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RESUMEN

En sistemas de produccion pastoril, las deposiciones de orina de los
rumiantes son la principal fuente de N mineral en la generacion de N20
desde el suelo. Esto se debe a que entre el 60% y el 95% del N ingerido
desde la pastura retorna al suelo como N-ureico a través de la orina. Este
estudio tiene como objetivo cuantificar el efecto de un inhibidor de la
nitrificacion, Diciandiamida (DCD) sobre las emisiones de N20 provenientes
de la orina de bovinos en condiciones de pastoreo. El trabajo se llevo a cabo
en la estacion experimental de INIA-La Estanzuela, Colonia, Uruguay. Se
instalaron dos experimentos a campo, uno sobre una pastura nativa
degradada de bajo contenido proteico (PBN) y otro sobre una mezcla de
festuca y alfalfa, de alto contenido proteico (PAN). El disefio experimental
utilizado fue de bloques completos al azar con cuatro repeticiones y tres
tratamientos utilizando la metodologia de camaras estaticas de flujo cerrado.
Los tres tratamientos fueron: Control, sin aplicacion de orina (Control),
aplicacién de orina bovina (Orina), y orina con el inhibidor de la nitrificacion
(Orina+DCD). Las emisiones de N20, el N-NOs,, N-NHs+ y el pH del suelo,
asi como la biomasa y contenido de N vegetal fueron monitoreados durante
un afo luego de la aplicaciébn de los tratamientos. La estructura de la
comunidad microbiana se evalu6 mediante DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) del gen 16S ADNr. Los resultados indican que los maximos
flujos de N20 ocurrieron dentro de los 50 dias después de la aplicacion de la
orina, siendo mayores en la PBN. Si bien las diferencias no fueron
significativas, la aplicacion de DCD mostr6 valores de emisiones de N20 un
32 % inferiores en la PAN y un 31 % en el PNB, respecto a la aplicacion de
orina sin inhibidor. La aplicacion de Orina y de Orina+DCD no generé
cambios en la estructura de bacterias del suelo. Los resultados sugieren que
el uso del DCD permitiria mitigar las emisiones de N20 originadas en las
manchas de orina bovina en condiciones de pastoreo.

Palabras clave: Oxido nitroso, Orina bovina, Diciandiamida
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EFFECT OF A NITRIFICATION INHIBITOR ON NITROUS OXIDE
(N20) EMISSIONS FROM SOILS IN GRAZING CONDITIONS

SUMMARY

In pastoral production system, the rumiant urine depositions are the main
source of mineral N in the generation of N2O from the soil. This is because
between 60% and 95% of N consumed from the pasture returns to soil as
ureic-N through the urine. The aim of this study was to determine the effect of
a nitrification inhibitor, dicyandiamide (DCD), on N20 emissions from bovines
urine patches under grazing conditions. The experiment was conducted at
the experimental station INIA- La Estanzuela, Colonia, Uruguay. Two field
experiments were installed, one over a degraded native pasture of low
protein content (PBN), and another over a cultivated pasture (Fescue-
Lucerne), of high protein content (PAN). The experimental design used was a
randomized complete blocks with four replications and three treatments using
the methodology of closed flow static cameras. The three treatments were:
Control, without application of urine (Control), application of bovine urine
(Urine) and urine with the nitrification inhibitor (Urine+DCD). The emissions
of N20, the NOs', N-NH4* and the pH of soil, as well as the biomass and
content of vegetal nitrogen were monitored for one year after the application
of the treatments. The structure of the microbial community was evaluated by
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) of the gen 16S rDNA. The
results indicate that the maximum flows of N2O occurred within 50 days after
the application of urine, being older in the PBN. Although the differences
were not significant, the application of DCD showed values of N2O emissions
32% lower in the PAN and 31% in the PBN, with respect to the application of
urine without the inhibitor. The application of Urine and Urine+DCD did not
generate changes in the structure of soil bacteria. The results suggest that
the use of DCD would mitigate the N2O emissions originated in bovine urine
stains under grazing conditions.

Keywords: Nitrous oxide, Bovine urine, Dicyandiamide
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1. INTRODUCCION

El calentamiento global del planeta causado por las emisiones de gases
efecto invernadero (GEI), y sus efectos sobre el cambio y la variabilidad
climatica, se ha constituido en una de las preocupaciones ambientales mas
importantes de la actualidad. La presencia de GEI representa menos del 1 %
del volumen total del aire seco en la atmdésfera. Sin embargo, estos tienen un
importante rol en la cantidad de energia que la tierra puede absorber y re-
emitir como radiacién infrarroja (IR) desde la superficie, previniendo su
pérdida hacia la atmosfera (IPCC, 2013).

La actividad agropecuaria mundial es responsable del 14 % de las emisiones
globales de GElI, siendo el diéxido de carbono (CO2z), metano (CHa) y 6xido
nitroso (N20) los principales gases emitidos (IPCC, 2013). En el caso del
N20, la actividad agropecuaria mundial es responsable del 60% de la
emision global de este gas (Smith et al., 1997). Sin embargo, en Uruguay el
N20 es producido casi en su totalidad por la actividad agropecuaria (90,1%),
contribuyendo la ganaderia en mas del 80 % (MVOTMA, 2017).

Las emisiones nacionales reportadas periédicamente basan gran parte de
sus célculos en factores de emision (FE) universales recomendadas por el
Panel Intergubernamental para el Cambio Climético (IPCC). Dado que los
principales factores del suelo que controlan las emisiones de N20 son
variables locales como la disponibilidad de N, humedad, temperatura,
textura, % carbono y pH, asi como la calidad de la pastura ingerida, es
necesario cuantificar y generar factores de emision propios de N20, que
permitan demostrar la real contribucién de la agricultura de nuestro pais a
las emisiones de GEI globales.

En sistemas de produccion ganadera de base pastoril, como en Uruguay, se
estima que > 80 % del nitrogeno (N) ingerido de la pastura retorna al suelo a
través de la deposicién de orina y heces, mientras que el restante 20% es
retenido y utilizado por el animal (Bolan et al., 2004). Ademas, se ha

reportado una relacion lineal y directa entre el N consumido en la dieta y el



contenido de N en las excreciones, encontrandose mayoritariamente en la
orina en forma de urea (CO(NH2)2) (Dijkstra et al., 2013). Una vez que la
urea es depositada en el suelo, puede ser una fuente importante de emisién
de N20 a través de los procesos microbianos de nitrificacion y
desnitrificacion (Guo et al., 2013). La desnitrificacion es el proceso que se
considera como una fuente mucho mas potente de N20O que la nitrificacion
desde suelos bajo praderas (Luo et al., 2010).

La utilizacion de inhibidores de la nitrificacion, como la diciandiamida (DCD)
ha sido planteada y evaluada como una herramienta efectiva para mitigar las
emisiones de N20 (Clough et al., 2007; Zaman et al., 2008). En otros paises,
existen estudios del impacto ambiental de la aplicacion de DCD sobre la
emision de N20O desde suelos pastoriles, pero existen pocos estudios sobre
el impacto del DCD sobre las comunidades microbianas del suelo (Wakelin
et al., 2013).

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Calentamiento global y gases efecto invernadero

La radiacién emitida desde el sol es la principal fuente de energia para la
tierra y es la que condiciona el clima a nivel global. Aproximadamente la
mitad de la energia de la radiacion solar se ubica dentro del espectro visible
mientras que el resto es principalmente radiacion infrarroja cercana y
ultravioleta. Alrededor del 31 % de esta energia es parcialmente re- emitida
hacia el espacio por nubes, aerosoles o reflejada por la superficie de la tierra
(nieve, hielo, desiertos) (Kiehl y Trenberth, 1997). El resto de esta energia es
absorbida principalmente por la superficie terrestre (tierra y océanos). La
energia absorbida por las distintas capas de vegetacion permite que
sucedan los procesos de evapotranspiracion, fotosintesis, asimilacion de C,
y la energia remanente que pasa a través de las distintas capas controla la

evaporacion del suelo, el derretimiento de la nieve y otros procesos que



involucran cambios en la temperatura. Gran parte de la radiacion térmica
emitida desde el suelo y océanos es absorbida en la atmdsfera por nubes y
otros componentes gaseosos que regresan la radiacion hacia la tierra. Estos
componentes gaseosos son los llamados GEIl, ya que emiten y absorben
radiacion con una longitud de onda especifica dentro del espectro de la
radiacion infrarroja. Parte de la radiacion re-irradiada por los GEI es
absorbida por la superficie de la tierra elevando la temperatura de la
superficie terrestre. Los gases mas importantes que causan el efecto
invernadero son el vapor de agua (H20), diéxido de carbono (CO2), metano
(CHa4), oxido nitroso (N20) y ozono (Os). (IPCC, 2013).

El intercambio de energia entre la superficie de la tierra y la atmdsfera
permite mantener la temperatura global cerca de la superficie en un
promedio de 14°C (Kiehl y Trenberth, 1997). Las concentraciones
atmosfeéricas de GEI han cambiado naturalmente a través de la historia de la
tierra. Sin embargo, actividades antropogénicas en la era postindustrial han
resultado en un aumento en la emision de los cuatro GEI mencionados, COz,
CH4, N20, Os (Conrad, 1996). Ademas, GEI artificiales, generalmente
considerados como gases con un alto indice de potencial de calentamiento
global (HFC, PFC y SFs), se han acumulado en la atmdésfera a partir de la
revolucion industrial (Graedel y Keene, 1995).

El indice de potencial de calentamiento global (GWP, Global-warming
potential por su sigla en inglés) se basa en la capacidad de los gases para
contribuir al efecto invernadero. Las caracteristicas del gas que determinan
este potencial son la capacidad de absorcién de radiacion infraroja y el
tiempo de vida media en la atmdsfera (IPCC, 2013).

El CH4 contribuye en un 15% y el N20O en un 6% al efecto invernadero,
ocupando estos gases el segundo y tercer lugar en importancia como GEI
después del CO2. Para poder comparar los flujos de CHa4y N20, estos son
expresados en equivalentes de CO2-C. EI CHs4 y el N20 tienen,
respectivamente, un potencial de calentamiento global de 23 y 298 veces

mayor que el CO2 en un periodo de 100 afios (IPCC, 2013).



1.1.2. El 6xido nitroso como gas de efecto invernadero

El N2O es un compuesto nitrogenado quimicamente estable, que persiste en
la atmésfera por 118 afios (Prather and Hsu, 2010). De acuerdo con lo
reportado por el IPCC (2013), los suelos bajo condiciones naturales, los
océanos Yy la atmosfera son responsables de la emision de 6,6, 3,8 y 0,6 Tg
N20-N afiol, respectivamente. En el mismo informe se reporté que las
emisiones de origen antropogénico son estimadas en 6,7 Tg N20-N afio,
siendo la agricultura responsable de la emisién de 2,8 Tg N20O-N afio?y las
emisiones asociadas a combustibles fosiles, actividad industrial, quema de
biomasa, deposicion atmosférica y excremento humano representan 2.2 Tg
N20-N afiol. Ademas, las emisiones desde rios, estuarios y zonas costeras
atribuidas a actividades antropogénicas contribuyen alrededor de 1,7 Tg
N20-N afiol. La concentracion de N20 en la atmosfera es de 314 ppb y se
incrementa en un rango de 0,8 ppbv afio! que es equivalente a una adicién
neta de 3,9 Tg N2O-N afio? (Reay et al., 2012).

1.1.3. Emisiones de N20O desde el suelo

El suelo es la mayor fuente de emision de N20 ya que contribuye
aproximadamente con el 70% de la produccion global de N2O (Godde y
Conrad, 2000). Las emisiones directas de N20 se producen como
consecuencia de los procesos microbianos de nitrificacion (i.e. oxidacion del
NH4) y desnitrificacion (i.e. reduccién del NOs’) que ocurren en los suelos
(Figura 1). Por otro lado, las emisiones indirectas se originan a partir del
nitrdgeno proveniente de suelos que es movido fuera de los mismos a través
de procesos de erosion, lixiviacion y volatilizacion (Davidson y Kanter, 2014).
Los procesos de transformacion del N pueden ocurrir simultdneamente en
diferentes micrositios del suelo. Los procesos de nitrificacion y de
desnitrificacion dependen de varios factores: el tipo de suelo (Godde y

Conrad, 2000), el uso de fertilizantes nitrogenados (Senbayram al., 2008), la



concentracion de Oz del suelo (Bollmann y Conrad, 1998), el riego (Panek et
al., 2000), la época del afio (Wolf and Brumme, 2002), el pH (Baggs, 2011) y
la competicidén entre hongos y bacterias desnitrificantes por el NOs™ (Siciliano
et al., 2014). Tanto la nitrificacién como la desnitrificacion tienen reguladores
en comun, como la presion parcial de oxigeno y el contenido de agua del

suelo.
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Figura 1. Vias en las que participan microorganismos del suelo en la

produccién de N20. Se indican las condiciones predominantes que conducen
cada proceso (Modificado de Baggs, 2011). DNRA, reduccion
desasimilatoria; AMO, amonio monooxigensa, HAO, hidroxilamina
oxidoreductasa; NAR, nitrato reductasa; NIR nitrito reductasa; NOR, Oxido

nitrico reductasa; NOS 6xido nitroso reductasa.

En suelos bien aireados (Espacio porosos lleno de agua, WFPS < 60%,
percentage of water-filled pore space), la nitrificacion es la fuente
preferencial de flujos de N2O (Bateman and Baggs, 2011), mientras que en
suelos con un alto contenido de agua (WFPS > 60-90%) la produccion de
N20 es conducida principalmente por la desnitrificacion anaerdbica (Smith et
al., 2001). Otras vias en la emision de N20 desde el suelo son la nitrificacion
desnitrificante (habilidad de bacterias oxidadoras de amonio para



desnitrificar), la co-denitrificacion (llevada a cabo por bacterias y hongos) y la
reduccion desasimilatoria de NOs™ a NHs4* (DNRA), la cual produce N:20
como uno de sus subproductos. Ademas, la quimiodesnitrificacion, reaccion
no bioldgica de productos intermedios de la nitrificacidn, contribuye también

con pequeiias cantidades de N20 (Baggs, 2011).

1.1.3.1. Nitrificacion

El proceso de nitrificacion en los suelos es la transformacion del NH4* a
formas oxidadas de N (NO2 y NOgs’). La primera etapa de la nitrificacion es
la oxidacion del NH4* a hidroxilamina (NH20H) por la enzima amonio
monooxigenasa (AMO) y después a nitrito (NO2) por la hidroxilamina
oxidoreductasa (HAO) (Guo et al., 2013).

La enzima AMO es una enzima ligada a la membrana de microorganismos
nitrificantes que contiene una molécula de Cu como un cofactor (Guo et al.,
2013), ademas Zahn et al. (1996), sugiere al Fe como un segundo cofactor.
Los microorganismos responsables de la oxidacion del NHa* son
principalmente bacterias quimilitoautotréficas oxidadoras de NHs (AOB)
(Subbarao et al., 2006). Los géneros mas importantes en realizar esta
transformacién son: Nitrosomonas, Nitrosovibrio, Nitrosospira, Nitrosolobus,
Nitrosococcus y archeas oxidadoras de NH3 (AOA) (Guo et al., 2013).

1.1.3.2. Desnitrificacion

El proceso desnitrificacion es considerado la fuente mas potente de emision
de N20O desde suelos bajo praderas y también es el responsable del retorno
del N a la atmoésfera como N2, cerrando el ciclo del N en el suelo (Luo et al.,
2016). La desnitrificacion es un proceso de respiracion microbiana en que el
NOs y NO2 sustituyen al O2 como un aceptor final de electrones, en
condiciones donde el suministro de O:2 es limitado para la respiracion

aerobica de los microorganismos del suelo (Baggs, 2011).



La reduccion de nitrato (NO3’) o nitrito (NOz2’) hacia los gases Oxido nitrico
(NO) y oxido nitroso (N20) es catalizada por la accion de cuatro enzimas:
nitrato reductasa (Nar), nitrito reductasa (Nir), éxido nitrico reductasa (Nor) y
oxido nitroso reductasa (Nos) (Figura 1) (Guo et al., 2013).

La tasa de produccion de N20O/Nz desde el suelo puede ser variable y el N2O
producido puede ser el producto final dominante. La desnitrificacion también
puede proporcionar un valioso servicio al ecosistema removiendo el NOsz
desde aguas contaminadas con sedimentos y otros suelos saturados con

nitratos (Saggar et al., 2013).

1.1.4. Ciclaje del N en sistemas de produccidon pastoriles

Los ecosistemas pastoriles abarcan alrededor del 25% de la superficie
de la tierra, ocupando 117 millones de km? de superficie y proporciona
alimento para 1800 millones de cabezas de ganado (Saggar et al., 2013).
Las pasturas manejadas bajo pastoreo es el sistema de produccién animal
predominante en muchos paises, incluido Uruguay.

El ciclo del N en ecosistemas bajo praderas es complejo, y presenta
muchas vias para la liberacién de formas méviles de N hacia la atmosfera
(Luo et al., 2016). Las entradas de N a los suelos bajo condiciones pastoriles
son principalmente la fijacion atmosférica de N por las leguminosas, la
fertilizacion nitrogenada y la deposicion de la excreta animal. En
ecosistemas pastoriles el N es frecuentemente un nutriente limitante y es
aplicado para aumentar la productividad de la pastura (Saggar et al 2013).
Este agregado de N de fertilizante puede representar un costo tanto
econémico como ambiental, debido a que se puede llegar a punto de
saturacion en el contenido de N del sistema, cuando plantas,
microorganismos Yy el suelo no puedan llegar a asimilar o retener el exceso
de N. Esto puede producir pérdidas desde el sistema a través de la

volatilizacion de NHs, la lixiviacion de nitratos (NOs’) y emisiones gaseosas



de oxido nitrico (NO) y oxido nitroso (N20) (Luo et al., 2016, Saggar et al,
2013).

En suelos bajo condiciones pastoriles los animales contribuyen de
manera significativa en el ciclado de nutrientes a través de la deposicion de
excremento y orina (Saggar et al.,, 2004). EI N asociado a la excrecién
animal (tanto orina y heces) es un componente importante y contribuye
criticamente al ciclo del N. Segun Luo et al. (2010), solamente una pequefa
proporcion del N (entre el 5% y 30%) consumido por los bovinos es
convertido a leche o se traduce en un aumento en el peso para el animal, el
resto es excretado en heces y orina. Por su lado, Dijkstra et al. (2013)
observo que el N excretado en la orina representa entre el 70-75% y entre el

60-65% en ovinos y bovinos, respectivamente, del N consumido en pasturas.

1.1.4.1. Caracteristicas de las manchas de orina

La principal via de pérdidas de N desde el ganado vacuno es la
excrecion de N a través de la orina, con una concentracion de N que varia
entre 2-20 g N L (Bristow et al., 1992). Las variaciones del suplemento de
nitrogenado de la dieta (no proteico), afecta directamente las salidas de N
urinario, por lo tanto, el contenido de N en la orina aumenta con el aumento
del contenido de N en la dieta (Kebreab et al., 2001). En un periodo corto de
tiempo el N de la orina es mas susceptible a pérdidas que el N fecal (Bussink
y Oenema, 1998). Generalmente, la mayor parte del N de la orina del
ganado vacuno estad en forma de urea (Cuadro 1), la cual es hidrolizada
rapidamente (completa la hidrdlisis entre 1 a 2 dias) desde su deposicion, y
se transforma a NH4* y NOg', via nitrificacion, y luego a formas gaseosas via
desnitrificacion. Por lo tanto, el N de la orina puede ser una fuente
importante de N20 (Dijkstra et al., 2013).



Cuadro 1. Concentracion de constituyentes de la orina que contienen N,

proveniente de ganado lechero.

Concentracion Proporcion
(g N/L de Orina) (%)
N Total 9,7
Urea 7,8 81
Alantoina 1,1 11,2
Acido Urico 0,07 0,7
Creatinina 0,26 2,6
Acido Hipurico 0,45 4,6

Modificado de Kool et al. (2006) y Dijkstra et al. (2013).

La orina de vacunos es wuna solucibn acuosa, compuesta
principalmente de compuestos nitrogenados y sulfurosos (Dijkstra et al.,
2013). La concentracién de carbono en la orina de vacunos es baja y varia
entre 3,1 a 20,4 g C L' (Lovell y Jarvis, 1996). El pH de la orina de
rumiantes varia entre 8,4 y 8,6, pero puede ser menor a 7,2 (Haynes y
Williams, 1992). La deposicion de N varia en rangos que van desde 20 a 80
g N m2 en los parches de heces y 50 a 200 g N m en los parches de orina
(Bolan et al., 2004).

Los bovinos orinan 8-12 veces al dia, produciendo entre 1,6 y 2,2 L en
cada deposicién. El area que cubre cada parche de orina se encuentra entre
0,16 a 0,49 m? (Haynes y Williams, 1993). Sin embargo, el area afectada
promedio en la pastura es de 0,68 m? debido a la difusién de la orina a
través del suelo, por lo tanto, puede llegar hasta el sistema radicular de
plantas que se encuentran fuera del parche de orina (Bolan et al., 2004). El
tamafio del parche de orina se encuentra influenciado por un numero de
factores que incluyen el viento, la pendiente y la densidad aparente del suelo
(Williams et al., 1999b). Williams y Haynes, 1994, observaron que el flujo de
orina en el suelo es principalmente a través de los macroporos, lo que le

permitiria a la orina penetrar hasta los 400 mm de profundidad, pero la



mayor parte (85%) de la orina se encuentra en los primeros 100 mm del
suelo.

La tasa de retorno anual del N que se encuentra en la orina hacia a la
pradera esta en funcion de muchas variables que incluyen el nimero de
animales en pastoreo y el consumo de N y agua de los animales (Haynes y
Williams, 1993). Por ejemplo, en Nueva Zelanda, animales en pastoreo
depositan anualmente alrededor de 5 veces mas N (1,5 Tg), que el nitrdgeno
aplicado en fertilizantes (0,31 Tg) (Saggar et al., 2004). Por lo tanto, la orina
contribuye mucho mas a las emisiones gaseosas de N y a las pérdidas de
NOs™ que la fertilizacion con N en sistemas pastoriles.

Otro factor que puede afectar las pérdidas de N es la composicion de la
orina, por ejemplo, el aumento de un constituyente de la orina como el acido

hipurico podria reducir las emisiones de N20 (Kool et al., 2006).

1.1.4.2. Efecto de la orina en las propiedades quimicas del suelo

Seguido a la deposicion de orina, el pH en los primeros 20-40 cm del
suelo generalmente incrementa de 1 a 3 puntos (Haynes y Williams, 1992;
Shand et al., 2002). Esto ocurre debido a que la mayor parte de la urea
contenida en la orina queda retenida en las capas superficiales del suelo, en
donde se hidroliza y genera condiciones basicas. Generalmente, el pH del
suelo retorna a su estado original después de 2 a 3 semanas, aunque se
pueden mantener niveles elevados de pH, si el NH4* se volatiliza como NH3zy
si la nitrificacion es retardada por bajas temperaturas y/o muy bajas
condiciones de humedad del suelo (Somda et al., 1997).

La cantidad estimada de N a patrtir de la orina depositada por animales
en pastoreo puede ser mayor a 1000 kg N*ha' (Zaman y Nguyen, 2012).
Estudios que han utilizado isotopos estables han encontrado que entre el 20-
30% del N de la orina queda en la materia organica del suelo (MOS)
(Leterme et al., 2003). Sgrensen y Jensen (1996) en un trabajo con orina

marcada con °N, observaron una mayor concentracién de °*N en un suelo
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franco arenoso respecto a un suelo arenoso. Estos autores atribuyeron la
mayor pérdida de '°N desde suelos arenosos a una mayor tasa de
mineralizacion del N de la orina y a un bajo consumo de N por las plantas.
En otros estudios que utilizaron orina marcada con °N obtuvieron una
recuperacion del N en el siguiente orden: arcillas (81%) > franco limoso
(77%) > franco arenoso (71%) (Clough et al., 1998).

La deposicion de orina aporta diferentes nutrientes a la solucién del
suelo, ya sea directamente desde la deposicibn en si misma o
indirectamente como consecuencia de cambios en el suelo que ocurren
luego de su deposicion (Shand et al., 2002). Los iones detectados en la
solucién del suelo inmediatamente después de la deposicion de orina son
consistentes con la concentracion de estos presentes en la orina (Haynes y
Williams, 1992). Inmediatamente luego de la deposicion de orina las
concentraciones de HCOs, CI' y SO4?" disminuyen en el tiempo mientras que
el NOs es el anibn dominante como producto de la nitrificacion (Williams y
Haynes, 1994). Al mismo tiempo, el incremento en las concentraciones de
NOs puede incrementar las concentraciones de otros iones, como Caz" y
Mgz2*, que provienen principalmente desde sitios de intercambio del suelo,
debido a su desplazamiento por compuestos presentes en la orina como el
K*, Na* y NH4* y por iones H* liberados durante la nitrificacion (Haynes y
Williams, 1992; Williams y Haynes, 1994).

1.1.4.3. Efecto de las manchas de orina sobre los microorganismos
del suelo

Los suelos bajo praderas son de especial interés en el estudio de la
distribucion espacial de las comunidades de microorganismos debido a la
estrecha relacion entre plantas y microorganismos (Niklaus et al., 2006;
Bremer et al.,, 2007) y la influencia que tiene la pradera sobre las
propiedades del suelo (Marschner et al., 2003). En un estudio realizado por

Ritz et al. (2004), observaron que la distribucion espacial de las
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comunidades microorganismos en el suelo se encuentra influenciada por las
concentraciones de cada nutriente en el suelo, ademas Philippot et al.
(2009), observaron que la distribucion espacial de las comunidades de
bacterias del suelo de una pastura se correlaciono positivamente a las
propiedades del suelo, tal como pH, humedad del suelo y a la concentraciéon
de NH4*y NOs" .

Los microorganismos representan una parte intrinseca del ecosistema
del suelo, y su diversidad influencia tanto la estabilidad, la productividad y la
resiliencia del ecosistema, afectando la calidad del suelo y de las plantas
(Torsvik and @vreas, 2002). La heterogeneidad natural del suelo, incluso a
distancia menores a 1 mm, puede producir una distribuciéon desigual de los
microorganismos (Nannipieri et al., 2003). Existen zonas con una alta
actividad de los microorganismos (“hot spots”), donde las condiciones son
adecuadas para su crecimiento, pero en general la disponibilidad de fuentes
de nutrientes y energia es baja (Nannipieri et al., 2003). La dependencia del
agua limita en gran medida el crecimiento de los microorganismos a los
agregados de suelo, al agua retenida en las arcillas y la materia organica
(Philippot et al, 2009). Las variaciones de temperatura y humedad afectan
directamente la biomasa microbiana, e indirectamente, la disponibilidad de
sustrato (Dalal, 1998).

La biomasa microbiana contenida en suelos de praderas de clima
templado ha sido estimada en 1-4 ton ha'! and 2-5 ton ha?l para
poblaciones de bacterias y hongos, respectivamente (Williams et al., 1999a).
Esta se estima a partir de contenido de C organico del suelo, al cual
encuentra correlacionada (Schutter y Dick, 2001; Nannipieri et al., 2003).
Una menor biomasa en suelos bajo pasturas es debida probablemente a una
menor biomasa de hongos (Bardgett et al., 1996; Grayston et al., 2001).
Contrariamente, la biomasa de bacterias estimada a partir de la
cuantificacion de la respiracion microbiana es generalmente mayor en
praderas mejoradas que en suelos bajo praderas naturales, (Grayston et al.,
2001).
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El uso de fertilizantes para incrementar la concentracion de nutrientes
puede alterar la estructura de comunidad de microrganismos, e incrementar
el pH del suelo (Grayston et al., 2001; Clegg et al., 2003; Grayston et al.,
2004). Un incremento del pH del suelo puede acelerar la degradacion de la
materia organica alterando la relacion C:N del suelo (Van Bergen et al.,
1998). Por lo tanto, el pH del suelo bajo praderas permanentes sin
fertilizacion tiende a ser menor (Haynes y Williams, 1993).

En sistemas de produccion ganaderas bajo pastoreo, se generan altas
entradas de N debido a las deposiciones de Orina. Al existir altos niveles de
N en las manchas de orina (entre 700 y 1200 kg N hat), el contenido de
NOs y N20 podria exceder la capacidad de los sistemas bioldgicos para
desnitrificar o para reducir el N2O a Nz (Kelliher et al., 2014). Por otro lado,
limitaciones en las caracteristicas fisicoquimicas del suelo, tales como la
aireacion y el pH, pueden afectar la eficiencia de las transformaciones
biologicas del N en el suelo. Como consecuencia, aumentarian las pérdidas
de NOg3 por lixiviacion y las emisiones de N20 desde suelos agricolas,
especialmente desde alrededor de las manchas de orina (Haynes y Williams,
1993). Por lo tanto, es probable que las deposiciones de orina bovina tengan
un impacto sobre la actividad y la biomasa de los microorganismos del suelo,
asi como sobre la estructura de las poblaciones de microorganismos
involucrados en las transformaciones del N en el suelo (Rooney et al., 2006).
Los efectos directos de las deposiciones de orina en el suelo son el aumento
del pH de suelo cuando la urea es hidrolizada a NH4*, un rpido aumento de
la presion osmdética debido a la produccién de NHs4* combinada con sales
presentes en la orina, y la acumulacion, bajo ciertas condiciones, de
compuestos toxicos como el NO2™ (Petersen et al., 2004a). La orina puede
variar en su composicion quimica, y el efecto sobre el sistema suelo
depende en parte de las condiciones iniciales de este (Clough et al., 2007).
En sistemas ganaderos bajo pastoreo las emisiones de N20 asociadas a las
deposiciones de orina son temporales y espacialmente variables,

generandose “hotspots” de emisiones (Molodovskaya et al., 2012). La
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comprension de como las comunidades de microrganismos nitrificantes y
desnitrificantes son capaces de cambiar en repuesta a distintos tipos de
suelo y practicas de manejo agricola, y de cémo estos cambios se
relacionan a las emisiones de N20 permitiria el desarrollo de practicas de

manejo mas adecuadas que reduzcan la pérdida de N (Luo et al., 2010).

1.1.4.4. Efecto delaorinasobre la pastura

Las deposiciones de orina de animales en pastoreo generalmente
estimulan el crecimiento de la pastura debido a la incorporacion de N al
suelo (Ledgard et al., 1982; Haynes y Williams, 1993). Esta respuesta en
crecimiento ocurre principalmente en las gramineas de la pastura. Sin
embargo, las especies fijadoras de N2 pueden ver reducido su crecimiento
como resultado del aumento en el contenido de N debido a la deposicion de
orina (Ledgard et al.,, 1982; Fraser et al., 1994). Algunos estudios han
observado un rapido consumo de N por las plantas que se encuentran
adyacentes a las deposiciones de orina, encontrando hasta un 12 % de N
urinario en el tejido de plantas después de 29 dias de la deposiciéon de la
orina al suelo (Williams y Haynes, 1994) y un 43 % después de un afio
(Fraser et al., 1994). Otros autores, trabajando con isétopos estables, han
reportado que entre el 22-78% del N en la orina es absorbido y retenido por
la planta (Clough et al., 1998, Leterme et al.,, 2003). En este sentido,
Williams y Haynes (1994) reportaron que las plantas que se encuentran en
los parches de orina contenian mas N y menos Mg?* y Ca?* que plantas
fuera de los parches de orina. Las deposiciones de orina, ademas, pueden
Ul8causar un dafio a la pastura debido a su alta concentracion de N (Ritchey
et al., 2003). Al mismo tiempo, el contenido de P de la pastura
(generalmente entre 0.21-0.63% del peso seco) puede verse incrementado
después de la aplicacion de orina o urea, principalmente en sitios donde el P

en la solucién del suelo es bajo (Williams et al., 1999b, Soder y Stout, 2003).
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1.1.5. Estrategias parala mitigacion de las emisiones de N2O

1.1.5.1. Inhibidores de la nitrificaciéon

El uso de inhibidores de la nitrificaciéon (IN), como la diciandamida
(DCD), se ha visto como una técnica util para reducir las emisiones de N20
desde los parches de orina depositados en el suelo por animales en
pastoreo y promover un uso eficiente del nitrégeno en el suelo (Barneze et
al., 2015). Un gran numero de estudios, particularmente en Nueva Zelanda,
han observado que los IN pueden reducir las emisiones de N20 entre 30-
80% (Di et al., 2007; Luo et al.,, 2010; Zaman et al., 2009; Akiyama et al.,
2015). Ademas, los IN pueden incrementar la eficiencia en la aplicacion de
fertilizantes reduciendo pérdidas de N derivados de la desnitrificacion, y
previniendo pérdidas por lixiviacion (Bronson et al., 1992). Por ejemplo, el
DCD (C2HaNa4) y el 3,4- dimetilpyrazole fosfato (DMPP), se han visto que son
efectivos en reducir las emisiones de N20 desde fertilizantes nitrogenados o
desde residuos organicos (Delgado y Mosier 1996; McTaggart et al. 1997,
Merino et al., 2002; Weiske et al., 2001). EI DCD inhibe temporalmente la
nitrificacion desactivando la enzima amonio monooxigenasa (AMO), la
primera enzima que involucra la oxidacion de NH4* a NOs™ en suelos, por
microorganismos oxidadores de amonio (Di y Cameron, 2016), bloqueando
la conversion del amonio proveniente de la orina a hidroxilamina (Morales et
al., 2015). En contraste, la inhibicibn de la hidroxilamina oxidoreductasa
(HAO) no es favorable para una implantacién practica como IN, porque altas
concentraciones de hidroxilamina han sido reportadas como toxicas para las
nitrosomonas (Arp y Stein, 2003). Una vez aplicado al suelo, el DCD es
degradado por las bacterias del suelo a CO2 y NH4*. A pesar de que la
emision de CO: desde la degradaciéon del DCD puede contribuir a las

emisiones de GEl, la cantidad producida a partir de DCD con cantidades
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usualmente aplicadas (10—30 kg DCD/ha) son depreciables a 2,3% de las
emisiones de N20 y menores al 0,2% del total de CO:2 equivalente de
emisiones de GEI estimados desde sistemas ganaderos en Nueva Zelanda
(De Klein et al., 2014). La aplicacion de DCD solamente afecta
temporalmente la nitrificacion y el ciclo del nitrégeno en suelos pastoriles.
Sin embargo, es una posibilidad que bacterias nitrificantes pueden adaptarse
al DCD, especialmente si se usa repetidamente. La mayoria de las
investigaciones realizadas sobre suelos que reciben DCD, se han realizado
solamente por uno 1 o 2 afos, existiendo incertidumbre sobre el uso repetido
de DCD en un mismo sitio sobre la eficacia en la reduccion de DCD sobre
las emisiones de N20 (De Klein et al., 2011). El efecto inhibitorio del DCD
depende de la temperatura, el contenido de agua, la materia organica y pH
del suelo (Selbie et al.,, 2014). Una de las mayores limitaciones de la
aplicacion de DCD al suelo, es su facilidad para escurrir fuera de la zona
radicular, disminuyendo su eficiencia (McCarty y Bremner, 1989). La tasa de
degradacion de DCD es dependiente de la temperatura, con una vida media
de 3 a 4 meses con temperaturas medias del suelo de 10°C, y con una vida
media de 20 dias aproximadamente a temperaturas de 25 °C (Kelliher et al.,
2008). Ademas, Kelliher et al. (2014), determino que la vida media del DCD
se podria aumentar, si es aplicado en suelos de temperaturas relativamente
frias para maximizar su longevidad (para T<10 °C, t¥2>72 a 14 dias) y su
eficacia como inhibidor de la nitrificacion. El DCD puede ser fitotoxico a
concentraciones mayores de 20 mg kg 1, en cultivos como el algodén, maiz,
sorgo y papa (Bolan et al., 2004). Ademas, el DCD tiene algunas ventajas
gue lo hacen mas deseable que otros IN, por ejemplo, tiene un menor costo
de produccion, es altamente soluble en agua, por lo que puede ser aplicado
de forma liquida, y ademas es menos volatil, otra caracteristica importante,
es gque se descompone completamente en el suelo como NHs4* y CO:2
(McCarty y Bremner, 1989). De hecho, el DCD puede ser considerado como
un fertilizante de liberacion lenta (contiene alrededor de 65% de N), ademas

no se considera un bactericida y no afecta a otros heterotrofos que son
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responsables de muchas otras actividades bioldgicas en el suelo, sin
embargo, la alta solubilidad del DCD puede tener un alto potencial de
perderse por lixiviacion (Mazzetto et al., 2015).

En Nueva Zelanda, el DCD es aplicado en dosis de 10 kg ha?, y es
usado como una herramienta efectiva para inhibir la nitrificacion, ya que
reduce los sustratos de la desnitrificacion, limitando las pérdidas de N a
través de lixiviacion de nitratos y emisiones de N20 (Di et al., 2007; Zaman
et al., 2009). Trabajos anteriores sugieren que el DCD especificamente
inhibe bacterias oxidadoras de amonio por que inhibe la conversion del
amonio derivado de la orina a hidroxilamina (Di et al., 2009). Esta inhibicion
se piensa que es especifica y hasta la fecha no se han observado datos de
un impacto significativo sobre las comunidades microbianas (O’Callaghan et
al., 2010; Wakelin et al., 2013). Morales et al. (2015), observo que el tipo de
suelo y las deposiciones de orina son los factores mas importantes que
determinan la estructura de la comunidad microbiana del suelo bajo pastoreo
bovino. En dicho trabajo, se observdé que, a nivel de comunidades de
microrganismos, la deposicion de orina produce una disminucion en la
riqgueza (numero de especies de un habitat), tanto en la presencia como en
la ausencia de DCD, confirmando que el inhibidor no contribuye a reducir la

riqueza de los microorganismos del suelo.

1.1.5.2. Manejo de la dieta animal

El manejo de la dieta puede afectar fuertemente el contenido y la
concentracion de N en la orina, y por lo tanto el N que se deposita en el
suelo. El uso de distintos tipos de dietas que permitan reducir la
concentracion de N presente en la orina, a través de la redistribucion del N
hacia otras vias, como es la leche y un aumento en la concentracion de N en
las deposiciones de excremento, podrian reducir potencialmente la
disponibilidad de formas labiles de N presentes en la orina, y permitiria

disminuir las emisiones de N20 desde los parches de orina (Selbie et al.,
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2014). El consumo de N por rumiantes es un factor clave que determina la
tasa de excrecion de N, variaciones en la cantidad de carbohidratos en la
dieta y el de proteina cruda pueden alterar significativamente un uso
eficiente de N en el rumen, que determina la cantidad de N que queda
retenido o excretado (Dijkstra et al., 2013). Reduciendo el contenido de
proteina cruda en la dieta de rumiantes, generalmente permitiria disminuir la
cantidad de N asociado a la orina, esto se debe a que una disminucion en la
degradacion de la proteina cruda en el rumen reduciria la acumulacién de
NHs, e incrementaria la absorcion renal de urea (Selbie et al., 2014). Una
disminucién en la concentracién del N en la orina se produce principalmente
por una reduccion en la excrecion de urea. Gardiner et al. (2016) observaron
que la concentracion de todos los compuestos nitrogenados presentes en la
orina, con la excepcién del acido urico, disminuyeron en animales que fueron
alimentados con dietas bajas en N. EI N fecal es menos susceptible a
pérdidas que el N que se encuentra en la orina, por lo tanto, el factor de
emision para el N asociado a heces es un 25% del factor de emision del N
asociado a la orina (Gardiner et al., 2016). Incrementos en la excrecion de N
asociado a las heces como producto del incremento del consumo de
carbohidratos en la dieta, podria reducir las emisiones de N20, sin embargo,
se podria producir un incremento en las emisiones de CHs (Dijkstra et al.,
2013).

Totty et al. (2013) encontré que una dieta basada en Cichorium intybus,
Plantago lanceolata, Lotus pedunculatus, Lolium perenne y trifolium repens,
puede disminuir entre un 17-19% el N contenido en la orina comparado con
dietas basadas solamente en Lolium perenne y Trifolium repens. Una dieta
diversa con bajos contenidos de proteina cruda (PC) y altos niveles de
carbohidratos solubles en agua (CSA), probablemente permitirian una mayor
eficiencia en el uso de N en el rumen. Ademas, esta dieta produce un
incremento en el contenido de urea en leche, lo que permitiria sustentar la
hipétesis que incrementos en la relacion de CSA: PC produce mas urea en

leche y menos N en la orina. Estos resultados indican que una dieta diversa
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tiene un potencial significativo para alterar la dinamica de excrecion de N en
rumiantes. Sin embargo, faltan investigaciones de como diferentes dietas
pueden afectar las concentraciones de las diferentes formas de N en la orina
(Gardiner et al., 2016).

1.1.6. Emisiones de gases efecto invernadero en Uruguay

Las estimaciones de las emisiones de GEI de Uruguay estan basadas
en el Quinto Informe de Evaluacion del IPCC (MVOTMA, 2017), donde se
establecen métricas comunes para calcular la equivalencia en diéxido de
carbono de las emisiones y la absorciones de los GEI, como son el Potencial
de Calentamiento Global (GWP), que es una medida relativa de cuanto calor
puede ser atrapado por un GEI en un determinado periodo de tiempo en
comparacion con el CO2 vy el Potencial de Cambio de Temperatura Global
(GTP), que se refiere al cambio de la temperatura media global en superficie
que induce un determinado GElI, respecto al CO2. Ambas métricas pueden
ser utilizadas para cuantificar y comunicar contribuciones absolutas y
relativas de emisiones de GEI de diferentes sustancias y las emisiones de
regiones o paises y fuentes o sectores (MVOTMA, 2017).

Las emisiones de GEI en Uruguay de acuerdo con la métrica GWP100
AR2, €l sector AFOLU (Agricultura, silvicultura y otros usos de la tierra, por su
sigla en inglés), gener6 el mayor aporte a las emisiones totales (sin
considerar las remociones) con un 75,1 %, seguido del sector Energia con el
20,1 %, Desechos con el 3,2 % y finalmente el sector IPPU (Procesos
Industriales y Uso de Productos, por su sigla en inglés) con el 1,6 % de las
emisiones.

Sin considerar remociones de COg, las emisiones netas de metano
expresadas en Gg de CO2-eq de acuerdo con la meétrica GWP1o00 AR,
representan el 50,2 % de las emisiones totales nacionales, las emisiones

netas de 6xido nitroso el 28,5 % de las emisiones totales nacionales, las de
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diéxido de carbono el 21,1% y las de HFCs y SF6 representan el 0,3%
(Figura 2).

= CO,
= CH,
= N,0

HFC-134a

HFC-125

HFC-143a
HFC-32

HFC-23

= HFC-1523

Figura 2. Contribucion de emisiones por gas, 2014, GWP100 aAr2 (MVOTMA,
2017)

Las categorias con mayor proporcion de emisiones, sin considerar
remociones, fueron: fermentacion entérica (Sector AFOLU) con el 45,0 % de
las emisiones nacionales, seguido por las emisiones directas de N2O de
suelos gestionados (Sector AFOLU) con un aporte del 22,0 % de las
emisiones nacionales, la quema de combustibles en el transporte (Sector
Energia) con el 10,9 % de las emisiones nacionales y emisiones indirectas
de N20 de suelos gestionados (Sector AFOLU) con un aporte del 5,5 %.

Utilizando la meétrica GTPioo ars, las emisiones netas de Uruguay,
debido a la elevada participacion del CHs4, descienden muy
significativamente en CO: eq (reduccion del 81 %) y las emisiones netas del
pais descienden un 55 % comparado con las emisiones registradas con la
métrica GWP100 arz2 (Figura 3). El sector AFOLU gener6 el mayor aporte a
las emisiones totales de acuerdo con la métrica GTP 100 Ars (Sin considerar
las remociones) con un 58,0 %, seguido del sector Energia con el 37,7 %, el
sector Procesos Industriales con el 2,7 % y finalmente Desechos con el 1,7
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%. El GWP100 Arz indica que el CH4 es el principal gas emitido, mientras que
el uso de la métrica del GTP1oo ars Sefiala que el principal gas de efecto
invernadero en Uruguay es el N20. Este representa el 41,2 % de las
emisiones, seguido del CO2 (40,4 %) y el metano (18,3 %) y en menor
proporcion los HFC y el SF6 (menor al 1 %). Las categorias con mayor
incidencia en las emisiones utilizando la métrica GTP son: emisiones
directas de N20 de suelos gestionados (31,8 %); transporte (20,7 %),
fermentacién entérica (16,4 %) y las emisiones indirectas de N20 de suelos

gestionados (8,0 %).

- CO,

= CH,

= N,0
HFC-134a

= HFC-125

= HFC-143a

= HFC-32

= HFC-23

®m HFC-152a

= HFC 227ea

Figura 3. Contribucion de emisiones por gas, 2014, GTP100 ars (MVOTMA,
2017)

A lo largo de la serie 1990-2014, el principal GEI con respecto a

emisiones es el metano de acuerdo con la métrica GWP100 ar2 ¥ €l 6xido

nitroso segun la métrica GTP100 ARs.
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1.2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.2.1. Hipétesis

La orina excretada por bovinos en condiciones de pastoreo aumenta la
disponibilidad de N en el suelo, favoreciendo las emisiones de N20. La
aplicacion al suelo de inhibidores de la nitrificacion contribuye a mitigar las
emisiones de N20.

1.2.2. Objetivo general

Contribuir al proceso de intensificacion sostenible de la produccion
ganadera nacional a través del estudio de las emisiones de N20 derivadas
de la deposicién de orina bovina y de posibles estrategias de mitigacion
vinculadas con la calidad de la pastura y al uso de inhibidores de las
emisiones de N20.

1.2.2.1. Objetivos especificos

Cuantificar el efecto de dos dietas pastoriles de niveles proteicos
contrastante sobre las emisiones de N20 derivadas de las

deposiciones de orina bovina.

Cuantificar el efecto de un inhibidor del proceso de nitrificacion sobre

emisiones de N20 derivadas de deposiciones de orina bovina.

Identificar el efecto de variables fisicoquimicas del suelo (pH, humedad,

temperatura, NOs  y NH4*) en las emisiones de N20.

Determinar el efecto de la aplicacion de orina y un inhibidor de la
nitrificacion sobre cambios en la estructura en la comunidad de
bacterias del suelo (gen ADNr 16S).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. UBICACION DEL EXPERIMIENTO

El trabajo experimental se llevd a cabo desde julio 2013 hasta julio
2014 en la estacion experimental de INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay,
sobre suelos del tipo Brunosol éutrico. Se instalaron dos sitios
experimentales: una pastura nativa degradada de bajo contenido proteico
(PBN), dominado por gramilla (Cynodon dactylon) y otra sobre una mezcla
de Festuca (Festuca arundinacea Pers.) y Alfalfa (Medicago sativa L.), de

alto contenido proteico (PAN).

Los analisis iniciales de suelo y pastura para los sitios experimentales
(PBN y PAN) se observan en la Cuadro 2.

Cuadro 2. Analisis de suelo y pastura de los sitios PBN y PAN

Sitio PBN | PAN
pH (Hz0) 59 | 58
N (%) 04 | 0,2
C.0rg (%) 48 | 2,7

N-NOs (ug N/g) | 20,7 | 8,0
N-NHa (ug N/g) | 22,1 | 14,9
Bray | (ug P/g) 40,4 | 38,9
N Pastura (%) 1,59 | 3,14

2.2. DISENO EXPERIMENTAL Y TIPO DE CAMARA UTILIZADA

En cada experimento se utilizé un disefio estadistico de bloques
completos al azar con cuatro repeticiones y tres tratamientos. LoOS
tratamientos aplicados fueron: Control sin aplicacion de orina (Control),
aplicacion de orina colectada de bovinos bajo pastoreo (Orina), y aplicacion
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de orina colectada con el agregado del inhibidor de la nitrificacion,
diciandiamida (Orina+DCD) a una dosis de 10 kg ha™*.

Para las mediciones de N20 se utilizd la metodologia de camaras
estaticas de flujo cerrado (De Klein et al, 2012). En cada camara se realiz6
muestreos de gases durante un afio. Cada camara (Figura 4, A) posee una
parcela contigua (Figura 4, B) sobre la cual se aplicaron los mismos
tratamientos y se utilizé para obtener muestras de suelos y de la parte aérea
de la pradera para el andlisis de parametros fisicoquimicos. En ambos
ensayos se monitored el suelo a 15 cm de profundidad, utilizando un sensor

de temperatura (ECT- Decagon Service) y humedad (Ec-5, Decagon

Service) (Imagen 1, C)

Figura 4. Disefio de las parcelas

Las camaras fueron construidas en acero inoxidable siguiendo el
protocolo sugerido por Rochette y Eriksen-Hamel (2008). Las camaras
constan de dos partes: 1) base de 40 cm de diametro con borde acanalado
de 2 cm de ancho la cual se inserta 10 cm en el suelo (Figura 5 A); y 2), tapa
de 40,5 cm diametro y 25 cm de altura (Figura 5 B). La tapa cuenta, con una
septa de goma (Figura 5 C) a través de la cual se obtienen las muestras
gaseosas. Las camaras estan forradas con una membrana aislante de

espuma de polietileno. El disefio de las cAmaras aseguro una superficie de
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aplicaciéon de los tratamientos de 1256 cm? y un volumen de muestreo de

gases de 31415 cm?.

Figura 5. Disefio de las camaras para muestreo de gases.

2.3. COLECTA Y ANALISIS DE ORINA

La orina se colecté de vacas hembras de raza carnicera, las cuales
fueron asignadas previamente a pastoreo en ambos sitios experimentales,
PBN y PAN, por un periodo de al menos 7 dias para asegurar que la
excrecion de orina correspondia a la pastura ingerida. Una vez recolectados
los litros necesarios para aplicar segun los tratamientos en las camaras y
parcelas, se tomaron cinco submuestras de orina de 100 mL. A cada
submuestra se le agregd 5 mL de &cido sulfirico con el objetivo de
inmovilizar el N de la muestra y se analiz6 su contenido de N por el método
de Kiejdhl (Cuadro 3). En cada camara se agregdé 1 L de orina asegurando

cubrir toda la superficie.

Cuadro 3. Contenido de N de la orina colectada de cada sitio experimental.

Sitio N (%)
Orina PBN 0.52
Orina PAN 0.44
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2.4. MUESTREO DE N20

La colecta de muestras gaseosas en las camaras comenz6 el dia 25 de
julio, inmediatamente luego de aplicados los tratamientos. En cada evento
de muestreo, se colectaron tres muestras en cada camara: al tiempo 0, a los
20 minutos y a los 40 minutos. Los muestreos se realizaron manualmente a
través de la septa de la tapa de la camara utilizando una jeringa. Cada
muestra fue de 10 mL y se guardaron sobrepresurizadas en viales de 6 ml
previamente evacuados (exetainer, Labco), durante el primer mes las
muestras se colectaron tres veces por semana, durante las siguientes tres
semanas se realizaron dos muestreos por semana, para luego continuar con
un muestreo mensual hasta completar el afio.

La concentracion de N20 de las muestras gaseosas obtenidas en ambos
ensayos fueron determinadas en un cromatografo de gases (Agilent, modelo

7890), equipado con un detector de captura electrénica (ECD).

2.5. CALCULO DEL FLUJO DIARIO, ACUMULADO DE N20 y FACTOR
DE EMISION

El flujo de emisibn de N20 para cada dia de muestreo se calculo
utilizando el paquete HMR (Pedersen et al., 2010), en el software R, basada
en la ecuacion de flujo desarrollada por Hutchinson y Mosier (1981),

utilizando la siguiente relacion para calcular el flujo de N20O desde el suelo.
Fo=V x (€1 —C€0)?+ [Ax T1 x (2 x €1 — €2 — €3)]xIn[(C1 - €0) + (€2 - C1)]
Donde Fo es el flujo al tiempo 0, V es el volumen de la camara (L), A es

la superficie de la camara (m?); C0O, C1, C2 son las concentraciones de gas

de la camara (ppm (V)) en el tiempo 1, 2, 3 respectivamente, y T1 es el

intervalo entre los puntos de muestreo (minutos).
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Condicion: [(€1—€0) + (€2 —-€1)] =1

El flujo acumulado se calcul6 mediante la integral de todos los valores
de flujo hasta los 60 dias después de la aplicacion de los tratamientos para
cada experimento utilizando el método de integracion trapezoidal. Se realiz6
utilizando la funcion suma-producto en una planilla Excel en igual periodo de
tiempo para todos los tratamientos (Berger et al., 2011).

El factor de emisién del N20 (FE, %) para la orina se calculo utilizando

la siguiente ecuacion:

FE= [(N-N20orina - N-N2Ocontrol) / N-Aplicad0orina] X 100

Donde, N-N20orina €S el flujo acumulado desde las manchas de orina, N-
N2Ocontrol €S el flujo acumulado desde el suelo sin la aplicacion de los
tratamientos y N-Aplicadoorina €S la concentracion de N de la orina aplicada al

suelo.

2.6. ANALISIS DEL SUELO Y LA PASTURA

Las muestras de suelo se obtuvieron durante los mismos dias de los
muestreos de gases en las parcelas contiguas a cada camara a una
profundidad de 15 cm. Los analisis fueron realizados por el laboratorio de
analisis de suelos, plantas y agua de INIA La Estanzuela. Las mismas fueron
analizadas para NHs* mediante extracciébn por KCL y colorimetria, NOs’,
mediante potenciometria utilizando un electrodo de actividad especifica y pH
del suelo utilizando un buffer de acetato de calcio a pH 7 y determinando la
acidez midiendo el pH de equilibrio del suelo. Ademas, de cada parcela se
obtuvo una muestra de la pastura y se cuantificé su contenido de materia
seca y de N. Tanto para los analisis de suelo y de pasturas se muestrearon
los dias: 1, 14, 28, 78, 145, 208, 230, 264, 310, 340.
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2.7. ANALISIS DE LA ESTRUCTURA MICROBIANA DEL SUELO

La estructura de la comunidad microbiana se determiné mediante la
técnica DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) de fragmentos del
gen ADNr 16S. Estas determinaciones fueron realizadas directamente a
partir del ADN extraido de muestras de suelo (profundidad 15 cm) de cada
parcela correspondientes a los dias 1 (T1), 15 (T2), 30 (T3) y 45 (T4) de

comenzado los experimentos.

2.7.1. Extraccion de ADN y amplificacion del gen ADNr 16S

La extraccion de ADN se realizo utilizando el kit “Soil Power DNA
Isolation kit” (Laboratorios MoBIO). Se evaluo la concentracion y pureza del
ADN obtenido midiendo la absorbancia a 260, 280 y 320 nm utilizando el
equipo "NanoDrop 8000" (Thermo Scientific) y se verific6 su integridad
mediante geles de agarosa al 1%.

A partir del ADN purificado se realizaron amplificaciones del gen ADNr
16S utilizando cebadores especificos para el dominio bacteria (Cuadro 4). El
gen ADNr 16S posee regiones conservadas y otras menos conservadas o
hipervariables (V1-V9), que se utilizan para estudios filogenética vy

taxonomia.

Cuadro 4. Cebador utilizado en la reaccion de PCR.

Primer Secuencia Referencia
16S FO984GC* GC-AACGCGAAGAACCTTAC Heuer et al.,
ADNr 1997
R1378 |CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG

*GC_clamp: CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGEG.

Las amplificaciones se realizaron en un volumen final de 25 ul,

contenido en 1X PCR buffer, 1 U Tag polimerasa, 0,2 mM de cada uno de
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los cuatro dNTP, 3,0 pug de MgCI2, 0,4 ug de cada primer y 0,4 pl de sero-
albumina bovina (BSA) y 1 ug del ADN extraido. Los productos de PCR se
analizaron en geles de agarosa al 2%. Las condiciones de PCR consistié en
un paso de desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, hibridacion a 53°C por 1 min y

extension a 72°C por 2 min, y una extension final a 72°C por 10 min.

2.7.2. Analisis de patrones de bandas (DGGE)
Los productos de PCR se analizaron mediante DGGE (DGGE 2499,

C.B.S Scientific), en geles de acrilamida-bisacrilamida (9%) que contenian

un gradiente lineal de agentes desnaturalizantes urea - formamida (70-
50%).La corrida electroforética se realiz6 por 21 horas, a una temperatura de
60°C a 70 volts, utilizando un buffer TAE 0,5 X. Como marcador de la
migracion se utilizd una mezcla de amplicones del ADNr 16S de las cepas
Bacillus aryabhattai, Bacillus thuringensis, Serratia sp, Streptomyces sp.,
Bradyrhizobium elkanii, Pseudomona sp y Bacillus sp. Los geles se
revelaron utilizando Gelred (Biotium) por 30 minutos y se fotografiaron bajo
un transiluminador de luz ultraviolata (software CareStream). En la Figura 6,
se visualiza los patrones de bandas generados en el DGGE, donde se puede
observar, como un ejemplo, el disefio de un gel, donde P representa el sitio
(PBN), IV y | representan dos tiempos de muestreo, C, O y C+l, representan

los tratamientos utilizados y M representa el marcador de migracion.

Figura 6. Disefio y Patrones de bandas generadas en el DGGE.
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2.7.2.1. Analisis multivariado

Los patrones de bandas de los geles de DGGE fueron generados
utilizando el software Bionumerics versién 7,5 (Applied Maths), generando
matrices de ausencia (0) y presencia (1) de bandas. Para el célculo de
similitudes de las matrices generadas a partir de los tratamientos de la PBN
y PAN, se utiliz6 como coeficiente la correlacién de Pearson y se utilizd el
algoritmo Ward para construir los dendrogramas (Boon et al., 2002, Aboim et
al., 2008). La matriz de distancias generada se visualizé mediante un
analisis de coordenadas principales, utlizando el software INFOSTAT
version 2017 (Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. URL

http://www.infostat.com.ar).

2.7.2.2. indices de diversidad

El indice de indice de Shannon-Wiener (H) fue calculado utilizando la
curva densimétrica de cada banda. La intensidad de la banda fue reflejada
como la altura maxima en la curva densimétrica (Software PAST
(http://folk.uio.no/hammer/past/).

H=-Z (ni/ N) log (ni / N)

En esta formula, “ni” representa el maximo de la altura de la curva y “N”

es la suma de todas las alturas de las curvas densiométricas

2.8. ANALISIS ESTADISTICO

Cada sitio experimental fue analizado independientemente. Los efectos
de los tratamientos en cada sitio sobre el NHs*, NO3s y pH del suelo,
contenido de N y materia seca vegetal se compararon realizando un
ANOVA. Las comparaciones de medias de los tratamientos se realizaron a

través de un analisis post-hoc (LSD Fischer) (p>0,05).
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Para entender el efecto de los tratamientos sobre los flujos de N20 se
realiz6 un andlisis de componentes principales (ACP), utilizando las
variables del suelo NOs , NH4*; pH; nitrégeno (N, %), y las variables de la
pastura materia seca (MS, kg/ha), N (%).

Para el ANOVA y el analisis multivariado se utilizo el programa

estadistico InfoStat version 2017.
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3. RESULTADOS

3.1. DATOS METEREOLOGICOS

3.1.1. Precipitacion y temperatura

Los datos de temperatura del aire y de las precipitaciones fueron
obtenidos a partir de la base de datos de la Unidad de Meteorologia de INIA
La Estanzuela. Durante el afio en que se realizaron los muestreos de gases
las precipitaciones alcanzaron un total de 1250 mm y la temperatura
promedio fue de 18,3 °C (Figura 7). En los primeros 80 dias, la lluvia
acumulada fue de 266 mm, registrdndose dos episodios de lluvias superiores
a 40 mm durante los dias experimentales 49 y 58. La temperatura promedio
de esta primera etapa fue de 12,1 °C.
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Precipitacion Acumulada

temperatura

Figura 7. Temperatura y precipitaciones (Fuente. GRAS, 2016)

3.1.2. Contenido volumétrico de agua y temperatura del suelo

A partir de los datos obtenidos desde los sensores instalados en cada sitio
experimental (PBN y PAN), se determin60 que el valor promedio del
contenido volumétrico de agua del suelo para el sitio PBN durante los

primeros 80 dias fue de 41%, con un maximo de 47% y un minimo de 33%,
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mientras que la temperatura promedio del suelo fue de 16,2°C y varié entre
9,6°Cy 24°C (Figura 8).

PBN
100 ~ - 40
80 . = 30
= B0 -+
= - 20 e
40 - @
20 A - 10
0 0
O O T OO OO OWw st~ 0O~ WOWw o O 0
0T WM~~~ OO OO — N WO — N O O
FFFFFF [aN Bt BN oV BN oV BN o BN o5 BN o8 |
Dias
Contenido volumetrico de agua (% ) = Temperatura (°C)

Figura 8. Evolucidn del contenido de agua volumétrico y temperatura del

suelo durante el periodo experimental para PBN.

En el sitio PAN (Figura 9) el contenido volumétrico de agua del suelo
fue de 29% con un maximo de 40,2% y minimo de 19,7%. La temperatura

promedio del suelo fue de 16,2°C y vari6 entre 6,4°C y 19°C.
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Figura 9. Evolucion del contenido de agua volumétrico y temperatura del
suelo durante el periodo experimental para PAN.
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3.2 NH4", NOs, N TOTAL Y pH DEL SUELO

Los cambios en la concentracion de N-NH4* del suelo en los sitios
experimentales PAN y PBN se observan en las figuras 10 y 11,
respectivamente. En el experimento PAN, tanto la aplicacién de orina como
la aplicacion de Orina+DCD produjeron un incremento en las
concentraciones de N-NH4* en el suelo. Entre los dias 0 y 14 después de
aplicados los tratamientos, la concentracion de N-NH4* del suelo aument6 de
15,7 a 129,5 pg N-NH4*/g de suelo en el tratamiento Orina, y de 25,41 a 185
Mg N-NH4*/g de suelo en Orina+DCD. No se observaron cambios en la
concentracion de N-NH4* en el suelo en el tratamiento Control en la PAN. Se
observaron diferencias estadisticas (P<0,05) entre los tratamientos Orina y
Orina+DCD vy el tratamiento Control en el dia 14 y entre el tratamiento
Orina+DCD Yy el tratamiento control en el dia 28 después de la aplicacion de
los tratamientos. El efecto inhibitorio sobre la nitrificacion del DCD favorecio
el aumento de la concentracion NHs* en el suelo en un 30,1 % respecto al
tratamiento en que solo se aplicé orina. La concentracion de N-NH4* en el
ensayo PAN de los tratamientos Orina y Orina+DCD regreso a valores
similares al tratamiento Control aproximadamente a los 78 dias después del

inicio del ensayo.
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Figura 10. Concentracion de N-NH4* en suelo del sitio experimental PAN
para los tratamientos Control, Orina y Orina + DCD. Cada punto representa

la media de cuatro replicas para cada muestreo y las barras de error
corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas

entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).

En el sitio PBN la concentracion de N-NH4* en el suelo aumento con la
aplicacion de Orina. En el tratamiento donde solo se aplicé Orina aumento
de 17,9 a 169,5 pug N-NHs*/g de suelo desde el dia O al 14 y en el
tratamiento Orina+DCD aumento de 27,4 a 243,7 ug N-NHs*/g de suelo
desde el dia 0 al 14. Ademas, se observo en el ensayo PBN que en el dia 14
los tres tratamientos fueron estadisticamente diferentes (P<0,05) y en el dia
28 los tratamientos Orina+tDCD y el tratamiento control fueron
estadisticamente diferentes. (P<0,05). Al igual que en el ensayo PAN en el
ensayo PBN, no se observaron cambios en la concentracion de N-NHs* en el
suelo en el tratamiento control durante el periodo donde se realizaron las
mediciones. El efecto inhibitorio de la nitrificacion del DCD en el ensayo PBN
produjo que la concentracion de N-NH4* en el suelo aumentara en un 30,1 %
en el tratamiento Orina+DCD con respecto al tratamiento que solo se le
aplico orina. Ademas, se observo que las concentraciones de N-NH4* de los
tratamientos Orina y Orina+DCD para el ensayo PBN regresaron a valores

35



similares al tratamiento control a los 78 dias después de la aplicacion de los

tratamientos.

PBN
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Figura 11. Concentracion de NH4* del suelo de la PBN tratados con Control,

Orina y Orina + DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas

para cada muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion
estandar. * indica diferencias estadisticas entre los tratamientos segun test

de LSD Fisher (p<0,05).

Los cambios en la concentracion de N-NOsz en los sitios
experimentales PAN y PBN se observan en las figuras 12 y 13,
respectivamente. A partir de los resultados obtenidos en el ensayo PAN, se
pudo observar que la aplicacion de la orina sin el inhibidor de la nitrificacion
produjo que la concentracion de N-NOs™ en el suelo aumentara antes que en
el tratamiento donde se aplicé Orina+DCD. La concentracion de N-NOz en el
suelo del tratamiento Orina aumento de 13,11 ug N-NOs/ g de suelo a 49,20
pug N-NOs7/ g de suelo desde el dia 0 al dia 14, en cambio, la aplicacion de
Orina con inhibidor de la nitrificacion (Orina+DCD), retraso la transformacion
NH4* a NOs en el suelo, observandose que la concentracion de N-NOs™ en el
suelo durante los primeros 28 dias fue similar al tratamiento control. La
mayor concentracion de N-NOs™ en el suelo para el tratamiento Orina+DCD

fue a los 78 dias, con una concentracion de 72,71 pug N-NOs/ g de suelo. En
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el ensayo PAN se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre el
tratamiento Orina y los tratamientos Control y Orina+DCD en el dia 14 y
entre los tratamientos Control y Orina el dia 28. Ademas, se observé que las
concentraciones de N-NOs en el suelo de los tratamientos Orina y
Orina+DCD en el ensayo PAN regresaron a valores similares a los iniciales
aproximadamente a los 145 dias después de la aplicacion de los

tratamientos.
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Figura 12. Concentracion de NOs™ para los suelos de PAN tratados con Orina

y Orina+DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada

muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar. *

indica diferencias estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD
Fisher (p<0,05).

El efecto de la aplicacibn de Orina con y sin el inhibidor de la
nitrificacién sobre la concentracion de N-NOs™ en el suelo en el ensayo PBN
siguio una tendencia similar a lo observado en el ensayo PAN. En la PBN se
observé que la aplicacién al suelo de Orina sin el DCD produjo que la
concentracion de N-NOs™ en el suelo aumentara antes que en el tratamiento
donde se aplico la orina junto al inhibidor de la nitrificacién. La concentracion
de N-NOs en el suelo en el tratamiento Orina aumento de 18,8 ug N-NOs/ g
de suelo a 42,83 pg N-NOs/ g de suelo desde el dia 0 al dia 14, llegando a
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su maxima concentracion el dia 78 con 67,5 pug N-NOs/ g de suelo. En
cambio, en el tratamiento Orina+DCD, la aplicacion del inhibidor de la
nitrificacion retraso la transformacion NH4* a NOs™ en el suelo, observandose
que la concentracion de N-NOs™ en el suelo durante los primeros 28 dias

fueron similares al tratamiento control.
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Figura 13. Concentracion de NOs™ para los suelos PBN tratados con Orina y

Orina+DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada

muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar. *

indica diferencias estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD
Fisher (p<0,05).

La mayor concentracion de N-NOs en el suelo para el sitio PBN se
obtuvo en el tratamiento Orina+DCD el dia 78, con una concentracion de
87,7 ug N-NOs/ g de suelo. Se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre el tratamiento Control y Orina el dia 14, y entre
el tratamiento Control y Orina+DCD el dia 78. Ademas, se observo que las
concentraciones de N-NOs en el suelo de los tratamientos Orina y
Orina+DCD en el ensayo PBN regresaron a valores similares a los iniciales
aproximadamente a los 145 dias después de la aplicacion de los

tratamientos.
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El efecto la aplicacion de Orina y de Orina+DCD sobre el pH del suelo
en el sitio PAN y PBN se observan en las figuras 14 y 15, respectivamente.
En el ensayo PAN la aplicacién al suelo de orina con y sin el inhibidor de la
nitrificacion produjo que el pH del suelo aumentara, a diferencia del
tratamiento Control donde el pH disminuyo. En el ensayo PAN el pH del
suelo del tratamiento Orina aumento de 5,8 a 6,0 desde el dia 0 al 14, en
cambio la aplicacion de Orina mas el DCD provoco que el pH del suelo
aumentara mas que en el tratamiento donde solo se aplicé orina, pasando
de 5,8 a 6,1 desde el dia 0 al 14, observandose diferencias estadisticas
entre los tratamientos Control y Orina+DCD el dia 14. El pH del suelo de los
tratamientos Orina y Orina+DCD del ensayo. PAN llegaron a valores
similares al tratamiento control después de dia 28 desde de la aplicacion de

los tratamientos al suelo.

—o— Control
——Orina
—&—Orina+DCD
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0 50 100 150 200 250 300 350
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Figura 14. pH del suelo del ensayo PAN tratados con Orina y Orina + DCD.

Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada muestreo y las
barras de error corresponden a la desviacién estandar. * indica diferencias

estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).
En el ensayo PBN, las variaciones en el pH del suelo siguieron una

tendencia similar a lo observado en el ensayo PAN. En el ensayo PBN el pH

del suelo del tratamiento Orina aumento de 5,8 a 6,01 desde el dia 0 al 14,
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en cambio la aplicacién de Orina mas el DCD provoco que el pH del suelo
aumentara mas que en el tratamiento donde solo se aplicé orina, pasando
de 5,7 a 6,2 desde el dia 0 al 14. Ademas, en el ensayo PBN se observo en
el dia 14 que los tres tratamientos fueron estadisticamente distintos
(P<0,05). Ademas, se observé que el pH del suelo de los tratamientos Orina
y Orina+DCD del ensayo PBN llegaron a valores similares al tratamiento

control después de dia 28 desde de la aplicacion de los tratamientos al

suelo.
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Figura 15. pH del suelo del ensayo PBN tratados con Orina y Orina + DCD.
Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada muestreo y las
barras de error corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias

estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).

No se observd un efecto de la aplicacion de Orina y de Orina mas el
inhibidor de la nitrificacion sobre el contenido de N total del suelo tanto en el
ensayo PAN y PBN (figuras 16 y 17, respectivamente). El nitrégeno total
promedio en la PAN durante los primeros 145 dias fue de 0,29%, en cambio
en la PBN el nitrégeno total del suelo en promedio tuvo un valor aproximado
de 0,44%. Si se observé un aumento del N total (%) del suelo tanto para el

PAN y la PBN, desde la primera medicion al 14 después del inicio del
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ensayo, el aumento en la concentracion de N del suelo fue independiente a

la aplicacion de Orina y del inhibidor de la nitrificacion al suelo.
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Figura 16. Nitrogeno total (%) del suelo de PAN tratados con Orina y Orina +

DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada

muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 17. Nitroégeno total (%) del suelo de PBN tratados con Orina y Orina +

DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada

muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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3.3. CONTENIDO DE NITROGENO Y RENDIMIENTO DE LA PASTURA

El contenido de N de la pastura de los sitios experimentales PAN y PBN se
observa en la figura 18 y 19, respectivamente. El contenido promedio inicial
de N en PAN, fue 3,4 %. La aplicacion de Orina y Orina+DCD produjeron un
aumento en el contenido de N% de la pastura. El contenido inicial de la PAN
fue de 2,9 % de N en el tratamiento Orina y la aplicacion de esta provoco
que aumentara a un 3,5 % de N al dia 14, llegando a su maximo el dia 28
con un contenido de 4,4% N. La aplicacion de Orina+DCD en la PAN produjo
una disminucion en el contenido de N de la pastura, la PAN tuvo un
contenido inicial de N de 3,4%, y después de la aplicacién de la Orina+DCD
disminuyo a 2,7% de N. A partir del dia 14 comenz6 a aumentar el contenido
de N, llegando a su maximo el dia 28, con un contenido de N de 4,4%. En la
PAN fueron estadisticamente distintos (P>0,05), el tratamiento Control a los
tratamientos Orina y Orina+DCD el dia 28 después de ampliacion de los

tratamientos.
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Figura 18. Nitrégeno (%) de la pastura del sitio PAN tratadas con Orina y

orina + DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada
muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar. *

indica diferencias estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD
Fisher (p<0,05).
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El contenido de N (%) promedio al inicio del ensayo de la PBN, la cual
se encontraba dominada por Cynodon dactylon, fue de un 1,5 %. En el dia
14 después de la aplicacion de los tratamientos se observd un aumento en el
contenido de N % en los tres tratamientos, el mayor contenido de N (%) se
observo en el tratamiento Orina+DCD, con un valor de 3,1 %, el cual fue
estadisticamente diferente (P>0,05) al tratamiento Orina, quien fue el que
presento un menor contenido de N con un 2,2 %. Los mayores contenidos
de N en la PBN se observaron en el dia 78 con una concentracion de 4,17%
y 4,16% para los tratamientos Orina+DCD y Orina respectivamente, siendo
estadisticamente diferentes al tratamiento Control (P>0,05), que presenté un
contenido de N de 3,2%. Aproximadamente después de 4 meses el
contenido de N de la PBN de los tratamientos Orina y Orina+DCD

regresaron a valores similares al del tratamiento Control.
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Figura 19. Nitrogeno (%) de la pastura del sitio PBN tratadas con Orina y

Orina+DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para cada
muestreo y las barras de error corresponden a la desviaciéon estandar. *

indica diferencias estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD
Fisher (p<0,05).
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El efecto de la aplicacion de Orina con y sin la aplicacion del inhibidor
de la nitrificacion sobre el rendimiento de la PAN y la PBN se observa en la
figura 20 y 21 respectivamente. No se observd una respuesta de la
aplicacion de Orina y Orina+DCD sobre el rendimiento (kg MS* ha') tanto en
la PBN como en la PAN. El rendimiento de la PAN fue mas variable que en
la PBN, el maximo rendimiento para la PAN fue a los 78 dias, y sus
rendimientos variaron entre 492 a 616 kg MS* hal, en cambio en la PBN
durante los primeros 78 dias el rendimiento se mantuvo mas constante,
variando entre 315 a 386 kg MS* ha'. El rendimiento maximo de la PAN fue

en un 37,7% mayor que el rendimiento maximo de la PBN.
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Figura 20. Rendimiento (kg MS/ha) de la PAN para los tratamientos Control,
Orina y Orina+DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para

cada muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 21. Rendimiento (kg MS/ha) de la PBN para los tratamientos Control,
Orina y Orina+DCD. Cada punto representa la media de cuatro replicas para

cada muestreo y las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

3.4. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LAS VARIABLES
DEL SUELO Y DE LA PASTURA

Las relaciones entre las variables de suelo (NOs, NHs*; pH y
nitrdgeno), y de la pastura (nitrdgeno y materia seca, MS) asociadas a cada
tratamiento (C; Control, O; Orina y O+DCD) se compararon mediante un
analisis de componentes principales (ACP) en cada sitio experimental y para
cada dia de medicion.

Para la PBN (Figura 22) el componente principal 1 (CP1) y el
componente principal 2 (CP2) permitieron visualizar un 65 % de la

variabilidad de los datos.
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Figura 22. Analisis de componentes principales para variables del suelo y la
pastura en el sitio experimental PBN. Variables del suelo son el contenido de
N-NOs y N-NHa4*; pH del suelo; N: nitrégeno (%), las variables de la pastura:
MS: materia seca (kg/ha), N: nitrégeno (%). Muestras: representan los
tratamientos, C; Control, O; Orina y O+DCD, cada tratamiento se encuentra

asociado a un dia de muestreo.

En el CP1 (34,4%) se observd una correlacion entre la concentracion
de N-NOs  del suelo y el contenido de N (%) de la pastura, y estas dos
variables se asociaron negativamente al pH del suelo. Ademés, el CP1
permitié agrupar a los tres tratamientos (C, O, O+DCD) en el dia 78 después
de la aplicacién de la orina y el inhibidor de la nitrificacién separandolos del
resto de las mediciones. El CP2 (29,3%) asocio las variables N-NH4* y N (%)
del suelo y las asocié a la MS (kg/ha) de la pradera. Ademas, el CP2
permitié agrupar los datos de los 3 tratamientos desde el dia 1 hasta el dia
145 de medicion (con excepcion del dia 78) después de la aplicacién de los
tratamientos. El CP2, ademas, permitié agrupar los datos de los tratamientos
para mediciones posteriores a los 145 dias.

En el sitio experimental PAN (Figura 23) tanto el CP1 como el CP2
permiten explicar el 69,5 % de la variabilidad de los datos. EI CP1 (44,3%)
permitié asociar positivamente el N (%) y el contenido de NOs™ del suelo con
el contenido de N y la MS de la pastura, mientras que las asocio
negativamente al pH del suelo. Ademas, el CP1 permitio agrupar a los tres
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tratamientos (C, O, O+DCD) en el dia 78. EI ACP permitié agrupar los datos
de los 3 tratamientos desde el dia 14 hasta el dia 145 de medicion en el
CP1, con excepcion de los datos de los tratamientos del dia 231 y el
tratamiento O+DCD del dia 1. ElI CP2 (25,2%) del ACP de la PAN asocio el
N y la MS de la pastura, y las asocio al pH y a la concentraciéon de NH4* del
suelo. Ademas, permitié separar el punto del tratamiento O+DCD del dia 14

del resto de las mediciones.
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Figura 23. Analisis de componentes principales para variables del suelo y la
pastura en el sitio experimental PAN. Variables del suelo son el contenido de
N-NOs y N-NHa4*; pH del suelo; N: nitrégeno (%), las variables de la pastura:
MS: materia seca (kg/ha), N: nitrégeno (%). Muestras: representan los
tratamientos, C; Control, O; Orina y DCD; Orina+DCD, cada tratamiento se

encuentra asociado a un dia de muestreo.

3.5. EMISIONES DE Nz20

El efecto de la aplicacion de Orina y de Orina+DCD sobre la emision de
N20 en los sitios experimentales PAN y PBN se pueden observar en las
Figura 24 y 25, respectivamente. Solo se observo un pico de emision para el
ensayo PAN asociado a la aplicacion de Orina, en el dia 26 después de la

aplicacion de los tratamientos, con flujos que alcanzaron 177,9 g N-N2O ha
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dia! para el tratamiento Orina y 79,52 g N-N20 ha! dia* para el tratamiento
Orina+DCD. La aplicacién de Orina, con y sin el inhibidor de la nitrificacion
signific6 un aumento en el flujo de N2O desde el suelo, pero el uso del
inhibidor permitié disminuir las emisiones con respecto al tratamiento orina
en un 55.3 % el flujo de N20 en el dia 26 para el ensayo PAN. No se
observaron picos de emision para el tratamiento control en la PAN, las
emisiones desde el tratamiento Control fueron un 94,5% y 93,3% menor
respectivamente que los tratamientos Orina y Orina+DCD para el dia 28 de

muestreo, que fue el dia donde observé el maximo flujo de N20O en la PAN.
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Figura 24. Emisiones de N20 desde el sitio experimental PAN para los
tratamientos Control, Orina y Orina+DCD. Las barras de error corresponden

a la desviacion estandar.

A partir de los flujos de N20 obtenidos desde la PBN, se observaron 3
picos de emision asociados a la aplicacion de Orina y Orina+DCD, que
corresponden a los dias 9, 28 y 47 después de la aplicacion de los
tratamientos, los flujos de N20 el dia 9 alcanzaron valores de 66,6 g N-N20
ha' dia! para el tratamiento Orina y 100,9 g N-N20 ha?! dia?! para el
tratamiento Orina+DCD, el segundo pico de emision (dia 28) los flujos de

N20 alcanzaron valores de 400,6 g N-N20 ha! dia! para el tratamiento Orina
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y de 332,4 g N-N20 haldia?! para el tratamiento Orina+DCD, y el tercer pico
de emision de N20O (dia 47) registro flujos que alcanzaron 252,23 g N-N20
ha dia* para el tratamiento Orina y de 206,67 g N-N20 ha dia! para el
tratamiento Orina+DCD. La aplicacién de Orina, con y sin el inhibidor de la
nitrificacion significo un aumento en el flujo de N2O desde el suelo, pero el
uso del inhibidor en el ensayo PBN permitié disminuir las emisiones con
respecto al tratamiento Orina en un 18% y 18,3% los dias 28 y 47
respectivamente, después de la aplicacion de los tratamientos. No se
observaron picos de emision para el tratamiento Control en la PBN, las
emisiones de N20 del tratamiento control desde la PBN fueron 87,1% y
84,2% menor que los tratamientos Orina y Orina+DCD respectivamente para
el dia de maximo flujo de N20O (dia 28).
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Figura 25. Emisiones de N20 desde la PBN tratada con Orina y Orina +

DCD. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

El flujo acumulado de N20 calculado a partir de los datos de las
emisiones de N20 obtenidos durante un afio de mediciones tanto para la
PBN y PAN se observan en la figura 26 y 27 respectivamente. De los
resultados obtenidos del calculo del flujo acumulado de N:20, se puede

observar que el flujo de N20O desde la PBN y la PAN fue mayor en el
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tratamiento Orina, lo que indica que la aplicacion de orina produce un
aumento del flujo acumulado de un 24,2% para la PAN y de un 31,2% en el
PBN.
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Figura 26. Flujo Acumulado de N20 durante un periodo de 60 dias en la PBN
tratados con Orina y Orina+DCD. Las barras de error corresponden a la

desviacion estandar.

La aplicacion del inhibidor de la nitrificacion (DCD) junto a la orina
produjo una disminucién del flujo acumulado de N2O de un 31% para la PAN
y de un 32% en la PBN. En ambos ensayos (PBN y PAN) no se observaron

diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.
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Figura 27. Flujo Acumulado de N20 durante un periodo de 60 dias en la PAN
tratados con Orina y Orina+DCD. Las barras de error corresponden a la

desviacion estandar.

El factor de emision calculado para los sitios PBN y PAN se observan en la
Figura 28. Los resultados fueron obtenidos a partir de los datos del flujo
acumulado a los 60 dias, el factor de emision del tratamiento Orina del sitio
PBN fue mayor al factor de emision del tratamiento Orina+DCD. Al igual al
sitio PAN el factor de emisién del tratamiento Orina fue mayor al tratamiento
Orina+DCD. Sin embargo, los factores de emision de los tratamientos Orina
y Orina+DCD del sitio PAN fueron menores a los tratamientos Orina y
Orina+DCD del sitio PBN.

Factor de emision N-N20 (%)
Orina Orina+DCD
PBN 0,19 0,10
PAN 0,11 0,04

Figura 28. Factor de emision del N20O para el sitio PBN y PAN después de la
aplicaciéon de Orina y Orina+DCD a los 60 dias después de la aplicaciéon de

los tratamientos.
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3.6. ESTRUCTURA Y DIVERSIDAD BACTERIANA DEL SUELO

El efecto de la aplicacion de Orina y Orina+DCD al suelo sobre la
estructura de la comunidad de bacterias del suelo durante 45 dias, se puede
observar en el dendograma y analisis de coordenadas principales generados
a partir de los patrones de bandas observados en el DGGE, tanto para la
PAN vy la PBN en las figuras 29 y 30, respectivamente. El dendograma
basado en los perfiles del DGGE para el sitio experimental PAN permitio
analizar la estructura de la comunidad de bacterias. Los tratamientos
Control, Orina y Orina+DCD para los tiempos T1 y T2, que corresponden a
los dias 1 y 15 respectivamente, se agruparon en un cliaster con un
porcentaje de similitud de < 75%, y que ademas incluyo al tratamiento Orina
T3 (30 dias). El mismo efecto se observo en el analisis de coordenadas
principales, que también permiti6 agrupar a todos los tratamientos
pertenecientes a los tiempos T1 y T2 y los separ6 de todos los tratamientos
que pertenecian a los tiempos T3 y T4, correspondientes a los dias 30 y 45

respectivamente, con excepcion del tratamiento Orina del T3.
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Para el suelo de la PBN, se analizO también el efecto de los
tratamientos sobre la estructura de la comunidad de bacterias a partir del
dendograma generado analizando los perfiles obtenidos con la técnica
DGGE. En este se observé un clister con un % de similitud < 75 en que
agrupa los tratamientos Control de los tiempos T1, T2 y T3 que
corresponden a los dias 1, 15 y 30 respectivamente, al tratamiento Orina en

los tiempos T1y T2, y al tratamiento Orina+DCD en el T1.
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Figura 29. Efecto de la aplicacion de Orina y DCD sobre la estructura de
bacterias del suelo en la PAN visualizadas como un analisis de coordenadas
principales y dendograma a partir del andlisis de los perfiles del DGGE (gen
16S rRNA). Cada punto representa un tratamiento: Control, Orina y O+DCD,
cada tratamiento se encuentra asociado a un dia de muestreo (T): T1, T2,
T3, T4, que corresponden a los dias 1, 15, 30 y 45 respectivamente.
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Figura 30. Efecto de la aplicacion de Orina y DCD sobre la estructura de

bacterias del suelo en la PBN visualizadas como un analisis de coordenadas

principales y dendograma a partir del analisis de los perfiles del DGGE (gen

16S rRNA). Cada punto representa un tratamiento: Control, Orina 'y O+DCD,

cada tratamiento se encuentra asociado a un dia de muestreo (T): T1, T2,

T3, T4, que corresponden a los dias 1, 15, 30 y 45 respectivamente.

Por otro lado, se agruparon en otro cluster los tratamientos Orina y

Orina+DCD correspondientes al tiempo T3, que se separaron de los T4 de

los tres tratamientos. En el analisis de coordenadas principales para PBN se

observé el mismo efecto que en el dendrograma, donde se separan los T4

de los tres tratamientos del resto de las mediciones.

54



El efecto de la aplicaciéon de Orina y de Orina mas el inhibidor de la
nitrificacion (DCD) sobre la diversidad bacteriana del suelo fue determinada
mediante los indices de dominancia de Simpson y el indice de diversidad de
Shannon-Weiner, tanto para la PAN y la PBN (Cuadro 6).

Cuadro 6. indice de Shannon-Wiener calculado desde la matriz obtenida en

los analisis de los perfiles generados en el DGGE

Sitio | Tiempo |Tratamiento | Shannon H
Control 3,62 a
| Orina 3,66 a
Orina+DCD 3,69 a
Control 3,64 a
1 Orina 3,65a
PAN Orina+DCD 3,57 a
Control 3,40 a
1] Orina 3,47 a
Orina+DCD 3,48 a
Control 3,52b
v Orina 3,53b
Orina+DCD 3,16 a
Control 3,51a
I Orina 3,67 a
Orina+DCD 3,63 a
Control 3,60 a
1 Orina 3,39a
PBN Orina+DCD 3,43 a
Control 3,29 a
11 Orina 3,56 b
Orina+DCD 3,57b
Control 3,23 a
v Orina 3,47 a
Orina+DCD 3,41 a

Letras distintas letras en cada sitio, PAN y PBN, indican diferencias
estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05). T1,

T2, T3, T4, que corresponden a los dias 1, 15, 30 y 45 respectivamente.
En la PAN no se observaron diferencia en los indices de diversidad

durante los primeros 30 dias entre los distintos tratamientos, sin embargo, en

el tiempo 4 (45 dias), se observdé que el indice de diversidad para el

55



tratamiento Orina+DCD fue estadisticamente menor (P<0,05) a los
tratamientos Orina y Control. Para la PBN el indice de diversidad de
Shannon permitio observar diferencias entre los tratamientos, en el T3 (30
dias), donde el tratamiento Control fue estadisticamente menor a los

tratamientos Orina y Orina+DCD.
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4. DISCUSION

Las deposiciones de orina en suelos bajo pastoreo bovino tienen un
importante rol sobre los flujos diarios de N20, y estas se encuentran muy
influenciadas por factores ambientales, afectando la actividad de los
microorganismos y el transporte de gases en el suelo (Cardenas et al.,
2016). En suelos pastoriles el proceso de desnitrificacion se considera la
fuente mas importante en la emision de N20O (Luo et al., 2016). Los factores
que afectan mas rapidamente a la comunidad de desnitrificantes del suelo
son la concentracion de NOgz’, la humedad, la disponibilidad de carbono, la
concentracion de 02 y la temperatura del suelo (Braker et al., 2010). El limite
para que la desnitrificacion pueda ser una fuente en el proceso de
produccion de N20 es de un 60% WFPS, sin embargo, la mayor parte del
nitrégeno de la orina se encuentra como urea (fuente de NH4*), por lo tanto,
cuando la humedad del suelo es menor a un 60% WFPS, la nitrificacion
puede ser una importante fuente de N20O (Carter, 2007).

En la PBN se observaron multiples picos de emisién de N20, a los dias
9, 28 y 47, después de la aplicacion de Orina y Orina+DCD, a diferencia de
la PAN donde solo se observo un pico de emision el dia 28. La posibilidad de
multiples picos de emision de N20 después de la aplicacion de orina ha sido
observado por otros autores (Barneze et al., 2015, Cardenas et al., 2016),
ademas, ha sido reportado después de la aplicacion de fertilizaciones
nitrogenados (Krol et al., 2016, Saggar et al., 2004). En otros estudios,
Marsden et al. (2016), planteo que se puede producir un flujo inicial de N2O
después de la aplicacién de la orina como producto de la nitrificacion, lo que
posteriormente generaria varios picos de emision de N20. Ademas, Luo et al.
(2016), sugieren que la nitrificacion puede tener un importante rol como
fuente de emision de N20 desde suelos bajo pastoreo bovino. En el caso de
la PBN el primer pico de emision de N20 se observo a los 9 dias después de
la aplicacion de los tratamientos, este pudo estar asociado principalmente al

proceso de nitrificacion en el suelo, debido a que las concentraciones de
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NOs  en el suelo todavia no se incrementaban después de la aplicacion de
orina, a la alta concentracion inicial de NH4* en el suelo en la PBN y al
aporte de NH4* producto de la hidrolisis de la urea que se encuentra en la
orina. Ademas, estos resultados concuerdan lo visualizado en el ACP para la
PBN, donde se observd una relacion entre los distintos tratamientos y las
variables N (%) y N-NH4* del suelo, por lo tanto, en este caso el ACP seria
una buena herramienta como método descriptivo de los factores que se
encuentran influyendo en las emisiones de N20 desde el suelo.

Los mayores flujos de N20 obtenidos en este estudio se obtuvieron en
el tratamiento Orina, tanto en la PAN (177,7 g N-N20 ha! dia-') como en la
PBN (400,4 g N-N20 ha dial). En otra investigacion realizada, Zaman y
Blennerhassett (2010) determinaron que las maximas emisiones de N20
asociadas a las manchas de orina fluctuaron entre 380 g N-N20 ha* dia! en
mediciones realizadas en primavera y fueron de 950 g N-N20 ha? dia! en
mediciones realizadas en otofio, ademas De Klein et al. (2011) determiné
que los flujos méaximos de N20 asociadas a las manchas de orina durante el
otofio fueron de 670 g N-N20 ha?! dial. Los flujos maximos de N20 se
observaron en el segundo pico de emision en la PBN (dia 28), y que ademas
coinciden con el pico de emision de la PAN. El flujo de N20 para este dia,
tanto para el PBN como PAN, estaria asociado a un patrén de
precipitaciones (22,3 mm) y a un aumento en la concentracion de NO3z" del
suelo principalmente en el tratamiento donde se aplicé orina sin el inhibidor
de la nitrificacién, estas dos condiciones favorecieron las mayores emisiones
de N20 para este dia. Sin embargo, la emision de N20 de la PAN desde el
tratamiento orina fue un 155,6% menor a la emisiéon de N20 desde la PBN,
las mayores emisiones desde el PBN pueden estar dadas por el mayor
contenido volumétrico de agua y la mayor temperatura del suelo de acuerdo
con los datos obtenidos en la PAN desde los sensores de humedad y
temperatura del suelo. Otro factor que estaria contribuyendo a las mayores
emisiones de N20 desde el PBN son las grandes diferencias observados en

el andlisis suelo realizado para describir las condiciones iniciales de cada
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sitio (PBN y PAN), donde el contenido de materia organica y la
concentracion de N-NOs y N-NHs* del suelo de la PBN, fueron
aproximadamente 100 % mayores a la PAN. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos para cada sitio experimental, Luo et al. (2010) sugieren
que las emisiones de N20 desde pasturas bajo pastoreo se podrian mitigar a
través de un programa de manejo donde se intente evitar o disminuir el
pastoreo en suelos donde exista un alto contenido de agua. Esto podria
reducir las deposiciones de orina sobre suelos con un alto contenido de
humedad, lo que ayudaria disminuir las emisiones de N20. Un aumento en la
humedad del suelo produce un aumento de los sitios con condiciones
anaerodbicas del suelo, por lo tanto, aumentan las emisiones de N20. Sin
embargo, si el suelo presenta condiciones completamente anaerdbicas, se
puede producir una desnitrificacion completa del N, donde la mayoria del
NOs del suelo se transforma hasta N2 (Smith et al., 1998). Por lo tanto, las
fluctuaciones diarias de las emisiones de N20, después de la aplicacion de
la Orina y la Orina+DCD, estan asociadas principalmente a los procesos de
transformacién el N en el suelo (hidrolisis de la urea, transformacion del
NHs* y NOgz) los cuales se encuentran afectados principalmente por la
humedad y la temperatura del suelo (Dalal et al., 2003; Saggar et al., 2004,
Zaman et al., 2009).

La persistencia del DCD en el suelo varia segun la concentracién del
DCD aplicado al suelo y las condiciones ambientales presentes en el sitio
donde se aplicd, siendo la temperatura y la humedad los factores que mas
influyen en su persistencia (Kelliher et al., 2008), ademés de la actividad de
los microrganismos del suelo, los cuales pueden metabolizar el DCD como
una fuente de N (Schwarzer y Haselwandler, 1991). EIl DCD generalmente
se considera activo como un inhibidor de la nitrificacion por
aproximadamente 4 meses (O’Callaghan et al., 2010) y el efecto del DCD
sobre las emisiones de N20 no disminuye con su uso repetido. En un estudio

realizado por De Klein et al. (2011), observé que el DCD fue igual de
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eficiente en reducir las emisiones de N2O después de 4-5 afios de uso
consecutivo.

En ambos ensayos se observé un efecto de la aplicacion del DCD
sobre las emisiones de N20 provenientes desde las manchas de orina. Los
resultados de este estudio muestran que el DCD aplicado a una dosis de 10
kg ha! puede retrasar la transformaciéon de NHs* bajo los parches de orina
en condiciones de campo. Un resultado directo del inhibidor de la nitrificacion
fue que los niveles de NH4" en el tratamiento Orina+DCD tanto para el PBN
y la PAN, fueron considerablemente mayores, y se mantuvieron altos por
aproximadamente 14-30 dias después de la aplicacion de la orina mas el
inhibidor. Morales et al. (2015), encontraron que en los parches de orina a
los que se le aplic6 DCD, una alta proporcion del N-urinario fue retenido en
el suelo como N-NH4*, a diferencia de los parches de orina en los que no se
aplicé el DCD, que presentaron altos niveles de N-NOs. Sin embargo, la
capacidad que tuvo el DCD en disminuir las emisiones de N20, fue de un
55% en la PAN y un 18 % en el PBN segun los datos de los flujos para el dia
de maxima de emision de N20 (dia 28) y entre un 30-34% segun los datos
obtenidos a partir del calculo del flujo acumulado tanto para la PAN y el PBN
respectivamente, pero no se encontraron diferencias estadisticas entre los
tratamientos, estos resultados son similares a lo observado por Berneze et al
(2015), donde no observaron diferencias significativas (P>0,05) a partir de
los datos del flujo acumulado entre el tratamiento Orina y Orina+DCD.

El factor de emision por defecto que reporta el IPCC para las emisiones
de N20 desde parches de orina es de un 2% (Simon et al., 2018). En este
estudio los factores de emision fueron bajos tanto en el sitio PBN y PAN, en
relacion con lo reportado por el IPCC, lo cual podria estar relacionado a las
condiciones climaticas y caracteristicas del suelo del sitio en estudio.
Factores de emision mas bajos que lo reportado por el IPCC fueron
obtenidos en otros estudios (De Klein et al., 2003, van der Weerden et al.,
2011). Por ejemplo, en Nueva Zelanda estos resultados permitieron adoptar

un factor emision especifico para el pais para las emisiones de N2O desde
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las manchas de orina de un 1% (van der Weerden et al.,, 2011). Las
diferencias en los factores de emision reportados desde diferentes suelos,
en parte, puede ser atribuido a las caracteristicas del suelo para drenar el
exceso de agua (De Klein et al., 2003). Por ejemplo, De Klein et al. (2003)
observaron que un suelo franco-arenoso con buen drenaje el WFPS del
suelo bajo rapidamente después de un periodo de lluvias, en cambio, un
suelo arcilloso con mal drenaje, el WFPS del suelo llego a valor inferior al
65% después de un periodo mas largo sin lluvias. Si bien, en este trabajo
ambos sitios (PBN y PAN) se encontraban bajo el mismo suelo (Brunosol
éutrico), el contenido volumétrico de agua durante los primeros 80 dias fue
distinto, siendo mayor en el sitio PBN, con un valor promedio de 41 %, y con
un factor de emision de 0,19% para el tratamiento Orina y de 0,1% para el
tratamiento Orina+DCD. En cambio, en el sitio PAN el contenido volumétrico
de agua fue menor, con un promedio de un 29% durante los primeros 80
dias, con un factor de emision de 0,11% para el tratamiento orina y de 0,01%
para el tratamiento Orina+DCD. Por lo tanto, en suelos con un buen drenaje
de agua, asociados a un buen manejo del pastoreo y de la cobertura de la
pastura sobre el suelo, se podrian disminuir los “hot spot” de emisién de N20
desde los primeros centimetros del suelo asociado al exceso de N de las
manchas de orina bovina (Simon et al., 2018).

La capacidad del DCD de reducir las emisiones de N20 fue menor a lo
observado en otros estudios. Por ejemplo, en nueva Zelanda y Australia
observaron que la aplicacion de DCD al suelo puede reducir las emisiones
directas de N20 desde parches de orina hasta en un 90% (De Klein y Eckard,
2008), ademas, Zaman et al. (2008) y Di et al. (2007) observaron una
reduccion entre un 65-73% en las emisiones de N20 desde el suelo después
de la aplicaciéon de DCD. Sin embargo, de acuerdo con valores reportados
por de Klein et al. (2011), la eficiencia del DCD para reducir las emisiones de
N20 desde parches de orina, puede ir desde un 0O a un 86%, con un

promedio de 57%.
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Uno de los factores que pudo incidir en la baja capacidad del DCD de
reducir las emisiones de N20 es la humedad del suelo. Di et al. (2014)
estimaron que se puede reducir entre un 44%-65% las emisiones de N20
con la aplicacion de DCD en un suelo que se encuentran a un 100% y 130%
de su capacidad de campo (CC). Sin embargo, a un 60% de CC, las
emisiones de N20 son muy bajas y por lo tanto el DCD no tiene un impacto
significativo sobre las emisiones de N20. En este trabajo el contenido
volumétrico de agua en el suelo, en el periodo donde se produjeron los picos
de emisién, oscilo entre un 27% y 48% para la PBN y entre un 13% y 41%
en la PAN, lo que podria explicar el bajo efecto inhibitorio del DCD.

La temperatura del suelo parece ser unos de los factores claves de la
capacidad inhibitoria de la nitrificacion del DCD en nuestras condiciones.
Zaman y Nguyen (2012) reportaron que la eficiencia del DCD retardando la
nitrificacion varia con la estacion del afio (verano o invierno), observando
que la efectividad del DCD fue mayor cuando se aplicé en invierno (38 dias)
que en el verano (21 dias) principalmente debido a la temperatura que
presentaba el suelo. Ademas, Di y Cameron (2004) observaron que la vida
media del DCD disminuye con el aumento de la temperatura del suelo. De
acuerdo con lo descrito por Kelliher et al. (2014), existe una relacion lineal
entre la temperatura media del suelo y la vida media del DCD (vida media
DCD=54-1,8*T), en este experimento la temperatura media del suelo durante
los primeros 80 dias fue de 16,2°C para el PBN y de 12,1° C para la PAN.
Extrapolando la relacion de Kelliher et al. (2014) la vida media del DCD para
el PBN seria de 25 dias y para la PAN seria de 32 dias, lo cual coincide con
lo observado en los cambios de la concentracion de NH4+ en el suelo. De
acuerdo con Schwarzer y Haselwandler (1991), la degradacion del DCD
ocurre a temperaturas que varian entre 10-33°C con una mayor tasa de
degradacion a 25°C. Ademas, Barneze et al. (2015) observo que, a
temperaturas de aproximadamente 15 °C, se produjo una rapida

degradacion del DCD en el suelo, y por lo tanto disminuyo la eficiencia del
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DCD. Adicionalmente, Welten et al. (2013) estimé que la vida media del DCD
en estudios con suelo incubados a 20°C, fue inferior a 19 dias.

Otro factor que pudo influir sobre el bajo efecto inhibitorio del DCD
sobre las emisiones de N20 desde el tratamiento Orina+DCD, principalmente
en la PBN, es la descomposicion temprana del DCD en el suelo (Mazzetto et
al., 2015). Después de la aplicacion del DCD al suelo, puede ocurrir la
degradacion del DCD por los microorganismos (Kelliher et al., 2008), que
pueden metabolizar el DCD como una fuente de N (Schwarzer y
Haselwandler, 1991). Ademas, Barneze et al. (2015) observaron que un alto
contenido de materia organica del suelo (MOS) estuvo asociado con un
incremento en la actividad de los microorganismos del suelo, y por lo tanto
en la degradacion mas rapida del DCD. En este trabajo se observd que en
la PBN el contenido de C del suelo fue un 44 % mayor que en la PAN, lo que
podria estar explicando el bajo efecto inhibitorio del DCD en este sitio
experimental.

La hidrolisis de la urea proveniente de la orina produce amonio, lo cual
produce un incremento en el pH del suelo en periodos cortos de tiempo bajo
condiciones de campo normales (Bolan et al., 2004). EI aumento en el pH
después de la aplicacion de orina es normal debido a la produccion de iones
hidroxilos (OH") durante la hidrolisis de la urea, mientras que la disminucion
posterior en el pH del suelo esta relacionado a la produccion de hidrogeno
(H*) durante la nitrificacion (Zaman et al., 2009). En condiciones normales el
NH4* es convertido a NO2 por bacterias nitrificantes, lo cual produce una
disminucion en el pH y de la concentracion de NH4* en el suelo como se
observé en los tratamientos donde solo se aplicé orina, tanto en la PAN
como en el PBN. Sin embargo, el DCD, al inhibir la nitrificacién provoca la
acumulacion de NHs4*, y por lo tanto favorece que el pH del suelo se
mantenga alto, en este experimento el pH del suelo se mantuvo sobre 6
durante un periodo de 28 dias en el tratamiento Orina+DCD. Estos cambios
en el suelo son consistentes con otros estudios. Por ejemplo, Cookson y

Cornforth (2002) en un estudio de campo observaron que el pH del suelo se
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mantuvo alto hasta 35 dias después de la aplicacion del tratamiento con
DCD. Ademas, Zaman et al. (2009) reportaron una tendencia similar en un
ensayo a campo, donde el pH del suelo seguido a la aplicacién de orina con
inhibidores de la nitrificacion produjo un aumento en el pH del suelo, sin
embargo, el periodo en que el pH del suelo se mantuvo alto, varié de
acuerdo con la época del afilo. Cambios en el pH del suelo son mas
extremos en verano o primavera comparado con otofio e invierno, esto
probablemente es debido a una mayor temperatura, ya que existe mayor
actividad de los microrganismos del suelo en climas mas calidos
(O’Callaghan et al., 2010).

La concentracion de N de la orina para el sitio PAN fue menor a lo
observado por Berger et al. (2011), quienes observaron que la concentracion
de N (%) de la orina de animales que fueron asignados a una pastura
compuesta de festuca-alfalfa fue de un 2,1% en otofio y de 0,97% en
primavera. El rdpido incremento en la concentracion de NH4* después de la
aplicacion de la orina, tanto para la PAN y el PBN, fue observado por otros
autores (O’Callaghan et al., 2010, Cardenas et al., 2016) lo que refleja la
rapida hidrolisis de la urea proveniente de la orina. La mayoria del N de la
orina es urea (80%) que es facilmente mineralizable. Se debe considerar que
el DCD no tiene un efecto sobre la hidrolisis de la urea y por lo tanto se
puede observar un aumento en la concentracion de NH4* en el suelo
comparado con el tratamiento control. La disminucién gradual de la
concentracion de NH4* en el suelo observado tanto en PAN como en el PBN,
puede ser debido al proceso de nitrificacion, al consumo de N por la pastura,
perdidas por volatilizacion de NHs y la inmovilizacion por parte de los
microrganismos del suelo (Zaman et al., 2008).

La concentracion NOs en el tratamiento que solo se le aplico orina,
aumento inmediatamente, con respecto al tratamiento Orina+DCD, donde el
aumento de la concentracion de NOs™ en el suelo comenzo a partir del dia 28
después del inicio del ensayo, que coincide con la disminucién en la

concentracion de NHs4" en el suelo. La disminucion gradual de la
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concentracion de NOs en el suelo en todos los tratamientos comenzo
después de 78 dias, lo cual se vio reflejado en una limitada disponibilidad de
NHs* en el suelo, ademéas de posibles pérdidas de NOs™ por lixiviacién, el
consumo de NOs por la pastura, por el proceso de desnitrificacion y en una
menor medida por la reduccion des asimilatoria de NOs™ a NH4*(Silver et al.,
2001).

Suelos con pasturas bajo pastoreo tratadas con inhibidores de la
nitrificacién, como el DCD, ademas de reducir las pérdidas de NO3z por
lixiviacion y reducir las emisiones de N20, pueden incrementar la eficiencia
en el uso de N y el rendimiento de la pastura (Di et al., 2007). Ademas, el
DCD, puede ser considerado un fertilizante nitrogenado de liberacion lenta
(contiene un 65% de N) (Di y Cameron, 2004). Por ejemplo, Di et al. (2007)
reportaron un incremento en la eficiencia en el uso del N de un 37% y un
incremento del 25% en rendimiento de la pastura como resultado de la
aplicacion de Orina mas DCD. Sin embargo, se ha reportado que la
respuesta de una pastura a la aplicacion de DCD puede ser mas variable
que el efecto del DCD sobre las pérdidas de NOs por lixiviacion y las
emisiones de N20 (De Klein et al., 2014). Esto puede estar relacionado a
que el crecimiento de la pastura puede estar afectada por muchas variables,
que incluyen la disponibilidad de N y otros nutrientes, la humedad del suelo,
la temperatura del suelo y las caracteristicas fisicas del suelo, como ademas
la época del afio. Sin embargo, en este experimento no se observo un efecto
de la aplicacion de orina sobre el rendimiento de la pastura tanto en la PAN y
el PBN, pero si se observo un efecto sobre el contenido de N (%) en la
planta en ambos sitios.

La asimilacion de NH4* es energéticamente mas eficiente que la de
NOs (Pasda et al., 2001), y las plantas absorben preferentemente NH4*. El
NHs* puede ser usada directamente por la planta para la sintesis de
proteinas, en cambio el NO3 necesita una etapa extra para su reduccion a
NH4* para la sintesis de proteinas. Ademas, la nutricibn basada en él NHa4*

esta asociada con un incremento en la concentracion de fitohormonas como
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citoquininas y giberelinas que promueven el crecimiento vegetal (Pasda et
al.,, 2001). Varios estudios desde diferentes sistemas de produccion
reportaron que la aplicacién de fertilizantes nitrogenados junto a inhibidores
de la nitrificacion mejoraria la biodisponibilidad del N, produciendo un
incremento en el rendimiento del cultivo y el consumo de N (Xu et al., 2002,
Zaman et al., 2008).

En este trabajo el aumento en la concentracion de NH4* en el suelo
producto de la aplicacion orina en la PAN se tradujo en un incremento en el
contenido de N (%) de la pastura, pero no en su rendimiento, a diferencia a
lo observado por Di y Cameron (2007) que reporto un incremento de un 25%
en el rendimiento de una pastura que fue tratada con orina y DCD.
Igualmente, Moir et al. (2007) observaron que pasturas bajo un parche de
orina al cual se le aplico DCD incrementaron su rendimiento en un 37%.
Ademas, encontraron que el consumo de N aument6 en un 37%. La maxima
concentracion de N (%) se encontré en los tratamientos donde se aplico
orina, pero el efecto fue independiente del uso del DCD, ya que la mayor
concentracion de NHa* en este tratamiento no produjo en aumento en la
concentracion de N de la pastura. La mayor concentraciéon de N (%) en la
PBN se observo a los 78 dias después de la aplicacion de los tratamientos,
pero las diferencias encontradas entre los tratamientos donde se aplico orina
y el tratamiento control no fueron tan importantes como en la PAN. En la

PBN la maxima concentracién de N de la pastura se relaciona con la maxima
concentracion de NO3z™ en el suelo, segun lo observado en el analisis de

componentes principales. Una alta concentracion de NO3z de la pastura,
especialmente durante el periodo de invierno y primavera, puede tener un
riesgo potencial para los animales en pastoreo. Concentraciones de nitrato
en el rango de 1500-2000 mg NOs-N kg MS son considerados un riesgo
para los animales (Di y Cameron, 2016). Las concentraciones de NO3z
pueden ser considerablemente altas bajo los parches de orina, debido a la
alta carga de N que poseen. Sin embargo, esto puede disminuir
significativamente a 800 mg NO3-N kg' MS, por el uso del DCD,
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representando una reduccion de mas del 80% (Moir et al.,, 2012). Un
incremento en el consumo de N de la pastura es un efecto positivo de la
aplicacion de DCD, con cual se podrian evitar pérdidas de N, ya sea por la
lixiviacion de nitratos o por la emisién de N2O desde el suelo, sin embargo, el
efecto del inhibidor de la nitrificacion sobre la biodisponibilidad del N en el
suelo va a estar limitado por la época del afio y la tasa de crecimiento de la
pastura (Moir et al., 2007).

Varios estudios han reportado cambios en la estructura de la
comunidad de bacterias del suelo posterior a la aplicacién de orina, real o
sintética, al suelo (Petersen et al., 2004b; Nunan et al., 2006; Rooney et al.,
2006; Singh et al., 2009). Los parches de orina en pasturas bajos pastoreo
representan un cambio en las condiciones ambientales para los
microrganismos del suelo, el cual varia dependiendo de la tasa de
deposicion de orina, el contenido de urea de la orina, las especies presentes
en la pastura y la época del afio (Rooney et al.,, 2006), por lo tanto, la
estructura de la comunidad de bacterias del suelo en sistemas pastoriles
bajo pastoreo bovino tiene un alto grado de variabilidad espacial (Ritz et al.,
2004)

Estudios previos realizados por O’Callaghan et al. (2010),
determinaron, a partir de datos generados desde los perfiles del DGGE del
gen ADNr 16S, cambios significativos en la estructura de la comunidad de
bacterias después de 21 dias desde la aplicacion de Orina+DCD, sin
embargo, no encontraron cambios en la comunidad de bacterias del suelo
donde solo se aplico DCD al suelo. Ademas, observaron que la comunidad
de bacterias del suelo a los 56 dias vuelve a ser similar al tratamiento sin
aplicacién de Orina+DCD. En este trabajo, a partir de los resultados de los
analisis de patrones bandas obtenidos usando la técnica DGGE no se
observé un efecto de la aplicacion de Orina y Orina+DCD sobre la estructura
de la comunidad de bacterias del suelo tanto en la PAN como en la PBN, sin
embargo si fue observado un cambio asociado al tiempo de muestreo, donde

la estructura de bacterias en los tres tratamientos (Control, Orina,
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Orina+DCD) correspondiente al dia 45 se pudo diferenciar de los tiempos
T1, T2, T3, correspondientes a los dias 1, 15 y 30 respectivamente.

Los cambios en la estructura de las comunidades de bacterias del
suelo pueden estar relacionados a cambios en el pH del suelo, se ha
observado que el pH del suelo es un factor importante que determina la
diversidad y la estructura de la comunidad del suelo (Fierer y Jackson,
2006). En otro estudio, Singh et al. (2009) observaron que el pH tiene un
efecto importante sobre la estructura de las comunidades de bacterias del
suelo, en un experimento realizado con muestras de suelos incubadas en el
laboratorio, concluyendo que la comunidad de bacterias cambia en repuesta
a la aplicacion de orina de ovinos y cambios en el pH de suelos. Ademas, en
este trabajo reportaron diferencias en la comunidad de bacterias después de
la aplicacion de orina y a cambios en el pH del suelo, estos resultados fueron
observados a partir de los perfiles generados en el DGGE, observando que
el tratamiento control, no cambio durante el periodo de incubacion, pero la
intensidad relativa de algunas bandas cambié significativamente en los
tratamientos donde se aplic6 Orina ovina. Estos resultados son similares a
los sugeridos por Nunan et al. (2006) quien observé que cambios en la
estructura de las comunidades de bacterias del suelo debido a la aplicacion
de Orina bovina se ven reflejados en la intensidad de algunas bandas en los
geles del DGGE, no asi por la presencia o ausencia de bandas en cada
posicion en el gel. En nuestro trabajo, solo se puede observar un efecto de
los tratamientos en el indice de diversidad de Shannon, el cual disminuye en
el tratamiento Orina+DCD del T4 de la PAN, mientras que aumenta en los
tratamientos Orina y Orina+DCD del tiempo T3 de la PBN.

Di et al. (2009) observaron que las bacterias amonio-oxidadoras (AOB)
son las responsables de la oxidacion del amonio bajo los parches de orina y
que los factores mas importantes que afectan a las AOB son el pH vy la
concentracion de NH4* del suelo (O’Callaghan et al., 2010). El crecimiento
de AOB disminuye en suelos &cidos, pudiendo afectar potencialmente el

contenido de NH4* en el suelo (Morales et al.,, 2015). En otro estudio
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realizado por O Callaghan et al. (2010), donde estudiaron la estructura de
bacterias del suelo utilizando los perfiles generados en el DGGE, observaron
que el aumento en el pH del suelo del tratamiento donde aplicé Orina+DCD
tiene un efecto sobre las comunidades de bacterias oxidadoras de amonio
después de 7 dias mientras que no observaron cambios en la estructura de
las comunidades de bacterias oxidadoras de amonio en el tratamiento donde
solo se aplico Orina.

El uso de inhibidores artificiales que alteran los procesos naturales del
suelo inicialmente parece ir en contra de conceptos ecoldgicos de calidad del
suelo y de conservacion biolégica. Sin embargo, es necesario el uso de
alternativas de manejo que eviten un aumento de la degradacion del
medioambiente, producto del aumento de la intensificacion de la ganaderia y
el uso de fertilizantes N. Dada la importancia que tienen la calidad y las
funciones del suelo sobre la productividad de los sistemas pastoriles, el uso
de los inhibidores de la nitrificacién, como el DCD, representa una alternativa
para evitar pérdidas de N. Asimismo, este inhibidor parece no tener un
impacto significativo sobre las comunidades de bacterias del suelo, al menos

bajo las condiciones observados en este trabajo.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis permitieron determinar que la aplicacion de
orina con y sin el inhibidor de la nitrificacion (DCD) producen un aumento de
las emisiones de N20 desde el suelo. Ademas, se logré determinar que los
maximos flujos de N20O asociados a la aplicacion de orina, ocurren dentro de
los 50 dias después de la aplicacion de los tratamientos.

En este trabajo el uso de dos dietas pastoriles de niveles proteicos
contrastantes no tuvo un efecto sobre las emisiones de N20. Los mayores
flujos de N20 se obtuvieron desde el sitio PBN, por lo tanto, se puede
concluir que los flujos diarios de N2O desde las manchas de orina, para cada
sitio experimental, se encuentran mas influenciados por las condiciones
iniciales del suelo, como la concentracion de NOsz, NH4*, C organico,
ademas de los niveles de humedad y temperatura del suelo durante el
periodo del ensayo, que por el nivel proteico de la dieta y su efecto sobre la
concentracion de N de la orina.

Si bien las diferencias no fueron significativas, la aplicacion de DCD
mostré valores en el flujo acumulado de N20 un 32 % inferiores en la PAN y
un 31 % en el PNB, respecto a la aplicacion de orina sin inhibidor. Sin
embargo, los resultados sugieren que el uso del DCD a una dosis de 10 kg
hal, permitiria mitigar efectivamente los efectos del exceso N en las
manchas de orina bovina tanto para la PBN como en la PAN, el DCD pudo
reducir la concentracién de NOs™ bajo los parches de orina en condiciones de
campo, debido a que este permiti6 retrasar el proceso de transformacion del
N-NH4* a N-NOs™ hasta los 78 dias después de su aplicacion al suelo. Por lo
tanto, el uso de inhibidores de la nitrificacion, como el DCD, en estas
condiciones, podria ser una estrategia vinculadas aumentar la eficiencia en

el uso del N y disminuir las emisiones de N20.
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En este trabajo no se observo un efecto de la aplicacion de Orina y de
Orina+tDCD sobre el rendimiento de la pastura en ambos sitios
experimentales, ademas el uso de un inhibidor de la nitrificacion (DCD) al
suelo no produjo un cambio en la estructura de la comunidad de bacterias

del suelo.
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7. Efecto del DCD (Diciandiamida) sobre las emisiones de 6xido nitroso

(N20) desde suelos en condiciones de pastoreo
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Resumen

En sistemas de produccién pastoril, las deposiciones de orina de los rumiantes son la
principal fuente de N mineral en la generacion de N2O desde el suelo. Este estudio tiene
como objetivo cuantificar el efecto de un inhibidor de la nitrificacion, Diciandiamida (DCD)
sobre las emisiones de N2O provenientes de la orina de bovinos en condiciones de pastoreo.
El trabajo se llevo a cabo en la estacion experimental de INIA-La Estanzuela, Colonia,
Uruguay. Se instalaron dos experimentos a campo, uno sobre una pastura nativa degradada
de bajo contenido proteico (PBN) y otro sobre una mezcla de festuca y alfalfa, de alto
contenido proteico (PAN). El disefio experimental utilizado fue de bloques completos al azar
con cuatro repeticiones y tres tratamientos utilizando la metodologia de camaras estaticas de
flujo cerrado. Los tres tratamientos fueron: Control, sin aplicacion de orina (Control),
aplicacién de orina bovina (Orina), y orina con el inhibidor de la nitrificacion (Orina+DCD). Los
resultados indican que los maximos flujos de N2O ocurrieron dentro de los 50 dias después
de la aplicacién de la orina, siendo mayores en la PBN. Si bien las diferencias no fueron
significativas, la aplicacién de DCD mostré valores de emisiones de N2O un 32 % inferiores

en la PAN y un 31 % en el PNB, respecto a la aplicacion de orina sin inhibidor. Los resultados

1 Este articulo se publicara en la revista Agrociencia, Uruguay
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sugieren que el uso del DCD permitiria mitigar las emisiones de N2O originadas en las
manchas de orina bovina en condiciones de pastoreo.

Palabras clave: Oxido nitroso, Orina bovina, Diciandiamida

Effect of DCD (Dicyandiamide) on nitrous oxide (N20O) emission from

soil under grazing condition

SUMMARY
In pastoral production system, the rumiant urine depositions are the main source of mineral N
in the generation of N2O from the soil. The aim of this study was to determine the effect of a
nitrification inhibitor, dicyandiamide (DCD), on N2O emissions from bovine urine patches
under grazing conditions. The experiment was conducted at the experimental station INIA-La
Estanzuela, Colonia, Uruguay. Two field experiments were installed, one over a degraded
native pasture of low protein content (PBN), and another over a cultivated pasture (Fescue-
Lucerne), of high protein content (PAN). The experimental design used was a randomized
completes blocks with four replications and three treatments using the methodology of closed
flow static cameras. The three treatments were: Control, without application of urine (Control),
application of bovine urine (Urine) and urine with the nitrification inhibitor (Urine+DCD). The
results indicate that the maximum flows of N2O occurred within 50 days after the application of
urine, being older in the PBN. Although the differences were not significant, the application of
DCD showed values of N2O emissions 32% lower in the PAN and 31% in the PBN, with
respect to the application of urine without the inhibitor. The results suggest that the use of
DCD would mitigate the N2O emissions originated in bovine urine stains under grazing

conditions.

88



Keywords: Nitrous oxide, Bovine urine, Dicyandiamide

Introduccién

El calentamiento global del planeta causado por las emisiones de gases efecto invernadero
(GEI), y sus efectos sobre el cambio y la variabilidad climatica, se ha constituido en una de
las preocupaciones ambientales mas importantes de la actualidad. La presencia de GEI
representa menos del 1 % del volumen total del aire seco en la atmédsfera. Sin embargo,
estos tienen un importante rol en la cantidad de energia que la tierra puede absorber y re-
emitir como radiacién infrarroja (IR) desde la superficie, previniendo su pérdida hacia la
atmésfera (1),

La actividad agropecuaria mundial es responsable del 14 % de las emisiones globales de
GEl, siendo el dioxido de carbono (CO2), metano (CHs) y Oxido nitroso (N20) los principales
gases emitidos (). En el caso del N2O, la actividad agropecuaria mundial es responsable del
60% de la emision global de este gas . Sin embargo, en Uruguay el N2O es producido casi
en su totalidad por la actividad agropecuaria (90,1%), contribuyendo la ganaderia en méas del
80 % 6.

En sistemas de produccion ganadera de base pastoril, como en Uruguay, se estima que > 80
% del nitrégeno (N) ingerido de la pastura retorna al suelo a través de la deposicion de orina 'y
heces, mientras que el restante 20% es retenido y utilizado por el animal ). Ademas, se ha
reportado una relacion lineal y directa entre el N consumido en la dieta y el contenido de N en
las excreciones, encontrandose mayoritariamente en la orina en forma de urea (CO(NHz)2) ©).
Una vez que la urea es depositada en el suelo, puede ser una fuente importante de emision

de N2O a través de los procesos microbianos de nitrificacion y desnitrificacién ©). La

89



desnitrificacion es el proceso que se considera como una fuente mucho mas potente de N2O
que la nitrificacién desde suelos bajo praderas ().

El uso de inhibidores de la nitrificacion (IN), como la diciandamida (DCD), se ha visto como
una técnica util para reducir las emisiones de N2O desde los parches de orina depositados en
el suelo por animales en pastoreo y promover un uso eficiente del nitrégeno en el suelo ©. Un
gran numero de estudios, particularmente en Nueva Zelanda, han observado que los IN
pueden reducir las emisiones de N20O entre 30-80% () ©) (10) (1), Ademas, los IN pueden
incrementar la eficiencia en la aplicacion de fertilizantes reduciendo pérdidas de N derivados
de la desnitrificacion, y previniendo pérdidas por lixiviacion (12),

El presente trabajo se realizd con tres objetivos:1) Cuantificar el efecto de dos dietas
pastoriles de niveles proteicos contrastante sobre las emisiones de N2O derivadas de las
deposiciones de orina bovina, 2) Cuantificar el efecto de inhibidores del proceso de
nitrificacién sobre emisiones de N.O derivadas de deposiciones de orina bovina y 3)
Identificar el efecto de variables fisicoquimicas del suelo (pH, humedad, temperatura, NO3" y

NH4*) en las emisiones de N20.

Materiales y métodos

El trabajo experimental se llevé a cabo desde julio 2013 hasta julio 2014 en la estacién
experimental de INIA La Estanzuela, Colonia, Uruguay, sobre suelos del tipo Brunosol éutrico.
Se instalaron dos sitios experimentales: una pastura nativa degradada de bajo contenido
proteico (PBN), dominado por gramilla (Cynodon dactylon) y otra sobre una mezcla de

Festuca (Festuca arundinacea Pers.) y Alfalfa (medicago sativa L.), de alto contenido proteico

90



(PAN). Los anélisis iniciales de suelo para los sitios experimentales (PBN y PAN) se observan

en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Analisis de suelo de los sitios

Sitio PBN PAN
pH (H20) 5.9 58
N (%) 0,4 0,2
C.Org (%) 4,8 2,7
N-NO; (ug N/g) 20,7 8,0
N-NH4 (ug N/qg) 22,1 14,9
Bray | (ug P/g) 40,4 38,9

En cada experimento se utilizé un disefio estadistico de bloques completos al azar con cuatro

repeticiones y tres tratamientos. Los tratamientos aplicados fueron: Control sin aplicacion de

orina (Control), aplicacién de orina colectada de bovinos bajo pastoreo (Orina), y aplicacion

de orina colectada con el agregado del inhibidor de la nitrificacién, diciandiamida

(Orina+DCD) a una dosis de 10 kg ha-'. Para las mediciones de N2O se utilizé la metodologia

de camaras estaticas de flujo cerrado (3. En ambos sitios se monitored el suelo utilizando un

sensor de temperatura (ECT- Decagon Service) y humedad (Ec-5, Decagon Service).

La orina se colectd de vacas hembras de raza carnicera, las cuales fueron asignadas

previamente a pastoreo en ambos sitios experimentales, PBN y PAN. Se tomaron

submuestras de orina de cada sitio y se analiz6 su contenido de N por el método de Kiejdhl

(Cuadro 2). En cada camara se agregd 1 L de orina asegurando cubrir toda la superficie.

Cuadro 2. Contenido de N de la orina colectada de cada sitio experimental.

Sitio N (%)
Orina PBN 0.52
Orina PAN 0.44

La colecta de muestras gaseosas en las camaras comenzaron el dia 25 de julio,

inmediatamente luego de aplicados los tratamientos. En cada evento de muestreo, se
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colectaron tres muestras en cada camara: al tiempo 0, a los 20 minutos y a los 40 minutos.
Durante el primer mes las muestras se colectaron tres veces por semana, durante las
siguientes tres semanas se realizaron dos muestreos por semana, para luego continuar con
un muestreo mensual hasta completar el afio.

La concentracion de N2O de las muestras gaseosas obtenidas en ambos ensayos fueron
determinadas en un cromatografo de gases (Agilent, modelo 7890), equipado con un detector
de captura electronica (ECD).

El flujo de emision de N2O para cada dia de muestreo se calcul6 utilizando el paquete
HMR (14) en el software R (19, basada en la ecuacion de flujo desarrollada por (1), utilizando
la siguiente relacion para calcular el flujo de N2O desde el suelo.

Fi=Vx (C1—cC0)i+[AxT1
x(2x€1—C€2—C3)]xIn[(C1— c0)+ (€c2—c1)]

Donde Fo es el flujo al tiempo 0, V es el volumen de la camara (L), A es la superficie de
la cdmara (m?); CO, C1, C2 son las concentraciones de gas de la camara (ppm (V)) en el
tiempo 1, 2, 3 respectivamente, y T1 es el intervalo entre los puntos de muestreo (minutos).

Condicion; [(€C1—€0) = (€2 —C1)] =1
Los muestreos de suelos se realizaron en las parcelas contiguas a cada camara a una
profundidad de 15 c¢cm, se analizé la concentracién de NH4*, NO3- y el pH. Ademas, de cada
parcela se obtuvo una muestra de la pastura y se cuantificé su contenido de materia seca y
de N de la pastura. Tanto para los andlisis de suelo y de pasturas se muestrearon los dias: 1,
14, 28, 78, 145, 208, 230, 264, 310, 340. Los analisis fueron realizados por el laboratorio de
andlisis de suelos, plantas y agua de INIA La Estanzuela.

Cada sitio experimental fue analizado independientemente. Los efectos de los

tratamientos en cada sitio sobre el NH4*, NO3y pH del suelo, contenido de N y materia seca
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vegetal se compararon realizando un ANOVA. Las comparaciones de medias de los
tratamientos se realizaron a través de un analisis post-hoc (LSD Fischer) (p>0,05) utilizando
el programa estadistico InfoStat versién 2017 (Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina.
http://www.infostat.com.ar).
Resultados
Precipitacion y temperatura

Durante el afio en que se realizaron los muestreos de gases las precipitaciones
alcanzaron un total de 1250 mm vy la temperatura promedio fue de 18,3 °C (Figura 1). En los
primeros 80 dias, la lluvia acumulada fue de 266 mm, registrandose dos episodios de lluvias
superiores a 40 mm durante los dias experimentales 49 y 58. La temperatura promedio de

esta primera etapa fue de 12,1 °C.
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Figura 1. Temperatura y precipitaciones (Fuente. GRAS-INIA, 2016)
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Contenido volumétrico de agua y temperatura del suelo
EL valor promedio del contenido volumétrico de agua del suelo para el sitio PBN durante los
primeros 80 dias fue de 41%, con un maximo de 47% y un minimo de 33%, mientras que la

temperatura promedio del suelo fue de 16,2°C y vari6 entre 9,6°C y 24°C (Figura 2).

%
Do

= Contenido volumetrico de agua (% = Temperatura (°C)

Figura 2. Evolucion del contenido de agua volumétrico y temperatura del suelo durante el
periodo experimental para PBN.

En el sitio PAN (Figura 3) el contenido volumétrico de agua del suelo fue de 29% con un
maximo de 40,2% y minimo de 19,7%. La temperatura promedio del suelo fue de 16,2°C y

vari6 entre 6,4°Cy 19°C.
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Figura 3. Evolucion del contenido de agua volumétrico y temperatura del suelo durante el

periodo experimental para PAN.

NH4*, NOs, N total y pH del suelo

Los cambios en la concentracion de N-NHs* del suelo en los sitios experimentales PAN y

PBN se observan en las figuras 4 y 5, respectivamente. En el experimento PAN y PBN, la

aplicacién de orina como la aplicacion de Orina+DCD produjeron un incremento en las

concentraciones de N-NHs* en el suelo.
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Figura 4. Concentracion de N-NH4* en suelo de la PAN para los tratamientos Control, Orina y
Orina + DCD. Barras de error corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias

estadisticas entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 5. Concentracion de NH4* del suelo de la PBN tratados con Control, Orina y Orina +
DCD. Barras de error corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas
entre los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).

La maxima concentracion de N-NH4* en el tratamiento Orina se observé en el dia 14 y fue de

129,5 ug N-NH4*/g de suelo para la PAN y de 169,5 ug N-NH4*/g de suelo en la PBN. En el
tratamiento Orina+DCD la méxima concentracion N-NH4* se observé en el dia 14 y fue de
185 ug N-NH4*/g de suelo en la PAN y de 243,7 ug N-NH4*/g para la PBN. No se observaron
cambios en la concentracion de N-NH4* en el suelo en el tratamiento Control tanto en la PAN
como en la PBN. En el sitio PAN se observaron diferencias estadisticas (P<0,05) entre los
tratamientos Orina y Orina+DCD vy el tratamiento Control en el dia 14 y entre el tratamiento
Orina+DCD vy el tratamiento control en el dia 28. Ademas, se observd en el ensayo PBN que
en el dia 14 los tres tratamientos fueron estadisticamente diferentes (P<0,05) y en el dia 28
los tratamientos Orina+DCD y el Control fueron estadisticamente diferentes. (P<0,05). En el
sitio PAN como PBN el efecto inhibitorio sobre la nitrificacion del DCD favoreci6 el aumento
de la concentracion NH4* en el suelo en un 30,1 % respecto al tratamiento en que solo se

aplicé orina. La concentracion de N-NH4* en el ensayo PAN y PBN de los tratamientos Orina y
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Orina+DCD regresaron a valores similares al tratamiento Control aproximadamente a los 78
dias después del inicio del ensayo.

Los cambios en la concentracion de N-NOs- en los sitios experimentales PAN y PBN se
observan en las figuras 6 y 7, respectivamente. A partir de los resultados obtenidos en el sitio
PAN y de PBN, se pudo observar que la aplicacion de la orina sin el inhibidor de la
nitrificacion produjo que la concentracién de N-NOs- en el suelo aumentara antes que en el

tratamiento donde se aplicé Orina+DCD.
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Figura 6. Concentracién de NO3- para los suelos de PAN tratados con Orina y Orina+DCD.
Barras de error corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre
los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 7. Concentracion de NOs  para los suelos PBN tratados con Orina y Orina+DCD.
Barras de error corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre
los tratamientos segun test de LSD Fisher (p<0,05).

La concentracion de N-NOs- en el suelo del tratamiento Orina aumento desde el dia 0 al dia

14 de 13,11 2 49,20 pg N-NO37/ g de suelo en la PAN y de 18,8 a 42,83 ug N-NOs/ g de en la
PBN. En cambio, la aplicacion de Orina con inhibidor de la nitrificacion (Orina+DCD), retraso
la transformacién NHs* a NO3 en el suelo, observandose que la concentracion de N-NO3- en
el suelo durante los primeros 28 dias fue similar al tratamiento control. La mayor
concentracion de N-NOs- en el suelo para el tratamiento Orina+DCD fue a los 78 dias, con
una concentracion de 72,71 ug N-NOs7/ g de suelo en la PAN y de 87,7 pg N-NO3z/ g de
suelo en la PBN. En el ensayo PAN se observaron diferencias significativas (P<0,05) entre el
tratamiento Orina y los tratamientos Control y Orina+DCD en el dia 14 y entre los
tratamientos Control y Orina el dia 28. En la PBN se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre el tratamiento Control y Orina el dia 14, y entre el tratamiento
Control y Orina+DCD el dia 78. Ademas, se observo que las concentraciones de N-NOs-en el

suelo de los tratamientos Orina y Orina+DCD en el ensayo PAN y PBN regresaron a valores
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similares a los iniciales aproximadamente a los 145 dias después de la aplicacion de los

tratamientos.

El efecto la aplicacion de Orina y de Orina+DCD sobre el pH del suelo en el sitio PAN y PBN
se observan en las figuras 8 y 9, respectivamente. En el ensayo PAN y PBN la aplicacion al
suelo de orina con y sin el inhibidor de la nitrificacion produjo que el pH del suelo aumentara,

a diferencia del tratamiento Control donde el pH disminuyo.
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Figura 8. pH del suelo del ensayo PAN tratados con Orina y Orina + DCD. Barras de error
corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre los tratamientos

segun test de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 9. pH del suelo del ensayo PBN tratados con Orina y Orina + DCD. Barras de error
corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre los tratamientos
segun test de LSD Fisher (p<0,05).

En el ensayo PAN el pH del suelo del tratamiento Orina aumento desde el dia 0 al 14 de 5,8 a
6,0 y de 5,8 a 6,01 en la PBN, en cambio la aplicacién de Orina mas el DCD provoco que el
pH del suelo aumentara mas que en el tratamiento donde solo se aplico orina, pasando de
5,8a6,1 desde el dia 0 al 14 y de 5,7 a 6,2 en la PBN. Se observaron diferencias estadisticas
entre los tratamientos Control y Orina+DCD el dia 14 en la PAN y en el ensayo PBN se
observé en el dia 14 que los tres tratamientos fueron estadisticamente distintos (P<0,05). El
pH del suelo de los tratamientos Orina y Orina+DCD del de los sitios PAN y PBN llegaron a
valores similares al tratamiento control después de dia 28 desde de la aplicaciéon de los
tratamientos al suelo.

Contenido de Nitrégeno y rendimiento de la pastura

El contenido de N de la pastura de los sitios experimentales PAN y PBN se observa en la
figura 10 y 11, respectivamente. El contenido inicial de la PAN fue de 2,9 % de N en el
tratamiento Orina y la aplicacion de esta provoco que aumentara a un 3,5 % de N al dia 14,
llegando a su maximo el dia 28 con un contenido de 4,4% N, en el caso de la PBN, en el dia
14 después de la aplicacion de los tratamientos se observé un aumento en el contenido de N
% en los tres tratamientos, el mayor contenido de N (%) se observd en el tratamiento
Orina+DCD, con un valor de 3,1 %, el cual fue estadisticamente diferente (P>0,05) al

tratamiento Orina.
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Figura 10. Nitrégeno (%) de la PAN tratadas con Orina y orina + DCD. Barras de error
corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre los tratamientos
segun test de LSD Fisher (p<0,05).
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Figura 11. Nitrégeno (%) de la PBN tratadas con Orina y Orina+DCD. Barras de error
corresponden a la desviacion estandar. * indica diferencias estadisticas entre los tratamientos
segun test de LSD Fisher (p<0,05).

La aplicacién de Orina+DCD en la PAN produjo una disminucién en el contenido de N de la
pastura, disminuyendo después de la aplicacién de la Orina+DCD a 2,7% de N. En la PAN

fueron estadisticamente distintos (P>0,05), el tratamiento Control a los tratamientos Orina y

Orina+DCD el dia 28 después de aplicacion de los tratamientos. Los mayores contenidos de
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N en la PBN se observaron en el dia 78 con una concentracion de 4,17% y 4,16% para los
tratamientos Orina+DCD y Orina respectivamente, siendo estadisticamentes diferentes al
tratamiento Control (P>0,05), que presentd un contenido de N de 3,2%. Aproximadamente
después de 4 meses el contenido de N de la PBN de los tratamientos Orina y Orina+DCD
regresaron a valores similares al del tratamiento Control.

El efecto de la aplicacion de Orina con y sin la aplicacién del inhibidor de la nitrificacion sobre
el rendimiento de la PAN y la PBN se observa en la figura 12 y 13 respectivamente. No se
observé una respuesta de la aplicacién de Orina y Orina+DCD sobre el rendimiento (kg MS*
ha-') tanto en la PBN como en la PAN. El rendimiento de la PAN fue mas variable que en la
PBN, el maximo rendimiento para la PAN fue a los 78 dias, y sus rendimientos variaron entre
492 a 616 kg MS* ha-!, en cambio en la PBN durante los primeros 78 dias el rendimiento se
mantuvo mas constante, variando entre 315 a 386 kg MS* ha-'. El rendimiento maximo de la

PAN fue en un 37,7% mayor que el rendimiento méaximo de la PBN.
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Figura 12. Rendimiento (kg MS/ha) de la PAN para los tratamientos Control, Orina y
Orina+DCD. Barras de error corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 13. Rendimiento (kg MS/ha) de la PBN para los tratamientos Control, Orina y
Orina+DCD. Barras de error corresponden a la desviacion estandar.

Emisiones de N20

El efecto de la aplicacion de Orina y de Orina+DCD sobre la emisién de N20O en los sitios
experimentales PAN y PBN se pueden observar en las Figura 14 y 15, respectivamente. Solo
se observo un pico de emision para el ensayo PAN asociado a la aplicacion de Orina, en el
dia 26 después de la aplicacion de los tratamientos, con flujos que alcanzaron 177,9 g N-N2O
ha-! dia-! para el tratamiento Orina y 79,52 g N-N2O ha' dia-' para el tratamiento Orina+DCD.
La aplicacion de Orina, con y sin el inhibidor de la nitrificacion significo un aumento en el flujo
de N2O desde el suelo, pero el uso del inhibidor permitié disminuir las emisiones con respecto

al tratamiento orina en un 55.3 % el flujo de N2O en el dia 26 para el ensayo PAN.
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Figura 14. Emisiones de N2O desde la PAN para los tratamientos Control, Orina y
Orina+DCD. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar.

A partir de los flujos de N2O obtenidos desde la PBN, se observaron 3 picos de emisién
asociados a la aplicacion de Orina y Orina+DCD, que corresponden a los dias 9, 28 y 47
después de la aplicacion de los tratamientos, los flujos de N2O el dia 9 alcanzaron valores de
66,6 g N-N2O ha' dia para el tratamiento Orina y 100,9 g N-N2O ha' dia' para el
tratamiento Orina+DCD, el segundo pico de emisién (dia 28) los flujos de N2O alcanzaron
valores de 400,6 g N-N.O ha! dia-' para el tratamiento Orina y de 332,4 g N-N2O ha' dia-!
para el tratamiento Orina+DCD, y el tercer pico de emisién de N2O (dia 47) registro flujos que
alcanzaron 252,23 g N-N2O ha-' dia-' para el tratamiento Orina y de 206,67 g N-N2O ha-! dia-!
para el tratamiento Orina+DCD. La aplicacion de Orina, con y sin el inhibidor de la nitrificacion
significd un aumento en el flujo de N2O desde el suelo, pero el uso del inhibidor en el ensayo
PBN permitié disminuir las emisiones con respecto al tratamiento Orina en un 18% y 18,3%
los dias 28 y 47 respectivamente. No se observaron picos de emisidn para el tratamiento

Control en la PBN y PAN.

104



—o— Control
—a— Qrina
—— Orina+DCD

0 50 100 150 200 250 300 350
Dias despuésde la aplicacidn

Figura 15. Emisiones de N2O desde la PBN tratada con Orina y Orina + DCD. Las barras de
error corresponden a la desviacion estandar.

Discusion

En la PBN se observaron multiples picos de emision de N2O, los dias 9, 28 y 47, después de
la aplicacion de Orina y Orina+DCD, a diferencia de la PAN donde solo se observo un pico de
emision el dia 28. La posibilidad de mdltiples picos de emision de N.O después de la
aplicacién de orina ha sido observado por otros autores ®) (17), ademas, ha sido reportado
después de la aplicacion de fertilizaciones nitrogenados (18) (19). En otro estudio Marsden et al.
(2016) 20), plantearon que se puede producir un flujo inicial de N2O después de la aplicacion
de la orina como producto de la nitrificacién, lo que posteriormente generaria varios picos de
emision de N20. En el caso de la PBN el primer pico de emision de N2O se observé a los 9
dias después de la aplicacion de los tratamientos, este pudo estar asociado principalmente al
proceso de nitrificacion en el suelo, debido a que las concentraciones de NO3- en el suelo
todavia no se incrementaban después de la aplicacion de orina, a la alta concentracion inicial
de NH4* en el suelo en la PBN y al aporte de NH4* producto de la hidrolisis de la urea que se

encuentra en la orina (1),
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Los mayores flujos de N.O obtenidos en este estudio se obtuvieron en el tratamiento Orina,
tanto en la PAN como en la PBN. En otras investigaciones realizadas, Zaman vy
Blennerhassett (2010) ") determinaron que las maximas emisiones de N2O asociadas a las
manchas de orina fluctuaron entre 380 g N-N.O ha' dia-' en mediciones realizadas en
primavera y 950 g N-N2O ha-! dia-! en mediciones realizadas en otofio, ademas De Klein et
al. (2011) @2 determino que los flujos maximos de N2O asociadas a las manchas de orina
durante el otofio fueron de 670 g N-N2O ha-! dia!. Los flujos maximos de N20 se observaron
en el segundo pico de emision en la PBN (dia 28), y que ademas coinciden con el pico de
emision de la PAN. El flujo de N20 para este dia, tanto para el PBN como PAN, estaria
asociado a un patrén de precipitaciones (22,3 mm) y a un aumento en la concentracién de
NOs- del suelo principalmente en el tratamiento donde se aplico orina sin el inhibidor de la
nitrificacion, estas dos condiciones favorecieron las mayores emisiones de N2O para este dia.
Sin embargo, la emision de N2O de la PAN desde el tratamiento orina fue un 155,6% menor a
la emision de N2O desde la PBN, las mayores emisiones desde el PBN pueden estar dadas
por el mayor contenido volumétrico de agua y la mayor temperatura del suelo de acuerdo con
los datos obtenidos en la PAN desde los sensores de humedad y temperatura del suelo. Otro
factor que estaria contribuyendo a las mayores emisiones de NoO desde el PBN son las
grandes diferencias observados en el analisis suelo realizado para describir las condiciones
iniciales de cada sitio (PBN y PAN), donde el contenido de materia organica y la
concentracion de N-NOs- y N-NH4* del suelo de la PBN, fueron aproximadamente un 100 %
mayores a la PAN. En situaciones donde suelos presenten condiciones completamente
anaerdbicas, se puede producir una desnitrificacion completa del N, donde la mayoria del

NOs- del suelo se transforma hasta N2 23). Por lo tanto, las fluctuaciones diarias de las
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emisiones de N0, después de la aplicacion de la Orina y la Orina+DCD, estan asociadas
principalmente a los procesos de transformacion el N en el suelo (hidrolisis de la urea,
transformacion del NH4* y NO3) los cuales se encuentran afectados principalmente por la
humedad y la temperatura del suelo (10) (19) (24),

La persistencia del DCD en el suelo varia segun la concentracion del DCD aplicado y las
condiciones ambientales presentes en el sitio donde se aplicd, siendo la temperatura y la
humedad los factores que mas influyen en su persistencia (25, ademas de la actividad de los
microrganismos del suelo, los cuales pueden metabolizar el DCD como una fuente de N (26),
El DCD generalmente se considera activo como un inhibidor de la nitrificacion por
aproximadamente 4 meses 27) y el efecto del DCD sobre las emisiones de N2O no disminuye
con su uso repetido.

Un resultado directo del inhibidor de la nitrificacion fue que los niveles de NH4* en el
tratamiento Orina+DCD tanto para el PBN y la PAN, fueron considerablemente mayores, y se
mantuvieron altos por aproximadamente 14-30 dias después de la aplicacion de la orina mas
el inhibidor. Sin embargo, la capacidad que tuvo el DCD en disminuir las emisiones de N0,
fue de un 55% en la PAN y un 18 % en el PBN segun los datos de los flujos para el dia de
méxima de emision de N2O (dia 28). La capacidad del DCD de reducir las emisiones de N0
fue menor a lo observado en otros estudios. Por ejemplo, en nueva Zelanda y Australia
observaron que la aplicacién de DCD al suelo puede reducir las emisiones directas de N20
desde parches de orina hasta en un 90% (9. Ademas, Zaman et al. (2008) 29 y Di et al.
(2007) (30 observaron una reduccion entre un 65-73% en las emisiones de N2O desde el

suelo después de la aplicacion de DCD. Sin embargo, de acuerdo con valores reportados por
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De Klein et al. (2011) @2, la eficiencia del DCD para reducir las emisiones de N20 desde
parches de orina, puede ir desde un 0 a un 86%, con un promedio de 57%.

La temperatura del suelo parece ser unos de los factores claves de la capacidad inhibitoria de
la nitrificacién del DCD en nuestras condiciones. Zaman y Nguyen (2012) 4" reportaron que
la eficiencia del DCD retardando la nitrificacién varia con la estacion del afio (verano o
invierno), observando que la efectividad del DCD fue mayor cuando se aplico en invierno (38
dias) que en el verano (21 dias) principalmente debido a la temperatura que presentaba el
suelo. Ademas, Di y Cameron (2004) (32) observaron que la vida media del DCD disminuye
con el aumento de la temperatura del suelo. De acuerdo con Schwarzer y Haselwandler
(1991) ), la degradacion del DCD ocurre a temperaturas que varian entre 10-33°C con una
mayor tasa de degradacién a 25°C. Ademas, Barneze et al. (2015) ® observo que, a
temperaturas de aproximadamente 15 °C, se produjo una rapida degradacion del DCD en el
suelo, y por lo tanto disminuyo la eficiencia del DCD. Adicionalmente, Welten et al. (2009) (3)
estimd que la vida media del DCD en estudios con suelo incubados a 20°C, fue inferior a 19
dias.

El aumento en el pH después de la aplicacion de orina es normal debido la a produccion de
iones hidroxilos (OH-) durante la hidrolisis de la urea, mientras que la disminucion posterior en
el pH del suelo esta relacionado a la produccion de hidrogeno (H*) durante la nitrificacion (10),
En condiciones normales el NH4* es convertido a NO2- por bacterias nitrificantes, lo cual
produce una disminucion en el pH y la concentracion de NH4* en el suelo como se observo en
los tratamientos donde solo se aplicd orina, tanto en la PAN como en el PBN. Sin embargo, el
DCD, al inhibir la nitrificacién provoca la acumulaciéon de NH4*, y por lo tanto favorece que el

pH del suelo se mantenga alto, en este experimento el pH del suelo se mantuvo sobre 6
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durante un periodo de 28 dias en el tratamiento Orina+DCD. Estos cambios en el suelo son
consistentes con otros estudios. Por ejemplo, Cookson y Cornforth (2002) 34 en un estudio
de campo observaron que el pH del suelo se mantuvo alto hasta 35 dias después de la
aplicacién del tratamiento con DCD. Ademas, Zaman et al. (2009) (10 reportaron una
tendencia similar en un ensayo a campo, donde el pH del suelo seguido a la aplicacion de
orina e inhibidores de la nitrificacion produjo un aumento en el pH del suelo, sin embargo, el
periodo en que el pH del suelo se mantuvo alto, varié de acuerdo con la época del afio.

El rapido incremento en la concentracion de NH4* después de la aplicacion de la orina, tanto
para la PAN y el PBN, fue observado por otros autores, Cardenas et al (2016) (') lo que
refleja la rapida hidrolisis de la urea proveniente de la orina. La concentracion NOs- en el
tratamiento que solo se le aplicd orina, coincide con la disminucion en la concentracién de
NH4* en el suelo. La disminucion gradual de la concentracion de NOs- se reflejé en una
limitada disponibilidad de NHs* en el suelo, ademas de posibles pérdidas de NOs- por
lixiviacidn, el consumo de NOs3- por la pastura, por el proceso de desnitrificacion y en menor
medida por la reduccion des asimilatoria de NO3-a NH4*(39).

Suelos con pasturas bajo pastoreo tratadas con inhibidores de la nitrificacién, como el DCD,
ademas de reducir las pérdidas de NOsz por lixiviacién y reducir las emisiones de N0,
pueden incrementar la eficiencia en el uso de N y el rendimiento de la pastura 0. Por
ejemplo, Moir et al. (2007) ©6) observaron que la aplicacién de DCD sobre suelos bajo un
pastoreo intensivo, aumentaron su rendimiento en un 21 %. Sin embargo, se ha reportado
que la respuesta de una pastura a la aplicaciéon de DCD puede ser mas variable que el efecto
del DCD sobre las pérdidas de NOs- por lixiviacion y las emisiones de N2O ©7), Esto puede

estar relacionado a que el crecimiento de la pastura puede estar afectada por muchas
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variables, que incluyen la disponibilidad de N y otros nutrientes, la humedad del suelo, la
temperatura del suelo y las caracteristicas fisicas del suelo, como ademas la época del afio.
Sin embargo, en este experimento no se observo un efecto de la aplicacion de orina sobre el
rendimiento de la pastura tanto en la PAN y el PBN, pero si se observo un efecto sobre el
contenido de N (%) en ambos sitios.
Varios estudios desde diferentes sistemas de produccion reportaron que la aplicacién de
fertilizantes nitrogenados junto a inhibidores de la nitrificacion mejoraria la biodisponibilidad
del N, produciendo un incremento en el rendimiento del cultivo y el consumo de N (37)38),
Igualmente, Moir et al. (2007)36) observaron que pasturas bajo un parche de orina al cual se
le aplico DCD incrementaron su rendimiento en un 37%. La méxima concentracion de N (%)
se encontré en los tratamientos donde se aplico orina, pero el efecto fue independiente del
uso del DCD. Las concentraciones de NOs- pueden ser considerablemente altas bajo los
parches de orina, debido a la alta carga de N que poseen. Sin embargo, esto puede disminuir
significativamente a 800 mg NOs-N kg' MS, por el uso del DCD, representando una
reduccion de mas del 80% (9.
Los resultados sugieren que el uso del DCD a una dosis de 10 kg ha-!, permitiria mitigar
efectivamente los efectos del exceso N en las manchas de orina bovina tanto para la PBN
como en la PAN. Por lo tanto, el uso de inhibidores de la nitrificacion, como el DCD, en estas
condiciones, podria ser una estrategia vinculadas aumentar la eficiencia en el uso del N y
disminuir las emisiones de N2O.
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