientes anéxicos dentro del perfil del sd&lo
El cultivo dearroz irrigado, que ocupa aproximadamente 175.@08rhUruguay,

es considerado una fuente importante de metanos Gtthdamentalmente y de
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N,O *°. Los arrozales proveen un ambiente Gmiaca la produccion de-9, debido

a variaciones frecuentes en las caracteristicéssdielos, como el pH, compuestos
organicos labiles, contenido de humedad, dispodéul denutrientes y la actividad
microbiana durante todo el ciclo del culti¥b Asimismo, la existencia de interfaces
oxicas-anoxicas en los suelos cultivados con dawearece el acoplamiento entre
los procesos de nitrificacion y desnitrificacion.

Dos de las principales areas del cultivo de armodmreiguay se distribuyen en la zona
este y norté. Los suelos de estas zonas poseen distmtasedades fisicoquimicas
y capacidad de anegamierfoque podrian influir en la dindmica de las poblae®

y la actividad potencial de nitrificantes y dedfitantes, asi como en las formas
minerales del N presentes en el suelo. Trabajoedas emisiones de GE¢n un
arrozal del este uruguayo comprobaron que la magmigion de MO se produce
luego de la aplicacion de ureanundacion del cultivo al inicio del macollajeg se
observaron emisiones de® luego de dos semanas de inundado el culfiftf 3
No se cuenta con trabajos previos de evaluacioedasdemisiones de;N en la
zona norte, ni un estudio sistematico de las aodes de mineralizacion,
nitrificacion y desnitrificacion en estos suelos.

El objetivo de este trabajo fue comparar la emisiérNO, actividad nitrificante y
desnitrificante, asi como el nimero de microorgans responsables de dichos
procesos, en momentos claves del ciclo del cuter@rroz sembrado en suelos con
diferente contenido de materia organica (MO). L@btesis planteada fue que el tipo
de suelo modificaria la emision deQN\ al afectar a las poblaciones microbianas

involucradas.
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MATERIALES Y METODOS

Sitios de experimentacion y manejo del cultivo

Los experimentos se realizaron en dos arrozalesthita zafra de arroz 2013-14, en
los departamentos de Treinta y Tres (zona esterdgudy) y de Salto (zona norte),
en la Unidad Experimental Paso de la Laguna deh IRieinta y Tres (33°15" S,
54°10° O), perteneciente a la unidad de suelo Larditeada’ y en un predio
comercial perteneciente a la Unidad de suelo liapes Arboles (31°22°S,
57°27°0). Las propiedades fisicoquimicas de lotosuge resumen en la tabla 1.

El cultivo de arroz (cv. El Paso L144) se instadd siembra directa a una densidad
de 150 kg hd Se inundé a macollaje y se realiz6 una fertii@amitrogenada

fraccionada, a la siembra se agregé fosfato denmn{@8-46)25 kg N ha' y las

otras 2 fertilizaciones fueron con urea (23 kg I\ll)ha

La temperatura promedio durante el ciclo del caltive 21,3 °C y 23,4 °C para
Treinta y Tres y Salto, respectivamente. La prémgpdn acumulada durante el ciclo
del cultivo para Treinta y Tres fue 762 mm, de dosles se registraron 222 mm
previo a la inundacién. En Salto la precipitaciare f882 mm y previo a la
inundacion se registraron 376 mm.

Muestreo de suelos

Se seleccionaron cuatro parcelas completamentezal @ se tomaron seis
submuestras de suelo a 15 cm de profundidad paliaareuna muestra compuesta.
Los muestreos se realizaron a la siembra, macopajmordio floral y a la madurez
del cultivo. Los tres primeros estadios correspenuti al dia siguiente a la fecha de

las fertilizaciones nitrogenadas (solo al estagipmordio la fertilizacidén se realizé
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en agua) y el dltimo fue previo a la cosecha y qrast al drenado del suelo. Las
muestras de suelo se mantuvieron a 5 °C para sierjposanalisis. Con esas
muestras se cuantificO la actividad potencial yN®NIP de microorganismos
desnitrificantes y oxidantes de WH el potencial de mineralizacion de N y el

contenido de Nk y NOs..

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los suel&@atte

y Treinta y Tres a la siembra.

Salto (norte)  Treintay Tres

(este)

Tipo de suelo Vertisol haplico Brunosol

subedtrico tipico

Textura Arcillo-limoso  Arcillo - limoso
pH (H.O) 5,6 57
Materia organici
(%) 5,8 3,4
P-Bray 1 (ppm) 10 13
K (cmolkg™?) 0,62 0,42
Mg (cmolkg™) 9,4 3,3
Ca (cmokg™?) 25,5 5,4
Na (cmokg™) 0,64 0,83

Emision de MO

Los flujos de NO emitidos en las fechas de los muestreos de sselo®nitorearon
con la técnica de cAmaras cerradas estaticas tdeggara arroz por Lindau et l.
Las camaras consistieron en bases de acero intxidad0 cm de diametro y 20 cm
de altura parcialmente insertas en el suelo (5 cqye permanecieron instaladas
durante todo el ciclo de cultivo. En cada fechandestreo se colocaron cilindros de
acrilico de 60 cm de altura sobre las bases caellm de agua para evitar el escape

de gase¥’®. Las muestras de gases del interior de las carsar@snaron con jeringas
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plasticas de 25 mL a los tiempos 0, 30 y 60 minytes almacenaron en tubos con
vacio (10 mL) hasta su analisis. Se registraroteaperatura de las camaras, la
profundidad del agua de inundacion y la alturaedglacio de aire en cada camara,
para calcular los flujos de gases. El andlisis g@ Bk realizé con un cromatografo
de gases Shimadzu 14B modificado con detector E@D c@ptura electrénica)
descrito por Perdomo et &f. La tasa de emisién del gas se calculd segln \Aagan

et al.**

y las medidas de cuatro repeticiones de cadantiedo fueron promediadas
para determinar el valor final de emision por traento y fecha.

Actividades microbianas potenciales

El potencial de mineralizacionde N (PMN) se evalué en anaerobiosis segun
Kandeler®. Tubos herméticos con 15 g de suelo fresco y 15lenagua destilada se
incubaron una semana a 40 °C. Se agregaron 15 rolodeo de potasio (KCI) 2M,
se filtr6 con papel Whatmann n° 41. El contenido MEl," se determino
colorimétricamente segin el método de BerthBlgtse expresé como mg WHN

d* kg™ de suelo seco (ss).

La actividad potencial oxidante de NH' se determiné segin Kandel& con
algunas modificaciones. Al suelo hiumedo (2,5 glesadicion6 7,5 mL de una
solucién de sulfato de amonio (WeBO, 1,33 mM, 0,05 mL de clorato de sodio 1,5
M 8y 2,5 mL de agua destilada estéril. La suspersgdincub6 a 28 °C en agitacién
a 200 rpm en un agitador orbital (Wiseshake SHOWIleg Germany) por 24 horas
y cdmo controles se mantuvieron suspensiones de sue20 °C. Luego de la

incubacion se agregd KCI 2M (15 mL), se centrifegd3.000 rpm y 0,5 mL del

sobrenadante se resuspendioé con 0,5 mL de clomismbnio 0,19 M. Se midi6 el
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contenido de nitrito (N®) por la reaccion colorimétrica con los reactivesGriess-
llosvay por espectrofotometria a 540 nm. La adédlise expres6 como pug NOl
d'g'ss.

La actividad potencial desnitrificante se realiz6 mediante un ensayo enzimatico de
inhibicién con acetileno (&1,) *°. Se incubaron 4 g de suelo hiimedo con 2 mL de
glucosa 1 mM y 2 mL de nitrato de potasio (K@ mM en viales herméticos. En
cada vial se reemplazo la atmosfera por una medeldh y CH, para lograr
condiciones anaerdbicas e inhibir la actividagONreductasa. Se tomaron tres
muestras de gas durante el periodo de incubacidm 8225 °C) para medir la
produccion de BD por cromatografia gaseosa. La actividad desodrife se
expres6 como pgdo h' g* ss.

Recuento de microorganismos

Se realizaron recuentos de bacterias cultivabledantes de Nk y desnitrificantes
por la técnica de NMP para cada muestreo de s8elsuspendieron 10 g de suelo
fresco en 90 mL de buffer fosfato y se realizadiunciones seriadas de 1 en 10.

Para el recuento de microorganismos oxidantes d¢ s#Hutilizaron tubos con 4 mL
de medio mineral con 5 g'ide (NH,),SO; ** Se incubaron por un mes en agitacién
a 28 °C. Los tubos positivos (presencia de;IN€e determinaron con los reactivos
de Griess-llosvay.

En el caso de los microorganismos desnitrificanéésecuento consistié en tubos
anaerébicos con 5 mL de medio con glucosa y KR@5 g L. La atmoésfera se
reemplazdé con Ny GH, (10% del volumen gaseoso) y se incubaron por dos

semanas en oscuridad a 28 °C. Los tubos positoms, presencia de ), se
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determinaron por cromatografia gasesdanto para el recuento de desnitrificantes
como de oxidantes de NH los resultados se refirieron a tablas de proiotziif.
Amonio y Nitrato

Al suelo humedo (5 g) se le agrego 15 mL de KCIl@MMa su extraccion, se agito
por 30 minutos y posteriormente se filtré la susp@ncon papel Whatmann n° 41.
El contenido de N@se cuantificd a través de la reduccion a,NOr una columna
de cadmio y posterior determinacion colorimétriBadccion de Griess-llosvay)

El contenido de NI se cuantificé segin Rhine et &l. EI N mineral se calcul6
como la suma de NF+N y NOs-N.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANAVA) paraleaael efecto del momento de
muestreo y el tipo de suelo sobre las actividadetengiales, el NMP de
microorganismos oxidantes de NH/ desnitrificantes y el contenido de NHy
NOs. Los datos de NMP fueron transformados a logariBnobase 10 para su
andlisis. También se corroboroé el efecto de leraucion entre los factores suelo x
momento del cultivo del arroz. Para determinarrdiieias significativas entre los
momentos del cultivo del arroz sobre los parametnesicionados, se realizé un
ANAVA con el test de Tukey (p<0,05) y un andlises @brrelacion de Pearson, y se
utilizé el software estadistico Infostdt Para todas las variables se presentan las

medias de 4 repeticiones + los errores estandar.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Mineralizacion neta

La mineralizacion del N del suelo es un proceseeclpara la provision de este
nutriente a la planta de arroz ya que la mayoribeserbido a partir de este proceso,
aun en suelos fertilizaddS. El PMN no presenté diferencias entre los suetos c
distinto porcentaje de MO (Fig. 1a), pero si entamentos del cultivo de arroz. La
mayor actividad potencial de mineralizacion se em&s a primordio floral y
madurez del arroz (en promedio 4,5 g AN kg* ss d) y se diferencié
significativamente del PMN a la siembra (en promedb g NH*-N kg' ss d). La
mineralizacion del N depende de multiples factgréscantidad de MO del suelo no
parece ser el factor principal que la afecta e essayo como en otrd% Ademas,

a lo largo del ciclo del cultivo el contenido déces es mayor, varian los exudados
radicales y restos celulares facilmente degradaplespodrian explicar el aumento
de la mineralizacion hacia el final del cultivoateoz'2

La medicion del PMN considera la mineralizacibnane¢n el caso del suelo
inundado si bien se espera una menor mineralizdifia también la inmovilizacion
de N por microorganismos seria menor. También sendr® mayor mineralizacion
en suelos inundados que en condiciones aerdbicas wtribuyé a un menor
requerimiento de N por la microflora debido a unayar proporcién de bacterias
respecto a hongos y actinobacterias en los sualosiados”. El establecimiento de
la inundacion por otro lado, pudo favorecer la nauele algunos microorganismos

gue constituirian un pool de N facilmente mineedie y favorecer la reduccién de
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Fe™ que a su vez promueve la liberacién de parte déQOadel suelo protegida por

minerales y libera el NH fijado *.

Fig. 1
a g M Szlto (mayor MO} b o O NH4+
LT OTreinta y Tres (menor MO} B NO3-
T b 50 - b
w ab b "
w54 Hm 40 -
2 44 v 30
%" 3 a 'éﬂ ab
z " Z 20 a a a
. 24 a a a
=t
I 10 -

0 4 T T T 1 0 -

siembra macollaje primordiofloral madurez siembra macollaje primordio floral ~ madurez
Salto  TyT  Salto  TyT  Salto TyT « Salto  TyT

Figura 1. (a) Actividad potencial de mineralizacifimg NH,"-N kg® ss d') en suelos de Saltc
Treinta'y Tres (TYT) y (b) Nitrégeno mineral (N-NH+ N-NO; mg kg* ss) en cuatro momentos
cultivo de arroz. Las barras representan la mediberror estandar (n=4). Letras diferentes inc

diferencias significativas por momento del cultdearroz y/o tipo de suelo (p<0,05)

En el suelo de mayor MO el N mineral también fugniicativamente mayor a la
madurez del cultivo (30 mg Kgss) y difirié entre suelos solamente en esta elapa
cultivo (Fig. 1b). Como era de esperar, la mayotepdel N mineral se encontrd bajo
forma de NH' en estos suelos inundados después del macollaje 1B). La
mineralizacion determina el N potencialmente didplerpara la planta y en caso de
no ser usado por esta puede perderse del suelovgatilizacion o por
desnitrificacion previa nitrificacion.

Oxidacién de amonio

La oxidacion de N\ a NG es el primer paso de la nitrificacion. No huboctge
del suelo 1p=0,6) ni del momento del cultivo del arr¢z=0,10) sobre la actividad

potencial y el NMP de oxidantes de Ntn condiciones de campo (Fig. 2).
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El NMP de oxidantes de Nfiestuvo en el orden de entre? 201¢ g™ ss (Fig. 2b).
Numeros similares fueron encontrados en arrozalgsicales y con diferentes
manejos'®. Los oxidantes de Nfi son microorganismos de crecimiento lefity
solo una pequefia proporcién de estos son cultizdhlda estimacion de estas
poblaciones con la técnica del NMP tiene estagduiones y se uso a efectos de ver
si existia correlacion con otros de los parametstadiados, en cuyo caso seria una
metodologia mucho mas econdmica para estimar pobks funcionalmente
activas. En un estudio con los mismos suelos de tesbajo pero con técnicas
independientes del cultivo, como la amplificaci@r gPCR del gen de la amonio
monoxigenasa’ obtuvieron valores del orden de*#01C para arqueas y 1@ 10
para bacterias oxidantes de NHEI crecimiento autotrofico de las arqueas oxidant
de NH," es discutido®®, aunque en el suelo de Treinta y Tres por métodos
independientes del cultivo se encontr6 que el narderbacterias oxidantes de NH
fue mayor que el de arqueas

Hay comunicaciones que indican que la actividacmpmal se relacionaria con la
abundancia de bacterias oxidantes de;N¥ y otras que nd. Muchos trabajos
muestran que la actividad o el nimero de oxidatteNH," es relativamente estable
y resiliente a cambios en las condiciones ambiesitaf™ > Yang et al*’ sostienen
que tanto la mineralizacion como la nitrificaciam ®ielos inundables serian menos
sensibles a la concentracion de @sponible. Glaser et al® indican que un
aumento en el nimero de oxidantes de;Ni¢bido a su crecimiento lento solo se
percibiria unos 21 dias después del aumento eaneentracién de NH. En este

estudio la concentracion de WHaumentd en la cosecha (Fig. 1b), por lo que un
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aumento en la cantidad de oxidantes podria no tdetecen los muestreos previos

realizados.

M Salto (mayor MO)
25 - O Treinta y Tres (menor MO)

B BN SW RS

siembra macollaje primordio floral madurez

Salto  2,5+49x10° 2,5:3,3x10% 3,6+7,1x10° 2,91 3,3x10"
T  4,1%62x10° 2,4+ 1,0x10° 1,8+ 1,0x10° 3,6+ 1,4x10°

Figura 2. (a) Actividad potencial de oxidacién de N

(g NO-N g* ss. d) y (b) nimero méas probable
oxidantes de Nk g* ssen: suelo de Salto y suelo
Treinta y Tres (TYT), en 4 momentos del cultivc
arroz. Se presentan las medias + el desvio es
(n=4). Las diferencias entre suelos y fechas

muestreos no fueron significativz
Desnitrificacion
La abundancia y actividad de los microorganismosnitiéficantes ha sido
ampliamente estudiada en arrozaieslonde las condiciones del cultivo favorecen
este proceso. En este caso, el suelo de Saltar{agar contenido de MO) presento
mayor actividad potencial y NMP de desnitrificant@ésdependientemente del
momento de muestreo (Fig. 3). Las poblaciones regiibes de este proceso en el
suelo de Salto se ubicaron en promedio en el aidetd'y en Treinta y Tres en el
orden de 13 Estos microorganismos fueron significativamenperiores en ambos
suelos a primordio floral y madurez del cultivo gFi3). Kravchenko y Yu?®

encontraron valores de NMP del orden dé fiéra suelos arroceros de Arkansas,
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donde la forma de cultivo es similar a la de Urygumientras que los NMP fueron
mas bajos en arrozales tropicales de Irfflia La desnitrificacién heterétrofa es
afectada por la disponibilidad de fuentes de C,cdacentracion de N la
disponibilidad de @el pH y la temperaturd. En este estudio se usé glucosa como
fuente de C tanto para el NMP como para la activigatencial. Algunos autores
como Morley et al®® cuestionan el empleo de glucosa y sostieneragueacion
N2/N>O es menor cuando se usan acidos dicarboxilicospwestos que secretan las
raices. Los desnitrificantes son microorganismos mducen N@ a compuestos
gaseosos (NO, 10 y Ny) y el NMP determinado con la técnica utilizadaeste
trabajo no puede distinguir entre los que realizareduccion completa a,é solo
hastaN,O.

El suelo de Salto presenté mayor potencial deBoénte que el de Treinta y Tres
(0,3 vs 0,1 pg g ss, p=0,0004) (Fig. 3) y su mayor contenido de MO podria
sustentar una alta actividad desnitrificante hétef&. La desnitrificacion no solo se
ve favorecida con altos contenidos de MO sino tambpor la fertilizacion
nitrogenada y las condiciones limitantes g&.GEn este trabajo no hubo correlacién
entre NMP de desnitrificantes, el potencial de dBSoacion, ni el contenido de

NO;s; del suelo (Tabla 2); aunque dado la versatilidadtabdlica de los

desnitrificantes, su abundancia y actividad no prencoincider®.
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Fig. 3
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Figura 3. (a) Activilad de la enzima desnitrificante
N,O-N ¢* ss. i) y (b) nimero méas probable
desnitrificantes ¢ ss en: suelo de Salto y suelo
Treinta y Tres, en 4 momentos del cultivo de arR&e
presentan las medias + el desvio estandar (n=4hs
diferentes indican diferencias significativas entre sg
(p<0,05).

Emision de BO

La emision de BD se observan en la figura 4. No se constataroeredi€ias
significativas en los flujos de @ para los dos sitios experimentales, salvo en el
altimo muestreo donde el arrozal de Salto emitié qze el de Treintay Tres, 44,2y
-20,8 g N-NO ha’ d*, respectivamente (Fig. 4). En la madurez delmultambos
suelos se encontraban drenados, pero el de Sakemtaba mayor pendiente (1,4%
comparado a 0,8% en Treinta y Tres) y probablementdrenado mas rapido que
explicaria el pico de emision de®l Este aumento en la emision dgONoroducido
luego de drenado el cultivo, también ha sido reptartpor otros autores®™® 8

Irisarri et al.'®

atribuyen este evento a la liberacion dgDMtrapado en el suelo y a
las condiciones redox Optimas para la produccioNg® Por otro lado, el aumento

en la emision de YO a la madurez del cultivo podria deberse al aument la
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mineralizacién del N* que coincide con el mayor PMN y contenido de Nerdh
(Fig. 1) en el suelo de Salto. La mayor dispordbii de N mineral en el suelo podria
estimular los procesos de nitrificacion y desnda€ion implicados en la produccion
de NO.

Si bien se observaron flujos promedios negativoslgmnos de los muestreos, la alta
variabilidad de las emisiones no permiti6 detedierencias entre las distintas
fechas. Majumdaf® revis6 la capacidad de los suelos de arrozalesctl®r como
sumideros de PO y encontr6 mayor capacidad de consumo d® Kn suelos
inundados. En contraste con estos resultados, engagvios en Treinta y Tres
evidenciaron picos deJ® en la etapa vegetativa del arf82"™ 3 Si bien en este
estudio se consideraron los posibles momentos cotinma emision, no pudieron

observarse esos picos en los momentos de muestreo.

Fig. 4
M Salto (mayor MO) @ Treinta y Tres (menor MO)
60 b
Fertilizacion Inundacién
= ' | H
o 40 g l: :
- : |
o v %
'; 20 1 ab ab ab
v ab ab ab a
g 0 —-_1 - J_‘ R
~
z siembra macollaje  primordiofloral madure
20
a0 -

Figura 4. Flujo de BD del cultivo de arroz en suelo
Salto y Treinta y Tres. Cada barra corresponde atic
del flujo calculado a partir de cuatro camarastiests
Letras diferentesndican diferencias significativas er

suelos (p< 0.0&

No se encontrd correlacion entre el N@i el N mineral del suelo con el flujo de
N2O, pero si con el NMP de desnitrificantes (Tabla2)bien el N@ es el aceptor

de electrones en la desnitrificacion, una corrélagiositiva entre el NOdel suelo y
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la emision de BD no siempre es esperable, ya que NG yahbién son producidos
en este proceso y existen multiples factores clamuweterogeneidad espacial del
suelo y la diversidad microbiana que explican laadiica de los procesos
involucrados.

Hou et al.'” no encontraron correlacién entre la emisiéon d® Iy el NMP de
desnitrificantes mientras que Das y AdHYaencontraron una correlacién positiva

entre el NO emitido y la actividad y numero de nitrificantedesnitrificantes.

Tabla 2. Correlaciones entre parametros bioquimjcasicrobioldgicos de suelos cultivados con
arroz.

Parametros bioquimicos [N,O NMP NMP AO- AED MN NOs
microbiolégicos Desnitrifi-  Oxidantes dNH,"

cantes NH,"
NH," 0,25 0,52 0,25 -0,02 -024 0,25 -0,34
NO; 0,23 0,04 -0,16 -0,26 -0,06 -0,24
Mineralizacién de N (MN)| -0,08 0,09 0,42* 0,06 -0,05 _ _
Actividad enzimatic, -0,25 -0,07 -0,11 -0,14 _ _ _
desnitrificante (AED)
Actividad oxidante d -0,14 -0,07 -0,18 _ _ _ _
NH4 (AO-NH,")
NMP de Oxidantes de NfM 0,05 0,03 _ _ _ _ _
NMP de Desnitrificantes | 0,53** _ _ _ _ _ _

Sin simbolo: no significativo
* p<0,05
** n<0,01

Como conclusion, el suelo de Salto, con mayor ciatbede MO, presentd un mayor
potencial de desnitrificacion, NMP de desnitrifitesn y emiti6 mas pO a la

madurez del cultivo que coincidié con un mayor Piibontenido de N mineral. El
NMP de desnitrificantes fue un buen indicador deatividad potencial, y a su vez

se correlacioné con los flujos de,M Las correlaciones entre los parametros
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microbianos y la emision de-@ podrian ser utiles para la prediccion de loofue
este gas en el cultivo de arroz.

Los estudios de emisiones de GEI se han concengaddruguay en la zona de
Treinta y Tres, tradicional para el cultivo de arrBn este trabajo se comprobd que
el suelo de Salto presentdé un comportamiento diferdo que estimula a estudiar
otros tipos de suelos para generar mayor informagde contribuiria en la
elaboracion del inventario nacional de GEI y etuald de la huella de C del arroz

uruguayo.

Agradecimientos

Este trabajo fue financiado por CSIC UdelaR (prtyé€D, responsable P.1.) y por
una Beca de Maestria (ANIl) a G.I. Agradecemos®edra (INIA Treinta y Tres) y

a B. Bocking por los ensayos de campo y a G. P&e&ordillo y P. Gutiérrez por
su colaboracién con los ensayos de laboratorio bieémagradecemos a S. Tarlera y

L. Frioni por sus comentarios sobre el trabajo.

96



Bibliografia

1 ACA (Asociacion de Cultivadores de Arroz). Inforlaerocero de Uruguay

XXI. [Online] http://www.aca.com.uy/datos-estadisticG®nsultado el 6 de

julio de 2015.

2 Adviento-Borbe MA, Padilla GN, Pittelkow CM, Simmds M, van Kessel
C, Linquist B. Methane and nitrous oxide emissifsom flooded rice
systems following the end-of-season drain. J Emvoial. 2015; 44: 1071-

1079.

3 Alef K, Nannipieri P. Methods in Applied Soil Midblogy and

Biochemistry. London, Academic Press. 1995. p. 576-

4 Altamirano A, Da Silva H, Duran A, Echevarria Adaio D, Puentes R.
Carta de reconocimiento de suelos del Uruguay: Thi@tasificacion de

suelos. Montevideo: Ministerio de Agricultura y P&s1976. p. 97.

5 Ando H, Aragones RC, Wada G. Mineralization pattreoil organic N of

several soils in the tropics. Soil Sci Plant Nl@@2; 2: 227-234.

6 Azziz G, Trasante T, Monza J, Irisarri P.The effd#fctoil type, rice cultivar
and water management on ammonia-oxidizing archag®acteria

populations. Appl Soil Ecol. 2016; 100: 8-17.

7 Bakken LR, Bergaust L, Liu B, Frostegard A. Regolabf denitrification at
the cellular level: a clue to the understandinlgd emissions from soils.

Philos Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 2012; 367: 12P534.

8 Belser LW, Mays EL. Specific inhibition of nitriteidation by chlorate and

97



its use in assessing nitrification in soils andimethts. App Env Microbiol.

1980; 39: 505-510.

9 Boyle-Yarwood S, Bottomley PJ, Myrold DD. Commuynibmposition of
ammonia-oxidizing bacteria and archaea in soilseusthands of red alder and

Douglas fir in Oregon. Environ Microbiol. 2008; 12956-65.

10 Das S, Adhya TK. Effect of combine application ofanic manure and
inorganic fertilizer on methane and nitrous oxid@ssions from a tropical

flooded soil planted to rice. Geoderma. 2014; 2B%-192.

11 Di Rienzo JA, Casanoves F, Balzarini MG., Gonzéletablada M, Robledo
CW. InfoStat version 2013. Grupo InfoStat, FCA, Wsidad Nacional de

Cordoba, Argentina. URL. [Online] http://www.infastcom.ar

12 Ghosh P, Kashyap AK. Effect of rice cultivars oteraf N-mineralization,
nitrification and nitrifier population size in arrigated rice ecosystem. Appl

Soil Ecol. 2003; 1: 27-41.

13 Glaser K, Hackl E, Inselsbacher E, Strauss J, WaWiekechmeister-
Boltenstern S, Sessitsch A. Dynamics of ammoniainixig communities in
barley-planted bulk soil and rhizosphere followmmggate and ammonium

fertilizer amendment. FEMS Microbiol Ecol. 2010;5%5-591.

14 Groffman PM, Butterbach-Bahl K, Fulweiler RW, G&\d, Morse
JL, Stander EK, Tague CL, Tonitto C, Vidon P. Céadles to incorporating
spatially and temporally explicit phenomena (hots@md hot moments) in

denitrification models. Biogeochemistry. 2009; 99:77.

98



15 Guynot ME, Toribio A, Quevedo M, Muxi L. Microfloraf dissimilitative
nitrate reduction in a denitrifying reactor. Appidvbbiol Biotechnol. 1998;

50:396-400.

16 Hernandez J, Berger A. Investigaciones Agronomieaporte Técnico

Anual — Area Cultivos — Programa Nacional de AriddA. 2003, p. 34-40.

17 Hou AX, Chen GX, Wang ZP, Van Cleemput O, Patrick \3f. Methane and
nitrous oxide emissions from rice field in relatiorsoil redox and

microbiological processes. Soil Sci. Soc. Am. D®®4: 2180-186.

18 Irisarri P, Pereyra V, Fernandez A, Terra J, TarRiICH and NO emissions
in a rice field: first measurements in the Uruguapeoductive

system. Agrociencia Uruguay. 2012; 16:1-10.

19 Irisarri P, Perdomo (Emisiones de gases de efecto invernadero por suelos
agricolas En: Emisiones de metano y oxido nitroso: Prineipgases de
efecto invernadero producidos por el sector agnogoee en Uruguay. Irisarri

P, editor. Universidad de la Republica, Montevid2@09, p. 1-29.

20 Irisarri P, Gonnet S, Deambrosi E, Monza J. Cyaotel inoculation and

nitrogen fertilization in rice. World J MicrobioliBtechnol. 2007; 2: 237-242.

21 Kader MA, Sleutel S, Begum SA, Moslehuddin AZM. idgen
mineralization in sub-tropical paddy soils in redatto soil mineralogy,
management, pH, carbon, nitrogen and iron cont&uotsJ Soil Sci. 2013; 1:

47-57.

22 Kandeler EPotential Nitrification En: Schinner F, Ohlinger R, Kandeler E,

99



Margesin, R editors. Methods in Soil Biology. BerlSpringer-Verlag.

19964, p. 146-149.

23 Kandeler EN-Mineralization Under Waterlogged Conditiorin: Schinner
F, Ohlinger R, Kandeler E, Margesin R. editors. ihels in Soil Biology.

Berlin, Springer-Verlag. 1996b, p. 141-143.

24 Kowalchuk GA, Stephen JR. Ammonia-oxidizing baetea model for

molecular microbial ecology. Annu Rev Microbiol.@01: 485-529.

25 Kravchenko IK, Yu K. Relationship between major gooperties and
culturable microorganisms affecting ¢&hd NO dynamics in rice soils.

Arch Agron Soil Sci. 2006; 6: 607—-615.

26 Lan T, Han Y, Cai Z. Denitrification and its prodwomposition in typical

Chinese paddy soils. Biol Fert Soils. 2015; 1: 89-9

27 Li YK, Li B, Guo WZ, Wu XP. Effects of nitrogen ajpation on sail
nitrification and denitrification rates and@® emissions in greenhouse. J Agr

Sci Tech. 2015;2: 519-530.

28 Lindau CW, Bollich PK, Delaune RD, Patrick WH, Lal. Effect of urea
fertilizer and environmental factors on ¢émissions from a Louisiana, USA

rice field. Plant Soil. 1991; 136:195-203.

29 Majumdar D. Biogeochemistry of ® uptake and consumption in submerged
soils and rice fields and implications in climatenge. Crit Rev Env Sci Tec.

2013; 43: 2653—-2684.

30 Morley NJ, Richardson DJ, Baggs EM. Substrate iedwtenitrification over

10C



or underestimates shifts in soi}/N,O ratios. Plos One 2014;9 | e108144.

31 Mulvaney RL. Chemical Methods Nitrogen - inorgafdons. En: Methods
of Soil Analysis : Part 3. Soil Sci Soc of Am, Inkladison, WI. 1996, p.

1162-171.

32 Perdomo C, Irisarri P, Ernst O. Nitrous oxide emiss from an Uruguayan
argiudoll under different tillage and rotation tr@ants. Nutr Cycl

Agroecosyst. 2009; 84:119-128.

33 Rhine ED, Mulvaney RL, Pratt EJ, Sims GK. Improvthg Berthelot
reaction for determining ammonium in soil extraatsl water. Soil Sci Soc

Am J. 1998; 2: 473-480.

34 Schmidt EL, Belser LW. Methods of soil analysisttPZa Am Soc of

Agronomy, Madison, WI. 1994, p.253-288.

35 Sher Y, Zaady E, Nejidat A. Spatial and temporaédsity and abundance of
ammonia oxidizers in semi-arid and arid soils: tatiions for a differential
seasonal effect on archaeal and bacterial ammard&ers. FEMS

Microbiol Ecol 2013; 3: 544-556.

36 Smith K, Ball T, Conen F, Dobbie K, Massheder Jy ReExchange of
greenhouse gases between soil and atmospheracimes of soil physical

factors and biological processes. Eur J Soil S103254: 779-791.

37 Smith Z, McCaig AE, Stephen JR, Embley TM, ProséeBpecies diversity
of uncultured and cultured populations of soil amatine ammonia oxidizing

bacteria. Microb Ecol. 2001; 3: 228-237.

101



38 Subbarao G, Ito O, Sahrawat K, Berry W, Nakahartskikawa T, Watanabe
T, Suenaga K, Rao I. Scope and strategies foraggulof nitrification in
agricultural systems—Challenges and opportuni@es.Rev Plant Sci. 2006;

25: 303-335.

39 Tarlera S, Capurro MC, Irisarri P, Fernandez A, IRoeYield-scaled global
warming potential of two irrigation managementsiihighly productive rice

system. Sci Agric. 2016; 73: 43-50.

40 Tiedje.Denitrifiers. En: Methods of soil analysis. Part 2. Soil Sat 86Am,

Inc., Madison, WI. 1994, p. 245-267.

41 Vityakon P, Dangthaisong N. Environmental influemo@ nitrogen
transformation of different quality tree litter tetdsubmerged and aerobic

conditions.Agrofor. Syst. 2005; 63: 225-236.

42 von Arnold K, Nilsson M, Hanell B, Weslien P, Kledtsson L. Fluxes of
CO,, CH; and NO from drained organic soils in deciduous foreStsl Biol

Biochem. 2005; 37: 1059-1071.

43 Wang S, Wang Y, Feng X, Zhai L, Zhu G. Quantitagwvelyses of ammonia-
oxidizing Archaea and bacteria in the sedimenf®wif nitrogen-rich

wetlands in China. Appl Microbiol Biotechnol. 2012:;779-787.

44 Watanabe T, Chairoj P, Tsuruta H, Masarngsan W, #omatchai C,
Wonprasaid S, Cholitkul W, Minami K.. Nitrous oxiéenissions from

fertlized upland fields in Thailand. Nutr Cycl Agrcosys. 2000; 58: 55-65.

45 Wertz S, Leigh AK, Grayston SJ. Effects of longatdiertilization of forest

10z



soils on potential nitrification and on the abunckaand community structure
of ammonia oxidizers and nitrite oxidizers. FEMSchdibiol Ecol. 2012; 1.:

142-154.

46 Wu Y, Ke X, Hernandez M, Wang B, Dumont MG, JiaCfnrad R.
Autotrophic growth of bacterial and archaeal amraaxidizers in
freshwater sediment microcosms incubated at diftelmperatures. Appl

Environ Microbiol. 2013; 79(9): 3076—3084.

47 Yang Y, Zhang J, Cai Z. Nitrification activities@N mineralization in paddy
soils are insensitive to oxygen concentration. Aajaic Sc and B

Soil Plant Sci. 2016; 3;: 272-281.

48 Yeasmin S, Islam AKM M, Islam AA. Nitrogen fractiation and its

mineralization in paddy soils: a review. J Agr $ech. 2012; 3: 775-793.

49 Yin C, Fan F, Song A, Li Z, Yu W, Liang Y. Differedenitrification
potential of aquic brown soil in Northeast Chinaleninorganic and organic
fertilization accompanied by distinct change$ins - andnirK -denitrifying

bacterial community. Eur J Soil Biol.2014; 65: 48-5

50 Yu KW, Patrick WH. Redox window with minimum globaiarming
potential contribution from rice soil. Soil Sci. SAm. J. 2004; 68: 2086-

091.

102



