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Efecto del riego con efluentes de tambo sobre las emisiones de
oxido nitroso y la nitrificacion

Introduccion

El ciclo del nitrégeno: emision de 6xido nitroso (N2O)

Los procesos microbianos como la mineralizacion, nitrificacion y desnitrificacion regulan
la dindmica de nitr6geno en el suelo. La nitrificacién ocurre a través de la oxidacion de
amonio (NH4") a nitrito (NO2) y de éste a nitrato (NO3’), una forma mavil de nitrégeno,
gue constituye la principal via bajo la cual se pierde N por lixiviacion y desnitrificacion.
La oxidacion del NH4* a NO; estacatalizada por la enzima amonio monoxigenasa (Amo)
y de éste a NO3 por la enzima nitrito oxidorreductasa (Frioni2006). El primer paso de
este proceso ocurre en el suelo por la actividad de dos grupos de microorganismos.
Uno de ellos son las bacterias oxidadoras de amonio (AOB) siendoNitrosospira y
Nitrosomonas los géneros mas conocidos y predominantes en ambientes ricos enNH*.
Los miembros de estos grupos han sido cultivados y tienen entre 2 y 3 copias del gen
amoA que codifica una subunidad de la Amo. El otro grupo de microorganismos
corresponde a las arqueas oxidadoras de amonio (AOA) que pertenecen a la porcion no
termdfila del filo Crenarchaeota. Se conoce menos de su estructura genémica, pero se
cree que tienen entre 1y 3 copias deamoA y tienden a ser mas abundantes que AOB
en suelos con pH < 5.5. Estas arqueas tienen estilo de vida mixétrofo y hay algunas
evidencias que indican que serian menos activasque las AOB, al menos en cuanto a la
nitrificacion (Adair y Schwartz 2008).

En la figura 1 se muestran algunas de las etapas del ciclo del nitrégeno, asi como el
aporte de estos compuestos por parte de la fertilizaciébn con urea, o a través de los
desechos animales y vegetales.
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Figura 1. Esquema del ciclo del Nitrdgeno en un agroecosistema (Corrales et al.,
2017).
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Se ha observado que con el agregado de efluentes al suelo la abundancia de AOB es
mayor que la de arqueasrespecto a la fertilizacion sintética, y que la diversidad de la
comunidad varia con los diferentes tratamientos de N adicionados al suelo
(Habteselassie et al., 2013).

La desnitrificacion es un proceso que puede involucrar hasta cuatro reacciones: NO3’
2>NO2>NO >N:O->Nz.Hay al menos 25 géneros bacterianos que poseen genes
involucrados en estas reacciones. La nitritoreductasa, codificada segun el
microorganismo por los genes nirS o nirK, es el paso que define que la reduccién del
NOjs esta asociada a perdida de N, ya que rinde un producto gaseoso. Tradicionalmente
estos genes han sido usados como genes marcadores de la desnitrificacion (Laurent et
al., 2010).

Los oxianiones NOs’, NO, y 6xidos gaseosos del N, NO y N2O, sirven como aceptores
finales de ey la desnitrificacion es llevada a cabo por microorganismos en su mayoria
anaerobios facultativos.

La oxidacion de NH4* y la desnitrificacion en el suelo generan emisiones de 6xido nitroso
(N20), un potente gas de efecto invernadero. La oxidacion de NHs* es un proceso
aerdbico, pero, cuando la provision de oxigeno es limitada, se genera N.O como
subproducto, mientras que la desnitrificacién se activa una vez consumido el O, y se
han generado microambientes andxicosen el perfil del suelo (Frioni2006).

Caracteristicas y riesgos ambientales en el uso de efluentes de tambo

La aplicacion al suelo de los residuos de tambo se recomienda para mejorar las
propiedades de éste y aumentar la produccion de forraje, al mismo tiempo que se evita
el vertido a cursos de agua con el consiguiente dafio ambiental. La intensificacion de los
sistemas de produccion lechera genera grandes volimenes de residuos organicos que
dificultan su manejo y conllevan riesgo sanitario y ambiental (Taverna et al., 2007).

En un sistema pastoril cada vaca en ordefie genera entre 14 y 24 litros de efluentes por
dia, sin considerar el agua utilizada por la placa de refrescado y el agua de lluvia, y
contienen aproximadamente 350 gramos de materia seca (MS). Estos efluentes
representan para un tambo de 200 vacas, entre 1000 a 1700 m? al afio. (Tavernaet al.
2007).

La composicion del efluente es elevada en compuestos inorganicos con K, N o P,
materia organica y microorganismos, que pueden afectar las propiedades de cuerpo
receptor (laguna, suelos, etc) al recibir la descarga. Debido a estas caracteristicas, los
compuestos que forman parte del efluente, con un adecuado manejo se transforman en
subproductos que se reciclan aportando materia organica y nutrientes al suelo.La
restitucion al suelo de los nutrientes y los materiales no digeridos de las paredes
celulares de las plantas (celulosa, lignina), favorecen la conservacion y/o restitucion de
la fertilidad del suelo. De todas formas. Es necesario regular la aplicacién o carga
méaxima admitida en el suelo, de manera de no saturar su capacidad de intercambio
catidnico (Casanova y del Pino, 2008).

El procesamiento de los efluentes a través de lagunas de decantacion anaerobia y
facultativa, es una alternativa muy recomendablerespecto a la practica que se realizaba
de desecho directo de los efluentes de tambo en cursos de agua. La utilizacion de estos
efluentes tratados como fuente de N es importante para el pais, dado que se producen
en gran cantidad. Asi, se podria contribuir a la fertilizacion y disminuir el uso de fuentes
nitrogenadas de alto costo para el productor, como lo es la fertilizacion con urea.



La microbiota del suelo responde diferente segun el tipo de efluente y las cantidades
de aplicacion en una pastura (Shi et al., 2018).Charlon (2007) reporta que los efluentes
liquidos de tambo (ELT) resultan del lavado de las areas de ordefie y se componen de
heces, microorganismos fecales, orina, barro, restos de leche, residuos de alimentos,
aguas pluviales y de lavado, detergentes y otros productos quimicos utilizados en un
sistema de tratamiento. Asi se explica la significativa cantidad de nutrientes esenciales
gue potencialmente serian una excelente fuente nutricional para los cultivos cuando se
los incorpora al suelo(Schréder et al. 2007; Imhoff et al. 2011).

El riego de la aplicacion de efluentes de tambo es que se promueva la mineralizacion
por microorganismos, lo que ha sido puesto en evidencia por un aumento en la
respiracién, la biomasa microbiana y actividades enziméticas de suelo (Casanova y Del
Pino, 2007).

Las caracteristicas fisicoquimicas y microbiol6gicas de cada efluente dependeran del
manejo del tambo y del tratamiento previo a su vertido. En muchos trabajos se destaca
el efecto positivo del riego con efluentes sobre las propiedades quimicasdel suelo debido
al reciclado de nutrientes, asi como a propiedades fisicas derivadas del aumento del
contenido de materia organica, porosidad, e infiltracion del agua en el suelo (Feng et al.
2005, Khan et al., 2007).

El 69% de los establecimientos lecheros en Uruguay realizan un manejo de los efluentes
en piletas (Fig. 2) y el 80 % de estas descargan al suelo por desagiie natural en el
terreno.Los sistemas de lagunas con efluentes de tambos permiten una reduccién
importante de carga organica, pero no permiten lograr, en lo que se refiere a nitrégeno,
fésforo y patégenos, los limites requeridos por la normativa para su vertido a
cauce(MGAP, 2008).

Figura 2. Colecta de efluentestratados (izquierda) y crudos (derecha) en el Centro
regional Sur (CRS) de Facultad de Agronomia usados en esta tesina. Los efluentes
tratados son recolectados enla segunda laguna de tratamiento (laguna facultativa) y los
efluentes crudos a la salida de la sala de ordefie.



En el Cuadro 1 se muestra la composicion de los efluentes concentrados, sin tratar
tomados directo de la sala de orderie.

Cuadro 1. Composicion de efluentes sin tratar*

N (mg/l) P (mg/l) K (mg/l)

533 82 307

*Estimacion realizada para vacas de 550 kg de PV; 20 L leche;0,4%P y 1,48% de K en la dieta,
un gasto de agua de 50 L/v/d en el ordefie y un tiempo de estadia medio en el corral de 2
horas/d. Calculos tomados de Nennichet al. 2005.

La composicion de los efluentes tratados con sistema de doble pileta en Uruguay se
presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Composicion de efluentes de tambo tratados y limites requeridos por el
MGAP.

N total (limite 10 | P total (limite 0,025 | K total
mg/l) mg/l)
Salida pileta | 88-433 40-118 266-539
anaerobia
Salida pileta | 28-265 23-180
facultativa
Lodo de pileta | 2500-3500 190-290 900-1700
anaerobia

Composicién (mg/L, valores min/max.) de N, P y K de efluentes de tambo tratados con un
sistema de doble pileta (MGAP, 2008; La Manna y Malcuori, 2008).

Los efluentes estdn compuestos mayoritariamente por estiércol y orina. La orina
contiene principalmente elementos solubles organicos simples y minerales, por lo tanto,
los nutrientes presentes en la orina estan inmediatamente disponibles para las plantas,
aunque también corren el riesgo de perderse, principalmente el N.

En cuanto al estiércol contiene principalmente compuestos organicos que sufren
procesos de ataque microbiano, ya sea en el sistema de almacenamiento o en el suelo,
cuando son depositados directamente. Este proceso de degradacién del estiércol
produce pérdidas de C que es utilizado por la biomasa microbiana como fuente de
energia, en tanto que los elementos minerales se van concentrando, lo que llevaa la
disminucién de la relacién C/N (Casanova y del Pino 2008).

En la medida que un efluente es estacionado por mayor tiempo, 0 los procesos
biol6gicos son acelerados, el material a ser aplicado tendra menores valores de C/N,
siendo esperable un mayor impacto favorable, sobre todo en la disponibilidad de N
mineral.

Cuando se agrega materiales liquidos al suelo generalmente su distribucion en
lasuperficie es bastante homogénea, en tanto que su aporte de nutrientes es bajo,
especialmente en aquellos elementos asociados a la fase sélida. A medida que
elcontenido de materiales sélidos aumenta se pueden tener materiales con mayor aporte
de nutrientes, dependiente de la presencia de materiales que no provengan de las



deyecciones (suelo, residuos de paja, etc.). De todos modos, la distribucion de estos
materiales es generalmente mas heterogénea. En cambio, cuando se aplica un material
que se ha dejado secar, y por lo tanto tiene niveles muy bajos de humedad, se facilita
la distribucion, al tiempo que se logran mayores impactos, debidos al aporte de
nutrientes y mejora de propiedades fisicas y bioldgicas del suelo. (Casanova y Del Pino
2008).

Aungue los parametros de disponibilidad de nutrientes o fisicos del suelo no mantengan
los incrementos logrados de inmediato, los beneficios en el corto y mediano plazo
justifican el agregado de este tipo de enmiendas, especialmente en suelos que han
perdido la fraccion mas activa de su componente organico. Debe considerarse que una
gran parte de los campos de produccion lechera estan recibiendo una presion
importante sobre el recurso y necesitan por lo tanto recuperar en lo posible sus
cualidades productivas (Casanova, Del Pino 2008).

El uso de estiércol como enmienda en el suelo aumenta el contenido de materia
organica y mejora las propiedades fisicas (baja la densidad aparente, aumenta la
macroporosidad) y también mejora la capacidad de retencién de agua (Silva et al. 1992,
Casanova et al. 2004, Lagos J y Huertas J 2019).

La mayor parte del nitrogeno vuelve en formas organicas, de liberacion lenta y solo un
50-60% de este N estara disponible en el primer afio de aplicacion. Una fraccion del N
estard& como N mineral (amonio y nitrato), siendo disponible inmediatamente
(Longhurstet al. 2012).

Objetivos

En este trabajo, se ha elegido el ciclo del nitrégeno y los microorganismos involucrados
en los procesos de nitrificacion como objeto de estudio, dado que el riego con efluentes
de tambo tiene aportes significativos de N y se crean diferentes microambientes en el
suelo luego del riego, ambientes oxigenados, con poca oxigenacion o anoOxicos
dependiendo del drenaje del suelo y alternando ciclos de humedecido y secado. En este
trabajo se realizara la comparacion del efecto en el suelo de efluentes tratados y sin
tratar sobre el proceso de nitrificacion, asi como sobre la emision del gas de efecto
invernadero N2O y también sobre la disponibilidad en el suelo de NHs*y NOg'.

El objetivo general esmejorar la utilizacion productiva de efluentes de tambo a través del
conocimiento de sus caracteristicas y de los procesos que ocurren una vez incorporados
al suelo. Para esto se proponenlos siguientes objetivos especificos:

e Evaluar la emision de N2O del suelo antes y después del riego con efluentes de
tambo frescos y estacionados, asi como también con la equivalente fertilizacion
nitrogenada (urea).

e Evaluar si existe alguna relacién de la emisién de N.O con la actividad
nitrificante, asi como con la variacion del numero de microorganismos
responsables de dicho proceso.

e Relacionar las emisiones de N2O con la disponibilidad de NH4s"y NO3 en el suelo.

Resultados esperados:



Con estos resultados se espera contribuir a la valoracién de los efluentes de tambo
como insumos para la fertilizacién nitrogenada y profundizar en la comprension de
algunos de los procesos del ciclaje de N, para aportar mejores resultados productivos y
disminuir la emisién de gases de efecto invernadero.

Materiales y métodos:
Ensayo de invernaculo

Se instalé en agosto 2018un ensayo de invernaculo en macetas con suelo donde se
planté Festucaarundinacea (graminea perenne) con aplicacién de efluentes de tambo
frescos (alta relacion C:N) y efluentes de tambo de una segunda laguna de tratamiento
(baja relacién C: N), comparado con un testigo fertilizado con urea y otro sin fertilizacion
ni adicion de efluentes. De aqui en adelante los tratamientos se designaran como EFC,
EFL, Uy A, respectivamente. En A se agregd agua para mantener el mismo tenor de
humedad que en los demdas tratamientos.

Para la colecta de efluentes de tambo tratados (baja relacion C:N) se utilizd6 un
recipiente0,5 | con un soporte de 2m de longitud para poder tomar muestras de seis
diferentes zonas de la segundalaguna de tratamiento que luego se mezclaron (Fig. 2).
La colecta de efluentes frescos se realiz6 directamente a la salida de la sala de ordefie

(Fig. 2).

Disefio experimental

Los tratamientos se aplicaron a las macetasen un disefio de bloques, cada bloque
aleatorizado, para las extracciones de suelo se colocaron las unidades experimentales
(maceta con 4 plantas) en 3 bloques con4 repeticiones de cada tratamiento y para las
extracciones de gases 5 bloques cada uno con una sola repeticion de tratamiento (Fig.
3).
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Figura 3. Esquema de la disposicion de las macetas en el invernaculo. Las macetas con
camara para realizar la colecta de gasesse representan en verde, el resto de las
macetasse utilizaron para realizar losmuestreos de suelo.

El suelo usadose colect6 de la capa mas superficial (15 cm superiores) del Centro
Regional Sur de la Facultad de Agronomia, al igual que los efluentes. La dosis de
efluentes aplicados a las macetas fue la correspondiente a 200 kg de N x ha’,
distribuyendo la mitad cuatro semanas posgerminacion y la otra mitad luego del primer
corte de la pastura. El suelo se mantuvo a 70 % de capacidad de campo. Previo a la



aplicacion, los efluentes y el suelo fueron caracterizados de acuerdo con su composicion
fisicoquimica y los efluentes se normalizaron por el contenido de N total para su
aplicacion. Cada maceta contenia 4kg de suelo. Los efluentes de la laguna presentaron
111,5 mg N total x L%, y con este dato se ajust6 la dosis de riego por maceta.

De igual manera se calculé el volumen de riego para el efluente concentrado. En la Fig.
4 se muestra una foto del ensayo de invernaculo.

La duracion del experimento fue de 90dias durante los que se hizo muestreos de suelo
(submuestras de 40 g) para determinar el potencial de nitrificacién y el contenido de
NH4"y NOs en el suelo, de acuerdo con el cronograma del cuadro 3.

Figura 4. Distribucion de las macetas para el muestreo de suelo y las macetas que
presentan camara, cada maceta presenta 4 plantas de Festuca marcadas con una
arandela cada una.



Cuadro 3. Cronograma de actividades experimentales durante el afio 2018

Fecha | Muestreo de suelo | Toma de Muestreo de suelo para | Riego con
para medir NHs"y muestras recuento de oxidadores | efluentes
NO3z gaseosas de NH.*

13/9 X

20/9 X X X

22/9 X

24/9 X

26/9 X

27/9 X

28/9 X

5/10 X

12/10 X

22/10 X

13/11 X

14/11 X X

16/11 X

17/11 X

19/11 X

21/11 X

24/11 X X

30/11 X

7112 X

13/12 X

17/12 X X X




Cuantificacion de amonio y nitrato

Para realizar estos analisis, se toma suelo humedo (5 g) de las macetas con los 4
tratamientos etiquetadas con el nimero 1 (otorgado al azar) en cada bloque. Para la
extraccion se agregan 15 mL de KCI2M, se agita durante 30 min y posteriormente se
filtra la suspension con papel Whatman n° 41. El contenido de NOs™ se cuantifico tras la
reduccion a NO2 por una columna de cadmio y posterior determinacion colorimétrica
(reaccién de Griss-llosvay). El contenido de NH4* se cuantificé segin Rhineet al. 1998.
El' N mineral se calculé como la suma de NH4*-N y NOs™-N.

Cuantificacion de microorganismos oxidantes de NH,*

El recuento se realizé por la técnica del nUumero mas probable (NMP). Se suspendieron
10 g de suelo fresco en 90 mL de buffer fosfato (pH=7 £0,2)y se realizaron diluciones
seriadas en base 10. Se sembraron 3 repeticiones de las diluciones -2, -3, -4 en tubos
de 4ml.

Para la cuantificacién por NMP de microorganismos oxidadores de amonio, se utilizaron
tubos con 4 mL de medio mineral con 5 g L de (NH4).SO.. Los tubos se incubaron
durante 30 dias en agitacion a 28 °C. La presencia de NOy es revelada con el color
rojizo al agregar los reactivos de Griess-llosvay al medio en los diferentes tubos (lllarze
et al. 2017). Con estos resultados se fue a las tablas descriptas para el método (NMP)
segun el nimero de las 3 repeticiones para cada dilucién que dio positivo, se calculo el
numero de microorganismos presentes en la muestra.

Emision de N.O

Se determino la pérdida de N gaseoso como N»O cada dos dias después de la primera
semana posriego y con una frecuencia semanal durante un mes. Para cuantificar el flujo
de los gases emitidos, se utilizé el método de camara cerrada, disponiendo camaras
estaticas en las macetas (n=4)

La cuantificacion del NoO emitido se realiz6 por cromatografia de gases segun Irisarri et
al. (2012). Las campanas se taparon previo a latoma de muestras gaseosas que se
tomaron conuna jeringa de 10 ml y se almacenaron entubos de vidrio con tapa de goma
a los que previamente sehizo vacio (Fig. 5). Para recoger la muestra se llena la jeringa
tres veces y se vuelve a vaciar dentro de la campana para hacer que circule el aire y asi
tomar una muestra homogénea, se repite el mismo procedimiento a los 20 minutos y a
los 40 siempre manteniendo la campana cerrada de manera que se vaya acumulando
el gas emitido.
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Figura 5. Campana previo al cerrado (izquierda), campanas cerradas (centro) y toma
de muestras de gases (derecha).

Analisis estadistico

Se utilizo el programa estadistico Infostat(Di Rienzo et al. Version 2019) para realizar
los calculos de medias, desvio estandar y andlisis de varianza. Se realiz6 un andlisis de
varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la emision de 6xido
nitroso, contenido de N mineral y recuento de oxidadores de amonio. Para determinar
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se realizé un test de LSD
(Fisher) (p<0.05) y también se realizaron andlisis de correlacién de Pearson (r) entre
algunas de las variables.



Resultados

Emisiones de N.O

Los flujos de N-N»O promedio por fecha de los distintos tratamientos se presentan en la
Fig. 6. Con la primera aplicacion de los tratamientos y en 2 oportunidades luego de la
segunda aplicacion se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
(Cuadro 4).En todos los casos el tratamiento EFC (con agregado de efluentes crudos
fue el que presentd mayores flujos de N2O.
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Promedio N20(g).Hat-d*

1 7 9 11 13 15 22 29 61 65 67 69 72 78 85 91

*
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Figura 6.Emisiones de N20 del suelo bajo los diferentes tratamientos.

Se maraca con asterisco (*) las fechas donde existi6 diferencias significativas entre tratamientos
(dias, 7, 67,85).Se marca con flechalas dos fechas donde se realizaron los riegos con los
diferentes tratamientos (dias, 7, 62).Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes
concentrados, EFL: efluentes de laguna.

* *

Cuadro 4.Analisis de varianza para les emisiones de N2O.
Dia U A EFC EFL
1 A A A A

7

9

11
13
15
22
29
61
65
67
69
72
78
85

91 A A
Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes concentrados, EFL: efluentes de laguna.
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A continuacion en el cuadro 5. se muestra la conversion de fechas que fue necesaria
para realizar los célculos realizados en la Fig. 6.

Cuadro 5. Conversion de las fechas de medicion de la emision de N2O a dia para los
calculos.

conversion Dia Fecha

1 13-sep
7 20-sep
9 22-sep
11 24-sep
13 26-sep
15 28-sep
22 05-oct
29 12-oct
61 13-nov
65 17-nov
67 19-nov
69 21-nov
72 24-nov
78 30-nov
85 07-dic

91 13-dic

Con el célculo del area total bajo las curvas (Fig. 6) se obtuvieron las emisiones de N-
N2O totales para cada tratamiento (Cuadro 6). Observandose valores similares para los
tratamientos U, Ay EFL y un valor cercano al doble para las macetas tratadas con EFC.

Cuadro 6. Emisiones de N-NO totales en el periodo del ensayo.

Tratamientos N-N-O kg ha
) 3

A 2,4

EFC 6,5

EFL 2,3

Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes concentrados, EFL: efluentes de laguna.

Cuantificacion de oxidadores de Amonio

El recuento se llevé a cabo al final del experimento, 3 meses después del inicio del
ensayo y un mes después de la segunda aplicacién de efluentes a la pastura.

El NMP de oxidadores de amonio se muestra en el cuadro 7. No hubo diferencias
significativas en el nUmero de estos microorganismos entre los tratamientos.



Cuadro 7. Numero mas probable (NMP) de oxidadores de amonio, media + desvio
estandar.

tratamiento | NMPdeoxidadores de amonio * x 103
U 0,6+0,5

A 1,3+0,8

EFC 1,1+0,8

EFL 1,8+1,4

*El NMP de oxidadores de amonio no fue diferente significativamente entre los tratamientos,
Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes concentrados, EFL: efluentes de laguna. Medias
de tres repeticiones por tratamiento y su correspondiente desvio estandar.

Contenidos de amonio y nitrato en el suelo

Disponibilidad de Amonio

El cuadro 8 muestra los valores de NH4+ registrados de acuerdo con los dias
transcurridos después del primer agregado de los efluentes u otro tratamiento. El dia 55
corresponde a la segunda aplicacién (marcado con flecha). Enseguida de la primera
aplicacion se observaron diferencias significativas entre todos los tratamientos, siendo
U el que present6 mayor contenido de NH.'y Agua el que presentdé menor. Para la
segunda aplicacion de tratamientos solo se diferencié EFC presentando el valor mayor
y alos 2 dias el que presenté menor contenido de NH4*con diferencias significativas con
respecto a los demas tratamientos fue el tratamiento A.

Cuadro8.Amonio disponible en el suelo (mg.g™).

Dia Urea Agua EFC EFL

1 |:> 32,844 A 3,3t0,7 | D | 13,70 C |22,6£0,1 | B
7 3,2£0,2 | A 2,7£10,1 | A | 4,412 A |32+0,9 | A
32 5629 | A 3,6£1,2 | A |4,2+£0,3 A | 6,84 A
55 |:> 45+44 | B 1,1+1,2 | B 10,9+3,6 |A | 4,149 | B
57 10,7¢5,6 | A 0,5+0,6 | B 11+1,8 A |91+4 A
65 2,7£2,2 | A 1,1+11 | A | 2,2x0,6 A |20£22 |A
88 1,7¢1,4 | A 1,306 | A 2,0£2,1 A |1,6x0,7 |A

Mediade amonio (mg) de 3 muestras por gramo de suelo y su correspondientedesvio estandar.
Con las diferentes letras se marca si hay ono diferenciasestadisticas entre los tratamientos.
Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes concentrados, EFL: efluentes de laguna.Se
marca con flecha los dias donde se realizaron los riegos con los diferentes tratamientos.

Contenidode nitrato del suelo

El contenido deNOs se muestra en el cuadro 9de acuerdo con los dias transcurridos
después del primer agregado de los efluentes u otro tratamiento. El dia 55 corresponde
a la segunda aplicacion(marcado con flecha). Luego de 7 dias de la aplicacion se
observaron diferencias significativas entre tratamientos, siendo EFL el que present6
mayor contenido de NOs'(cuadro 9). En el siguiente muestreo del dia 32 se observa el
menor valor para las macetas regadas con agua. Para la segunda aplicacion de
tratamientosse diferencié EFC y Urea presentando los valores menores, por otra parte,
EFL y A los mayores. En el dia 65 del ensayo se observé que el mayor valor de NOs™ lo
presentaron las macetas tratadas con EFC y para el Gltimodia del ensayo el menor valor
con diferencias significativas con respecto al resto de los tratamientos lo presentaron las
macetas regadas con EFL.



Cuadro 9. Nitrato disponible en el suelo (mg.g?).

Dia Urea Agua EFC EFL

1 | 17+4,7 A | 17,444 A |175+45 |A|154+12 |A
7 26,2+4.8 B | 25,6%3,3 B |24 £1,7 |B|31,7#43 |A
32 70,615,9 A | 75£21,8 A 40,652 | B |48,1+252 | A
55 —)| 615+152 |B |839+7,8 |A |30,3+94 |C|95+26,8 |A
57 49+19,1 A | 58,319 A | 42,2+129 | A | 51,9127 A
65 99,4 +18,2 | A | 79,8410,8 |A |52+21,8 |B |96,7t18,3 | A
88 58,7+7,3 A | 57+£13,7 A | 67,4456 | A |325+11,2 | B

Media de nitrato de 3 muestras y su correspondiente desvio estandar. Con las diferentes letras
se marca si hay o nodiferencias estadisticamentesignificativas entre los tratamientos.
Tratamientos: U: urea, A: agua, EFC: efluentes concentrados, EFL: efluentes de laguna. Se
marca con flecha los dias donde se realizaron los riegos con los diferentes tratamientos (1,55).

Por ultimo, se comparo el contenido de NH4*y el contenido de NOscon las emisiones de
N20O. No existié correlacion entre estos parametros, siendo los p

-valores de la regresién respecto al N2O, 0,456 para NH4*, 0,649 para NOsy 0,908 para
el N mineral total.

Discusion:

Emisién de 6xido nitroso (N20)

El primer objetivo de esta tesina fue conocer si el agregado de efluentes de tambo, tanto
crudos como tratados en laguna, modificaba la emisién de N>O del suelo sembrado con
Festuca en relacion con la fertilizacion con urea.

Los picos en las emisiones de N.O para todos los tratamientos elmismo dia que se
realizé el primer riego (dia 7, figura 6, cuadro 4) o inmediatamente después del segundo
riego(dia 62, figura 6, cuadro 4) pueden deberse a la formacion de ambientes andxicos
por el agregado de agua que contienen los 4 tratamientos, obligando a los
microorganismos a respirar compuestos nitrogenados en ausencia de O; (Vander
Weerden et al, 2016). Estos autores detectaron que inmediatamente después de la
aplicacion de los efluentes se formaban ambientes anaerébicos. Este mismo resultado
fue observado por Luo et al. (2008), quienes constataron que los efluentes provocaban
la formacion de ambientes anaerobios por su contenido de agua,aumentando la emision
de N2O. Otros autores observaron que el riego simplemente con agua provoca la
formacion de microambientes andxicos pero que el agregado de efluentes ademas
aumenta la disponibilidad de N y C en el suelo y por lo tanto las emisiones de N,O
(Bhandalet al. 2007,Barton y Shipper 2001). Esto podria estar ocurriendo en nuestro
ensayo con la aparicion de picos en las emisiones de N,O inmediatamente después del
riego por la formacién de ambientes andxicos entre otras razones (Bhandralet al.
2010).En las macetas tratadas con EFC que presentaron un aumento en las emisiones
totales de N2O con respecto a los demas tratamientos (cuadro 6) se esta agregando una
mayor cantidad de C, que entre otras cosas podria ser donador de electrones para la
desnitrificacion. Este resultado alienta la aplicacion de efluentes tratados dado que estos
producen menor emision de N2O realizando igualmente aporte de nitrogeno al suelo.

Li et al. (2014) también constataron que el factor de emisién de N>O, producto indirecto
de la volatilizaciébn de NHs, fue mayor para los efluentes frescos aplicados a pasturas
que para los estacionados 4 meses. Laubach et al. (2015) observaron que el N.O pudo
aumentar de forma directa a través de la nitrificacién y desnitrificacion asociada, o de



forma indirecta por medio de la volatilizacibn de NHs. Contrariamente, Bhandral et
al.(2007) en un ensayo de riego a pasturas con efluentes frescos y tratados durante el
otofio reportaron mayores emisiones de N>O cuando se reg6 con efluentes tratados que
con efluentes crudos. Esto pudo deberse a que el efluente crudo tiene una mayor
relacién C/N y esto puede provocar una liberacion retardada del N por mineralizacion de
este y por otra parte producirse menos N.O porque se realiza una desnitrificacion
completa hasta N2 por tener mayor contenido de C.

El pico observadoen las emisiones para todos los tratamientos 15 dias después del
primer riego el dia 22 (figura 6, cuadro 4) puede ser producto de una mayor actividad
microbiana dado que la temperatura promedio del suelo con respecto a la anterior
medicion aumento de 18,1°C el dia 28 de septiembre a 21,4°Cpara el dia 5 de octubre
(en anexo). Las emisiones de N2O incrementan con el aumento de la desnitrificacion
gue depende entre otras cosas del pH y la temperatura del suelo (Blackmer y Bremner
1978; Van Cleemput 1998 y Wang et al. 2013).

Oxidadores de amonio

El segundo objetivo del trabajo fue evaluar si existe alguna relacion de las emisiones de
N.O con la actividad nitrificante, asi como con la variacion del numero de
microorganismos responsables de dicho proceso. No se observaron diferencias entre
los tratamientos en cuanto al nimero de oxidadores de amonio al final del experimento
(cuadro7), presentando valores del orden de 10° Habteselassine et al. (2013)
observaron que el nUmero de bacterias oxidadoras de NH4* lleg6 a valores del orden de
107, aunqgue los niveles de nitrégeno agregados son similares a los nuestros (200kg.ha
1). Este ensayo sin embargo fue de largo plazo realizando riegos con efluentes durante
6 afos. Existe a su vez un efecto regional sobre los microorganismos y su
comportamiento (Van der Weerden et al. 2016). Otros ensayosde largo plazo reportan
un aumento de las bacterias oxidadoras de NH4*, con el agregado de efluentes de tambo
(Zhang et al. 2018, Liu y Haynes 2010).

Dado que los oxidadores de amonio son microorganismos de crecimiento lento y solo
una pequefia porcion de estos es cultivable, utilizar la técnica del NMP como en nuestro
casopara estudiar esta poblacidon representa una limitacibn metodolégica, una
alternativa para evitar esto podria serla amplificacion por gPCR del gen de la
amoniomonoxigenasa, lo que permitiria estimar una poblacién del orden de 10°a
107 bacterias oxidantes de NH,4*. (lllarze et al. 2017).

Amonio y Nitrato

En tercer lugar, se plante6 como objetivo relacionar las emisiones de N.O con la
disponibilidad de NHs*y NO3™ en el suelo.

Los elevados niveles de NH4" luego del riego para las macetas tratadas con U, EFC o
EFL y los niveles muy bajos NH4* para las macetas tratadas con agua (cuadro8), pueden
deberse a la composicion fisicoquimica del efluente ya que estos al igual que la urea
contienen NH4* (Feng et al. 2005, Khan et al. 2007, Bhandral 2010). Esto también podria
explicar que las macetas tratas con EFC tuvieron diferencias significativas con respeto
a los otros tratamientos luego de realizar el primer riego y el segundo.

Luego del riego los altos niveles de NH4" disponible en el suelo comienzan a descender
debido a que es metabolizado por los microorganismos capaces de oxidar amonio a
NO; y absorbido por plantas o asimilado por microorganismos. Este proceso de



nitrificacion provoca el aumento sostenido de NOs™ durante el ensayo (cuadro 9). Luo et
al. (2008) también reportan niveles de NOs bajos antes de aplicar los efluentes que
luego aumentaron, sobretodo luego del segundo riego. Estos autores a su vez
comunican un efecto regional en los suelos de Nueva Zelanda, pudiendo alcanzar
valores elevados de NOgs luego del riego con efluentes o practicamente no observar
niveles mayores de NOs para pradera regadas con efluentes respecto al control (agua).
Este efecto responde a la estructura y composicion del suelo que influyen en el tipo
de comunidades de microorganismos que habitan en cada region.

Bhandral (2010) reporta que los niveles de NOs aumentaron lentamente y de forma
sostenida luego del riego, debido a la nitrificacion y mineralizacion del nitrégeno
disponible en los efluentes, lo que también puede estar ocurriendo con nuestros
resultados.

En nuestro ensayo podemos inferir también un efecto importante de la temperatura dado
que los niveles de NOs fueron aumentando de forma sostenida conforme pasaron los
dias de ensayo y la temperatura media aumentaba en el suelo debido a un efecto
estacional, esto provoca un aumento en la actividad bacteriana aumentando entre otros
procesos la nitrificacion(Van der Weerden et al. 2016).

No se observé correlacion entre los niveles de NOs'y el N2O emitido, ni entre los niveles
de NH4*y el NoO emitido. La gran variabilidad de los resultados de las emisiones pudo
enmascarar esas correlaciones, aunque otros autores ya han reportado falta de
correlacion debido a los multiples factores que pueden afectar las emisiones (Lark et al.
2004). Aunque las emisiones de N.O estan relacionadas en parte con el N total del suelo
y los procesos de desnitrificacién y nitrificacion que ocurren en él, también dependen de
otros factores que influencian esos procesos, asi como la absorcién de N mineral por la
pastura o la inmovilizacion por microorganismos.Otra posibilidad es que el nitrdgeno
presente en forma de NH4*, en el suelo se perdiera mediante volatilizacion en lugar de
sufrir nitrificacion y luego desnitrificacion,descendiendo de esta manera los niveles de
NH4* en el suelo y no permitiendo establecer una correlaciéon con las emisiones de N.O
(Li et al. 2014).

También es posible que se realizara desnitrificacion completa a N, en ausencia de
O20bligando a los microorganismos a respirar compuestos nitrogenadosde tal manera
que no se produzca N>O como observaron Van der Weerdenet al. (2016).

Conclusiones

Si bien los resultados obtenidos son preliminaresycorresponden a un ensayo en
macetas en invernaculo, indicarian que el riego con efluentes crudos produce un
aumento significativo en las emisiones de N-O.

Por otra parte, no se observé un aumento en el nimero de oxidadores de amonio con
ningln tratamiento, aunque no se evalu6 el nimero de desnitrificantes que
probablemente sean los responsables de las emisiones en estas condiciones.

Por ultimo, no se observa una correlacion entre las emisiones de N;O y el NH.*
disponible o una correlacion entre las emisiones de N2O y el nivel de NO3 disponible en
el suelo.
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