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RESUMEN 

La oxidación del amoníaco a nitrito constituye un paso crítico en el ciclo del nitrógeno (N) 

y es realizado por las bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) o Nitritantes. El manejo 

agrícola puede afectar la comunidad de las BOA a través del uso prolongado de 

fertilizantes nitrogenados como la urea, cuya aplicación tiende a aumentar la acidez del 

suelo. El objetivo de este estudio fue caracterizar la comunidad de las BOA bajo el efecto 

acumulado de la aplicación de urea luego de 12 años en una secuencia maíz – trigo/soja – 

soja en siembra directa. El ensayo presenta un diseño en bloques completos aleatorizados 

con tres repeticiones sobre un suelo Argiudol típico de Marcos Juárez, Sudeste de 

Córdoba, Argentina. Los tratamientos fueron: A control sin aplicación; B y C con 95 y 165 

kg ha
-1

 de urea como fuente de N, respectivamente. Se realizaron dos muestreos: previo a 

la siembra y en postcosecha de maíz. Para la caracterización de la comunidad de BOA se 

utilizaron los métodos del número más probable, shaken soil slurry, reacción en cadena de 

la polimerasa y electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante. Además se 

determinaron variables químicas de suelo. La fertilización con urea disminuyó el pH del 

suelo, aumentó la abundancia y diversidad de las BOA pero no produjo cambios 

significativos en la actividad nitrificante potencial. La estructura de la comunidad de las 

bacterias nitritantes estuvo dominada por miembros del Grupo 3 de Nitrosospira en todos 

los tratamientos. Los resultados obtenidos indican que la fertilización con urea a largo 

plazo en un Argiudol típico representó una fuente de sustrato más que un factor limitante 

para las BOA. El efecto de la fertilización sobre la estructura de la comunidad de BOA fue 

más evidente en el muestreo previo a la siembra de maíz. 

 

Palabras claves: Nitrógeno - Fertilización - Nitritantes  
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ABSTRACT 

Ammonia oxidation to nitrite is a critical step in the nitrogen (N) cycle and is performed by 

ammonia oxidizing bacteria (AOB) or Nitritants. The agricultural management can affect 

the AOB community due to the prolonged use of nitrogen fertilizers such as urea which 

tends to increase soil acidity. The aim of this work was characterize AOB community after 

12 years of urea application in a corn – wheat/soybean-soybean cropping sequence under 

no-tillage practices. The field experiment was performed a randomized complete block 

design with three replicates on a typical Argiudol soil at Marcos Juárez, Southeast of 

Córdoba, Argentine. The treatments were: A Unfertilized control; B and C with 95 and 165 

kg ha
-1 

of urea as N source respectively. Soil samples were collected before sowing and 

after harvest of corn. The community of AOB was studied through the most probable 

number method, shaken soil slurry, polymerase chain reaction and electrophoresis in 

denaturing gradient gel. Also, soil chemical variables were determined. Urea fertilization 

decreased soil pH, increased the abundance and diversity of the AOB but did not 

significantly affect the nitrification potential. The structure of nitritants bacteria 

community was dominated by members of the Group 3 of Nitrosospira in all the 

treatments. The results showed that long-term urea fertilization in a typical Argiudol was a 

source of substrate and not a limiting factor for the nitritant bacteria. The fertilization 

effect on the community structure of ammonia oxidizers was more evident for the 

sampling date before corn sowing. 

 

Key words: Nitrogen - Fertilization - Nitritants 
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CAPÍTULO 1  

INTRODUCCIÓN 
 

 

Ciclo del nitrógeno con énfasis en el proceso de Nitrificación del 

suelo 
 

 

El nitrógeno (N) es la unidad clave de las moléculas de proteínas sobre la cuales se 

basa la vida, siendo un componente esencial de plantas, animales y microorganismos 

(Ciarlo y Plama, 2011). Por sus funciones en la fisiología de las plantas constituye un 

elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de los cultivos (Ruiz Rueda, 2008).  

 

 

En la naturaleza, el N es uno de los elementos más ampliamente distribuidos y existe 

en varios estados de oxidación, como gases, iones y en la materia orgánica del suelo 

(MOS). Las conversiones entre estas formas son en su mayoría llevadas a cabo por 

microorganismos, constituyendo uno de los ciclos biogeoquímicos más complejos donde 

están involucradas reacciones metabólicas importantes como fijación del N, amonificación, 

nitrificación y desnitrificación (Ruiz Rueda, 2008). 

 

 
 

Fig. 1.1 Ciclo del N en Agroecosistemas. Adaptado de Stevenson (1982). 
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El ciclo de N comprende diversas transformaciones que ocurren en forma simultánea 

y en sentido opuesto (Fig. 1.1), involucrando formas orgánicas e inorgánicas (algunas 

volátiles). Aunque la atmosfera representa la fuente primaria de N para el suelo (79,8 % en 

volumen), las moléculas de N atmosférico (N2) no pueden ser tomadas directamente por las 

plantas y los animales, sin antes ser fijadas (Frioni, 2006; Ciarlo y Palma, 2011). 

 

 

La fijación de N puede ocurrir biológicamente a través de diversos microorganismos 

fijadores simbióticos o de vida libre, donde el N2 es reducido a amoníaco (NH3) e 

incorporado al metabolismo microbiano para producir aminoácidos y sintetizar sus propias 

proteínas (Ciarlo y Palma, 2011). También la fijación se puede dar a través de fenómenos 

ocurridos en la atmósfera mediante descargas eléctricas, y por la actividad antrópica a 

través de la industria de fertilizantes (Madigan et al., 2004). Otras incorporaciones de N al 

suelo son a través de excretas animales y por residuos de cultivos (Ciarlo y Palma, 2011). 

 

 

La amonificación constituye el primer paso en la mineralización del ciclo del N y es 

realizada por microorganismos heterótrofos (Stevenson, 1985). Es el proceso mediante el 

cual los compuestos nitrogenados de los tejidos de los organismos y de la MOS se 

descomponen y producen como producto final, el NH3, que en la solución de suelo se 

encuentra protonado como ion amonio (NH4
+
) y puede participar de múltiples vías 

metabólicas, entre ellas ser la fuente de sustrato de diversos microorganismos (Ciarlo y 

Palma, 2011). 

 

 

La nitrificación es el proceso final de la mineralización de la MOS (Orozco, 1999) 

donde ocurre la oxidación biológica del NH3 a nitrato (NO3
-
). La misma, puede ser llevada 

a cabo por un amplio rango de microorganismos heterótrofos y autótrofos, aunque es 

mucho más importante la participación de este último grupo, ya que se considera que la 

nitrificación heterotrófica está limitada generalmente a suelos ácidos o suelos de bosque 

ricos en material orgánico (Kurola, 2006).  

 

 

Si bien investigaciones recientes han demostrado la presencia de nitrificación 

heterotrófica en suelos agrícolas sometidos a fertilización, otros estudios Madigan et al. 
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(2004); Sylvia et al. (2005) y Mc. Neill and Unkovich (2007), coinciden en que la 

nitrificación autotrófica es la predominante en suelos agrícolas.  

 

 

Estudios recientes han destacado el rol de las Archaea oxidantes del amoníaco 

(AOA) en la nitrificación autotrófica como indicadoras y por su predominancia en suelos 

agrícolas con respecto a las bacterias oxidantes del amoníaco BOA (He et al., 2007; Chen 

et al., 2010). Sin embargo, ambos grupos difieren tanto en su fisiología como metabolismo 

lo que implica que distintos factores ambientales como pH, nutrientes nitrogenados de 

suelo, C orgánico y raíces de plantas puedan determinar la importancia funcional de cada 

grupo en ambientes naturales y especialmente en aquellos disturbados como los 

agroecosistemas (Ai et al., 2013). Se ha reportado un mayor dominio y respuesta a las 

prácticas de manejo por parte de las BOA sobre las AOA en suelos cercanos a la 

neutralidad y alcalinos (Glaser et al., 2010; Shen et al., 2008); mientras que las AOA han 

sido predominantes en suelos muy ácidos (Zhang et al., 2012).  

 

 

Estos resultados indican que la predominancia de uno u otro grupo depende del tipo 

de suelo (Shen et al., 2008). Un estudio realizado por Figuerola et al. (2010) en suelos de 

la región pampeana, observaron que aunque las AOA dominaban los suelos agrícolas, las 

BOA se mostraron más sensibles con una mayor proporción en aquellos campos sometidos 

a buenas prácticas de manejo. De acuerdo a los antecedentes planteados, surge la necesidad 

en este trabajo de estudiar a las bacterias nitrificantes autotróficas como las BOA, las que 

han sido propuestas como indicadoras de la calidad de suelo debido a que presentan mayor 

sensibilidad a grandes impactos y respuesta a cambios en el entorno en cortos períodos de 

tiempo; por lo tanto, son útiles como herramienta para medir impactos de manejo. Un 

cambio en la abundancia de estos organismos refleja la capacidad de producir nitrógeno 

disponible en los suelos (Roper y Ophel-Keller, 1998). 

 

 

La nitrificación autotrófica puede impactar negativamente en algunos ambientes, 

principalmente en aquellos con altos niveles de deposición de N (Prosser, 1989). En los 

sistemas productivos agrícolas de regiones húmedas, el lavado de NO3
-
 es a menudo el 

principal mecanismo de perdida de N hacia los cursos de agua, contribuyendo a la 
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contaminación de la napa freática (Costa et al., 2002). Sin embargo, la magnitud final del 

proceso de lavado de NO3
- 

va a depender del suelo, clima y del manejo del cultivo 

(Echeverría y Sainz Rozas, 2006). Por otra parte, el proceso de nitrificación facilita el 

ciclado del N en los sistemas, ya que los NO3
- 
representan la fuente de N

 
para el proceso de 

desnitrificación que es la principal vía de eliminación del N fijado. En relación a esto, los 

microorganismos nitrificantes autotróficos como las BOA representan los componentes 

esenciales del ciclo del N (Calvó Perxas, 2005), debido a que la oxidación del amoníaco es 

el primer paso en la remoción del N desde su forma reducida a las oxidadas que estarán 

sujetas a pérdidas dentro del ambiente (Kowalchuk y Stephen, 2001).  

 

 

Dos grupos funcionales autotróficos de acción secuencial catalizan el proceso de 

nitrificación autotrófica; las bacterias oxidantes de amoníaco (BOA) o Nitritantes que 

utilizan preferentemente el NH3 como sustrato oxidándolo a nitrito (NO2
-
) y las bacterias 

oxidantes del nitrito (BON) o Nitratantes que oxidan NO2
-
 a NO3

-
 (Kowalchuk y Stephen, 

2001; Madigan et al., 2004). En el primer paso de oxidación (Ec. 1.1), el NH3 que ingresa 

al citoplasma por difusión pasiva (Burton y Prosser, 2001) es oxidado a hidroxilamina a 

través de la enzima amoniomonooxidasa (AMO) ubicada en la membrana celular. Un 

átomo de oxígeno es incorporado al NH3 y el otro es reducido a agua. Esta reacción 

consume dos electrones que son derivados de la oxidación de la hidroxilamina a NO2
-
 (Ec. 

1.2) catalizada por la enzima hidroxilamina oxidoreductasa (HAO) ubicada en el 

periplasma. En la misma, de los cuatro electrones generados, dos son usados por la enzima 

AMO, como se nombró y los restantes son utilizados en la formación de ATP o en la 

fijación de CO2 (Kurola, 2006). Las BOA están representadas por los géneros 

Nitrosococcus, Nitrosomonas y Nitrosospira (Bothe et al., 2000). 

 

 

Las BON participan del segundo paso de oxidación (Ec. 1.3) a través de la enzima 

nitrito-oxidoreductasa (NO2-OR). Durante este proceso, el átomo de O2 adicional del NO3
-
 

es derivado del agua (Aleem et al., 1965). Los géneros más representativos de este grupo 

son Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospina (Forte, 2006). 

 

NH3 + O2 + 2H+ + 2e-      NH2OH +H2O   (Ec. 1.1) 

NH2OH + H2O     HNO2 + 4H+ + 4e-   (Ec. 1.2) 

NO2
-
 + H2O      NO3

-
 + 2H+ + 2e-   (Ec. 1.3) 
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Las BOA son probablemente el grupo más importante en el proceso de nitrificación, 

debido a que obtienen la energía para su crecimiento de la oxidación del amoníaco 

(Killham, 1990). Su principal fuente de carbono (C) es el CO2, el cual es utilizado en el 

ciclo de Calvin. Por cada molécula de C fijada son necesarias 35 moléculas de NH3, esto 

consume el 80% de la energía generada y explica la lenta tasa de crecimiento y menor 

producción celular de este grupo (Kurola, 2006). 

 

 

Finalmente, el NO3
-
 producido es reducido a óxido nitroso (N2O), óxido nítrico (NO) 

y N2 durante el proceso de desnitrificación (Madigan et al., 2004). Intervienen numerosos 

microorganismos anaerobios que pueden utilizar NO3
- 

como aceptor de electrones para 

obtener energía a partir de compuestos orgánicos (desnitrificación heterótrofa) cuando la 

tensión de oxígeno es baja (Forte, 2006). Además de las bacterias heterótrofas, también 

algunas quimioautotróficas pueden producir N2O utilizando NO3
- 

para la oxidación de 

compuestos inorgánicos tales como azufre y azufre (Golterman, 1991).  

 

 

Factores que regulan el proceso de Nitrificación en el suelo 
 

 

Es conocido que una de las variables clave que afecta el proceso de nitrificación en 

los suelos es el contenido de NH3 (Kowalchuk y Stephen, 2001). La oxidación NH3 avanza 

más rápidamente que la recuperación por mineralización; es más inmovilizado que el NO3
-
 

por ser la fuente preferencial de N para los microorganismos (Frioni, 2006). El uso de 

fertilizantes agrícolas puede influenciar enormemente en la mineralización y por lo tanto, 

en la disponibilidad de NH3 en el suelo. Es así que, esta disponibilidad representa un factor 

principal que limita la nitrificación en la mayoría de los suelos (Skiba y Smith, 2000). 

 

 

Otros factores clave que regulan la nitrificación son la abundancia de bacterias 

nitrificantes, pH, el suministro de O2, contenido de agua, temperatura, estación del año, 

contenido de MOS, rastrojos de cultivo, disponibilidad de calcio y fosfatos, entre otros 

(Frioni, 2006; Ciarlo y Palma, 2011; Tisdale y Nelson, 1991). 
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Población nitrificante 
 

 

Debido a que la población de los microorganismos vive principalmente sobre la 

superficie de las partículas del suelo como arcilla y humus formando los agregados, la 

textura edáfica define el tamaño de las poblaciones microbianas, es por ello que, los suelos 

arcillosos soportan mayor cantidad de biomasa microbiana que los suelos franco- arenosos 

(Lacasta et al., 2006). Como la cantidad de nitrificadores varía con el tipo de suelo 

(Echeverría y Sainz Rosas, 2015), los suelos aún con condiciones ambientales similares 

pueden diferir en su capacidad para nitrificar los compuestos amónicos añadidos (Tisdale y 

Nelson, 1991). Investigaciones realizadas en suelos Molisoles con diferentes texturas 

(Navarro et al., 1980) han demostrado que independientemente del manejo, estos difieren 

en su capacidad de producir NO3 debido a diferencias en el tamaño de las poblaciones 

nitrificantes que se alojan en el complejo coloidal. 

 

 

Acidez  
 

 

El óptimo crecimiento de cultivos puros de BOA en medio líquido se ha observado a 

un rango de pH entre 7.0 y 8.5 y típicamente no ocurre por debajo de un pH de 6.5 (Allison 

y Prosser, 1993). 

La reacción neutra o alcalina del suelo favorece la nitrificación, ya que la producción de 

NO2
- 

por Nitrosomonas sp. disminuye en forma rápida a medida que decrece el pH por 

debajo de 7,4; y el óptimo para Nitrobacter sp. oscila entre 6,6 y 7,4 (Ciarlo y Palma, 

2011). En condiciones de acidificación, el NH3 se protoniza a NH4
+
 y esta forma iónica no 

es compatible con la enzima AMO (Suzuki et al., 1974) por lo que requiere transporte 

activo para su ingreso a la célula (Burton y Prosser, 2001). Sin embargo, se ha observado 

producción de NO3
-
 en suelos ácidos con valores de pH potencial menores a 4 (Kowalchuk 

y Stephen, 2001).  

 

 

Numerosas teorías han sido propuestas para explicar la tolerancia a la acidez del 

suelo por parte de las BOA como ciertas cepas de Nitrosospira sp. AHB1. Algunas pueden 

ser la existencia de cepas acido-tolerantes, micrositios de pH relativamente neutro, 
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mantención del medio intracelular a un pH mayor y uso de actividad ureolítica como 

fuente de NH3 (Kowalchuk y Stephen, 2001; Burton y Prosser, 2001; Shen et al., 2003). En 

este último mecanismo que se ha observado a valores de pH entre 4 y 7.5, la urea ingresa a 

la célula por difusión simple y es hidrolizada por la enzima ureasa intracelularmente a 

amoníaco (Burton y Prosser, 2001). 

 

 

Diversos estudios a nivel molecular han detectado dominancia de distintos cluster de 

BOA en función de, además del manejo, de la acidez de suelo (Stephen et al., 1996; Bruns 

et al., 1999).  

 

 

Aireación y contenido de agua  
 

 

La nitrificación es óptima en condiciones aerobias y requiere O2 como aceptor final 

de electrones (Bateman y Baggs, 2005). Por lo general, las BOA pueden adaptarse mejor a 

condiciones de bajo O2 que de baja concentración de amoníaco (Bothe et al., 2000). 

 

 

En condiciones anoxicas, Nitrosomonas europaea y N. eutropha y probablemente 

también otras BOA, pueden oxidar NH3 con NO2
-
 o N2O como aceptores de electrones, 

pudiendo de esta manera desnitrificar (Schmidt y Bock, 1997). Las bacterias nitrificantes 

son más sensibles al exceso de humedad que a condiciones secas en el suelo (Tisdale y 

Nelson, 1991).  

 

 

Temperatura 
 

 

La nitrificación ocurre entre los 5 y 40 °C, y su óptimo se considera a 25 °C en 

condiciones de zonas templadas y de 35 °C en clima tropical, de manera que la temperatura 

optima varía de acuerdo a la ubicación geográfica (Dalias et al., 2002). No se conocen 

nitrificantes termófilos, por lo general, este proceso es afectado por las altas temperaturas 

(Ciarlo y Palma, 2011).  
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Estación del año 
 

 

El efecto de la estación está condicionado por la interacción de los factores 

nombrados anteriormente, principalmente por la humedad y temperatura (Echeverría y 

Sainz Rozas, 2006). No puede predecirse en que época del año el nivel de NO3
-
 será 

mayor. En general, en la región templada la producción de NO3
-
 es más activa en 

primavera y otoño, más lenta en verano e invierno. Pero las fluctuaciones de temperatura y 

humedad sumadas a las prácticas de manejo pueden alterar este comportamiento (Frioni, 

2006). Numerosos estudios realizados en Molisoles de la región pampeana (Echeverría y 

Bergonzi, 1995; Sainz Rosas et al., 1999) con distintos sistemas de manejo, detectaron que 

la mineralización del N durante el barbecho de cultivos de verano como el maíz, fue 

limitada durante los meses de julio a septiembre debido a las bajas temperaturas y 

disponibilidad hídrica, mientras que desde octubre a marzo, la nitrificación alcanzó el 

máximo potencial cuándo la disponibilidad hídrica fue adecuada y las temperaturas más 

elevadas (García y Fabrizzi, 2001; Echeverría y Sainz Rozas, 2006). 

 

 

Contenido de materia orgánica del suelo y rastrojos de cultivo  
 

 

La materia orgánica del suelo (MOS) o total (MOT) es un componente fundamental 

del mismo, del cual dependen muchas de sus propiedades físicas, químicas y biológicas 

(Diovisalvi et al., 2008). Está constituida por un 58% de carbono orgánico (CO) y 

concentra la mayor parte del N del suelo con un 5% de N total (Darwich, 2006). 

 

 

Del N total del suelo en la capa arable, el N orgánico representa entre el 85 y 95% y 

el inorgánico que es la fracción disponible para las plantas, se encuentra en un porcentaje 

menor al 10%. (Darwich, 2006; Ciarlo y Palma, 2011). Uno de los procesos más 

importantes que afectan la disponibilidad de N en el suelo, es la mineralización de la MOS 

y de los rastrojos de cultivo (Cabrera, 2007; Murphy, 2015). Específicamente, la 

mineralización del N se relaciona principalmente con el tamaño de las fracciones de la 

MOS (Ros, 2012) y con el contendido de N o relación C/N de los rastrojos (Trinsoutrot et 

al., 2000). Ros et al. (2011) observó en 98 suelos de historia agrícola con propiedades y 
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manejos contrastantes, que el 78% de la variación en la mineralización del N era explicada 

por el tamaño de las fracciones de MOS, mientras que un 8% era determinada por otras 

propiedades del suelo como textura y C/N de la MOS. 

 

 

La MOS se encuentra constituida por una variedad importante de compuestos de 

complejidad variable en un continuo estado de transformación. En esta mezcla heterogénea 

de material orgánico no existen límites definidos. Sin embargo, conceptualmente, se 

pueden definir dos fracciones con características y propiedades muy diferentes: la fracción 

lábil compuesta por residuos orgánicos: material vegetal y animal en diferentes fases de 

transformación y el material humificado cuya fracción es la más estable y puede 

representar de 50 a 85% del material orgánico del suelo (Galantini y Suñer, 2008). 

 

 

La fracción lábil de la MOS es el material orgánico más joven y activo, está 

compuesta por restos vegetales, animales y hongos en diferente grado de descomposición. 

Constituye una importante fuente de nutrientes para las plantas y los microorganismos y 

presenta un rápido ciclado; es la llamada materia orgánica particulada (MOP), materia 

orgánica joven (MOJ) o lábil (MOL) (Cambardella y Elliott, 1992; Galantini y Suñer, 

2008; Ha et al., 2008). El N presente en la MOP junto con los productos microbianos 

constituyen casi la totalidad del N potencialmente mineralizable (N0) del suelo. Por tal 

motivo, esta fracción puede indicar el tamaño del compartimento fácilmente mineralizable 

de nutrientes (Fabrizzi et al., 2003). Se considera entonces, que esta fracción más lábil 

puede regular directamente los procesos de amonificación y nitrificación y así proveer el 

sustrato inicial de dichas vías de transformación del N en el suelo (Jones et al., 2004). Se 

ha observado que los aminoácidos que constituyen dicha fracción representan una fuente 

lábil de C y N para los microorganismos y las plantas (Jones y Kielland, 2002). Para 

estimar el N0, Gianello y Bremer (1986) recomiendan el empleo de un método anaeróbico 

de incubación corta (Nan) (Echeverría et al., 2000).  

 

 

La disponibilidad de las fracciones orgánicas para los microorganismos dependerá de 

su composición química, relación C/N, estado de humificación y ubicación dentro de la 

matriz del suelo (Balesdent et al., 2000). Uno de los principales factores que afectan al 
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proceso de nitrificación es la relación C/N de MOS. Si la relación C/N es demasiado alta se 

producirá la inmovilización de N en la biomasa microbiana del suelo, con lo cual se verá 

afectada la disponibilidad de NH3 para las bacterias nitrificantes (Navarro y Navarro, 2003; 

Berg y Rosswall, 1985). 

 

 

Por otra parte, como los rastrojos de cultivos son un importante componente de la 

fracción activa de la MOS (Galantini y Suñer, 2008), el contenido de C, N y la relación 

C/N de la MOP están fuertemente afectados por la relación C/N, el contenido de N, 

celulosa y el tamaño de partículas del rastrojo vegetal (Bending y Turner, 1999). Estas 

características del rastrojo determinan su calidad bioquímica y son consideradas 

importantes predictoras de la cantidad de N y C inmovilizados (Bending et al., 1998).  

 

 

Si los materiales orgánicos como los rastrojos de cultivos tienen menos del 1,5 % de 

N, o lo que es igual una relación C/N de 25 o mayor, se produce la inmovilización del N 

por los microorganismos del suelo, disminuyendo la disponibilidad el N mineral edáfico. 

Mientras que si el N de estos rastrojos supera el 1,5%, la mineralización es la reacción 

dominante con lo cual no existirá descenso en el nivel de N del suelo (Tisdale y Nelson, 

1991; Ciarlo y Palma, 2011). 

 

 

Diversidad de las bacterias oxidantes del amoníaco en el suelo: 

utilización de marcadores de ARN ribosomal 
 

 

La gran biodiversidad de los microorganismos que viven en el suelo puede 

considerarse como la " biomasa microbiana del suelo", un concepto que ha demostrado ser 

útil para el explicar el ciclado de nutrientes y energía (Stockdale y Brookes, 2006). Para un 

mejor manejo del suelo y minimizar los impactos ambientales negativos, existe la 

necesidad de una comprensión más detallada y predictiva de las comunidades microbianas 

responsables de estas actividades y cómo pueden responder al estrés ambiental y cambio 

climático (Hirsch et al., 2010). 
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Sin embargo, todas las investigaciones sobre los microorganismos del suelo se ven 

obstaculizadas por la heterogeneidad de la composición del mismo, la gran cantidad de 

células individuales (10
9
) y diversidad (>10

6
 taxa distintos) de microorganismos presentes 

por gramo de suelo (Gans et al., 2005), sumado a la escasez de conocimientos sobre la 

mayoría de la microbiota (Hirsch et al., 2010). Además, se estima que alrededor del 99 % 

del número total de microorganismos en la naturaleza no pueden ser aislados. Es así que 

este porcentaje representa un problema para la caracterización de la comunidad total del 

suelo. Como consecuencia de esto, y para tener una mejor comprensión del rol de la 

diversidad microbiana en el funcionamiento del ecosistema, son necesarias otras técnicas 

que se complementan con los métodos microbiológicos tradicionales (Muyzer, 1999).  

 

 

Las técnicas desarrolladas en biología molecular ofrecen nuevas oportunidades para 

el análisis de la composición y estructura de especies de las comunidades microbianas 

(Muyzer et al., 1993). La secuencia de la subunidad menor del ARN ribosomal (ARNr 

16S) ha sido ampliamente utilizada como marcador molecular, no solo para el estudio de 

las relaciones filogenéticas entre los microorganismos, sino también en ecología 

microbiana para detectar numerosos microbios en su ambiente natural y para determinar la 

estructura, función y dinámica de las poblaciones bacterianas (Muyzer, 1999). 

 

 

La diversidad de las comunidades microbianas puede ser investigada a partir de la 

separación física de productos amplificados por reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

utilizando secuencias de genes ADNr 16S como cebadores o primers. En 1993, Muyzer y 

colaboradores introdujeron una técnica de fingerprinting genético o “huella digital de la 

comunidad” en ecología microbiana, la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 

(DGGE). En la misma, la mezcla de productos PCR es separada en un gel de 

poliacrilamida que contiene un gradiente lineal de agentes desnaturalizantes de ADN. Este 

tipo técnicas de fingerprinting molecular proporcionan el patrón o perfil genético de la 

diversidad de una comunidad, a la vez que permiten la comparación entre comunidades 

microbianas de diferentes ambientes, o el monitoreo de las mismas en el tiempo (Muyzer, 

1999). Una ventaja de esta técnica es que las bandas pueden ser extraídas del gel y 

secuenciadas para revelar los miembros de la comunidad y su afiliación filogenética 

(Muyzer y Smalla, 1998). 
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Debido a la alta coherencia filogenética de las BOA resultante del análisis del ARNr 

16S, es que este marcador se ha convertido en el abordaje de elección para la detección 

molecular del grupo (Kurola, 2006).  

Las primeras herramientas moleculares aplicadas en la detección de las BOA en los 

hábitats naturales se basan en la amplificación de genes ADNr 16S mediante PCR 

utilizando primers ya sea directamente (Kowalchuk et al., 1997) o por PCR anidada (Ward 

et al., 1997). 

 

 

Los fingerprinting de las comunidades de las BOA en muestras ambientales han sido 

obtenidos de diferentes maneras (Kurola, 2006). Kowalchuk et al. (1997) utilizaron PCR-

DGGE a partir del gen ADNr 16S de las BOA y secuenciamiento para caracterizar su 

diversidad en suelos y sedimentos. Muchos estudios con aplicación de técnicas de 

fingerprinting genéticos se han focalizado en el análisis del ADNr 16S, pero los productos 

PCR obtenidos a partir de genes funcionales también son frecuentemente utilizados 

(Muyzer y Smalla, 1998). Además, en general, se encontró una buena concordancia en la 

descripción de poblaciones de BOA por análisis del ADNr 16S y por el análisis del gen 

funcional amoA, en particular en la división entre Nitrosospira y Nitrosomonas 

(Kowalchuk y Stephen, 2001). 

 

 

La estructura de la comunidad de BOA ha sido investigada en varios ambientes de 

suelo y ha mostrado cambios en respuesta a las prácticas de manejo en agricultura (Bruns 

et al., 1999; Shen et al., 2008; Chen et al., 2010; Wu et al., 2011; Ai et al., 2013). 

Actualmente, la combinación de PCR anidada-DGGE a partir del ADNr 16S representa un 

método útil para el estudio de la comunidad de las β Proteobacteria oxidantes del amoníaco 

en suelos con manejo de fertilización (Ai et al., 2013).  

 

 

El análisis molecular en suelos agrícolas ha detectado la predominancia de miembros 

de Nitrosospira cluster 3 en parcelas con labranza y aplicación de fertilizantes (Bruns et 

al., 1999; Mendum et al., 1999 y 2002; Phillips et al., 2000) y Nitrosospira cluster 4 en 

suelos sin aplicación de N o no disturbados (Kowalchuk et al., 2000). 
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Filogenia de las bacterias oxidantes del amoníaco 
 

 

Tradicionalmente las BOA eran clasificadas en base a características fenotípicas 

(morfología celular y ultraestructura) en cinco géneros diferentes: Nitrosococcus, 

Nitrosovibrio, Nitrosospira, Nitrosolobus y Nitrosomonas (Prosser, 1989). Esta 

clasificación ha sido limitada por dificultades en la obtención de cultivos puros debido al 

lento crecimiento y baja producción celular de las BOA en medios de cultivo. El uso de 

técnicas cultivo-independientes como las moleculares permiten disminuir estas 

limitaciones y proporcionan información más completa sobre las relaciones filogenéticas 

(Kurola, 2006). 

 

 

En la clasificación genotípica a partir del análisis filogenético molecular de 

secuencias de genes ADNr 16S, Head et al. (1993) propone la reclasificación de 

Nitrosovibrio, Nitrosospira y Nitrosolobus en un género común Nitrosospira. La 

investigación molecular de cultivos puros de las BOA mostró que comprenden dos grupos 

monofiléticos (Fig. 1.2). Uno de los grupos pertenece a la subclase γ Proteobacteria con 

Nitrosococcus oceani y Nitrosococcus halophilus como las únicas dos especies conocidas. 

El otro grupo pertenece a la subclase β Proteobacteria que incluye dos géneros, 

Nitrosospira y Nitrosomonas (Bothe et al., 2000). 

 

 

La caracterización molecular de las BOA en sus hábitats naturales ha llevado a una 

clasificación más amplia de estas bacterias (Head et al. 1998). Stephen et al. (1996, 1998) 

sugiere la subdivisión de las β Proteobacteria oxidantes del amoníaco y secuencias 

ambientales entre 7 a 9 clusters basados en secuencias de genes ribosomales 16S. Los 

clusters 1-4 pertenecen a Nitrosospiras ssp. y del 5-9 consisten de especies de 

Nitrosomonas. Los grupos 1 de Nitrosospira y 5 de Nitrosomonas se caracterizan por 

presentar sólo secuencias ambientales ya que carecen de cultivos puros de representación 

(Fig. 1.2). Los clusters 1, 2, 3, 4 y 6 son regularmente detectados en muestras de suelo 

(Stephen et al., 1996, 1998). 
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Fig. 1.2 Representación esquemática de la filogenia de BOA autotróficas en base a secuencias de genes ADNr 16S. Las 

oxidantes del amoníaco se muestran en gris oscuro (adaptado de Kowalchuk y Stephen, 2001). 

 

 

Consumo de fertilizantes  
 

 

La aplicación de fertilizantes contribuyó significativamente al aumento de la 

producción y el rendimiento de los cultivos a nivel mundial ocurrido en los últimos 60 

años, por lo que su consumo creció notablemente en las últimas décadas (Campos et al., 

2012). De acuerdo con un informe de la Asociación Internacional de Fabricantes de 

Fertilizantes (IFA), las perspectivas de demanda son positivas, con un consumo global en 

expansión, a un promedio anual de un 2,4 % entre los años 2010 y 2015, hasta alcanzar un 

consumo de 190 millones de toneladas de nutrientes en 2015. La Argentina tuvo una 

evolución prácticamente similar a las tendencias mundiales. Durante los últimos 20 años, 

el consumo de fertilizantes se incrementó más de 10 veces, de 300 mil toneladas en 1990 

hasta 3,7 millones en el año 2011, que fue el máximo registro de consumo (González et al., 

2013).  

 

 

El consumo total de fertilizantes en la Argentina para la campaña agrícola 2011–12 

fue de 3.721.221 de toneladas de producto comercial. El 91% del total del mercado se 

distribuye entre los fertilizantes nitrogenados con un 47% y los fosfatados con el 44%. 

Estos nutrientes son de uso histórico en el país y se utilizan tanto en cultivos extensivos 
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(cereales como oleaginosas). Los productos nitrogenados de uso más frecuente también 

son la urea granulada y perlada, UAN (Urea + Nitrato de amonio) y CAN (Nitrato de 

amonio calcáreo) (González et al., 2013). 

 

 

Fertilizantes nitrogenados  
 

 

Los fertilizantes son sustancias químicas inorgánicas que contienen elementos 

nutritivos para los cultivos. El objetivo básico de su utilización es aumentar la producción 

y/o calidad de la cosecha. Estas sustancias son simples o compuestas; naturales, 

industrializadas o de origen sintético y se aplican al cultivo, incorporándolo al suelo, en el 

agua de riego o en forma foliar (Lavado, 2010). 

 

 

Existen diferentes tipos de fertilizantes que contienen N, P (fósforo), K (potasio) por 

separado o bien en productos formados por mezcla de estos elementos (Panichelli, 2002). 

Los fertilizantes nitrogenados se elaboran a partir de un proceso desarrollado en Alemania 

en 1910 denominado Haber-Bosch. El mismo permitió al mundo moderno sintetizar NH3 a 

partir del N del aire a elevada temperatura y presión. A partir del NH3 obtenido y la 

combinación de este con distintos elementos surgen varios tipos fertilizantes nitrogenados 

(Darwich, 2006) (Tabla 1.1).  
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Tabla 1.1 Tipos de fertilizantes nitrogenados y su contenido de N. 

 

Tipos   % N 

a) Amoniacales 

Amoníaco Anhidro (gas) 82 

Urea 46 

Sulfato de amonio (SA) 21 

Fosfato diamónico (DAP) 18-21 

b) Nitratados  

Nitrato de sodio 16 

Nitrato de calcio 15 

Nitrato de potasio 13 

c) Nitro-amoniacales 

Nitrato de amonio (NA) 31-34 

UAN (Urea + Nitrato de amonio) 30 

CAN (Nitrato de amonio calcáreo) 27 

Sulfonitrato de amonio 26 

d) Compuestos de liberación lenta 

Urea formaldehído 38 

Urea recubierta con azufre 39 

 

 

La urea como fertilizante nitrogenado 
 

 

La urea es un sólido blanco cristalino soluble en agua y su presentación es granulada 

o perlada (Echeverría y Sainz Rosas, 2006). Es el fertilizante nitrogenado más 

ampliamente utilizado, y su uso ha tenido el crecimiento más rápido de todos los 

fertilizantes nitrogenados secos. Es el principal fertilizante que se cotiza en el comercio 

internacional y representa más del 65% del comercio mundial de fertilizantes nitrogenados 

secos (Gilgames, 2004).  
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Cuando la urea es aplicada al suelo es hidrolizada por la enzima ureasa, como 

consecuencia se forma carbonato de amonio ((NH4)2 CO3) provocando la elevación 

temporaria del pH del suelo en el sitio de hidrólisis (Echeverría y Sainz Rosas, 2006). El  

(NH4)2 CO3 es muy inestable y se desdobla en amoníaco y anhídrido carbónico. El 

amoníaco puede ser absorbido por el suelo o volatilizarse (Darwich, 2006). 

 

 

Factores que condicionan el efecto de la aplicación prolongada 

de fertilizantes nitrogenados en el suelo 
 

 

El efecto que produce la aplicación prolongada (más de 10 años) de N sobre las 

propiedades del suelo puede ser medido a través del estudio en diferentes etapas de un 

cultivo, durante un año, estacionalmente, mensualmente o en una fecha en particular dentro 

de una rotación de cultivos (He et al.,2007; Enwall et al., 2007; Chu et al., 2007, 2008; Ge 

et al., 2008, Ge et al., 2010; Wessén et al., 2010; Chen et al., 2011; Kamaa et al., 2011; 

Casado Murillo y Abril, 2011). 

 

 

Durante el proceso de nitrificación del NH3 derivado del fertilizante nitrogenado, los 

protones (H
+
) liberados pueden producir acidificación en el suelo (Chien et al., 2008). Si 

bien, numerosos trabajos demuestran este efecto por la aplicación continua durante varios 

años (Enwall et al., 2007; He et al., 2007; Chu et al.,2007, 2008; Chien et al., 2008; Shen 

et al.,2008; Ge et al., 2010; Yu et al., 2010), la magnitud del mismo dependerá del manejo 

de fertilización (producto empleado, dosis y frecuencia de aplicación) (Darwich, 2006), de 

las características propias del suelo (pH, MOS, capacidad de intercambio catiónico (CIC), 

porcentaje de bases intercambiables), (Iturri et al., 2010) y de las condiciones climáticas 

(Bouman et al., 1995). 

 

 

Manejo de fertilización  
 

 

El grado de acidez que induce el fertilizante depende de la fuente que se utiliza. Los 

fertilizantes nitrogenados que contienen aniones ácidos como el SA acidifican más el suelo 

que la urea, el NA o el NH3 (Darwich, 2006). Es así que por cada mol de SA se liberan 4 
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moles de H
+ 

mientras que cada mol de urea y NA produce sólo 2 moles de H
+
 (Chien et al., 

2008). 

 

 

Condiciones de suelo 
 

 

La magnitud del efecto acidificante del fertilizante nitrogenado sobre el suelo varía 

en función del pH característico y de la capacidad reguladora del mismo. He et al. (2007) 

observaron una disminución importante de 1,71 unidades de pH cuando se utilizó urea en 

un suelo de pH entre 3,7 y 6; mientras que en suelos de pH≥8 se registraron bajas 

disminuciones y sin significancia respecto a un testigo con la aplicación de 300 kg de urea 

por año (Chu et al., 2007; Ai et al., 2013). 

 

 

La capacidad reguladora o poder buffer del suelo, es la resistencia que ofrece el 

mismo a variar su pH ante el agregado de iones H
+ 

como los derivados de fertilizantes 

nitrogenados. La misma depende de la cantidad y naturaleza del complejo coloidal (arcilla 

+ MOS) y de la naturaleza de los cationes que saturan el complejo (González et al., 2011). 

La CIC es la cantidad máxima de cationes que puede adsorber el complejo, a mayor 

contenido de MOS, mayor CIC (González et al., 2011; Álvarez y Steinbach, 2010). Por lo 

tanto, la disminución del pH será menor en suelos con mayor contenido de MOS, debido a 

una mayor capacidad buffer (Fabrizzi et al., 1998). Chien et al. (2008) demostró que un 

suelo arcilloso disminuía el pH en 0,73 unidades, mientras que un arenoso en una 1 unidad 

al aplicar SA, demostrando de esta manera, la capacidad de las arcillas para regular la 

acidez del suelo. 

 

 

Antecedentes de la aplicación prolongada de fertilizantes 

nitrogenados sobre la comunidad de las bacterias oxidantes del 

amoníaco  
 

 

La disponibilidad de nutrientes para los cultivos a través de la descomposición de los 

residuos, inmovilización y mineralización depende de la actividad de la biota del suelo 

(Bünemann y Mc Neill, 2004). La fertilización es una práctica muy generalizada en los 
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sistemas agrícolas, que desde el punto de vista de un manejo sustentable, los criterios para 

el uso del fertilizante no deben desconocer los efectos que produce la fertilización sobre el 

suelo y sus procesos microbianos (Abril, 2002).  

 

 

Es bien sabido que los diferentes sistemas de labranza, la fertilización mineral y los 

rastrojos de cultivos afectan a la comunidad de BOA (Yu et al., 2010). Estudios a campo 

en diferentes suelos han evaluado el efecto de la aplicación prolongada de fertilizantes 

nitrogenados sobre dicha comunidad, debido a que la aplicación de N representa un factor 

vital para la misma (Yun-fu et al., 2008). El efecto de la fertilización nitrogenada a largo 

plazo sobre la comunidad de BOA, parece depender fundamentalmente del efecto 

acidificante del fertilizante empleado y de las características del suelo. Biederbeck, et al., 

(1995); Chu et al., 2008; Shen et al. (2008); Yu et al. (2010) y Ai et al. (2013) observaron 

que en suelos de textura fina ligera a moderadamente ácidos y de textura gruesa ligera a 

moderadamente alcalinos, el uso de urea afectó positivamente a las BOA aumentando la 

abundancia y diversidad con cambios en la estructura de la comunidad. Mientras que, 

cuando se aplicó SA de mayor poder acidificante en suelos arcillosos a limosos 

medianamente ácidos, los efectos sobre dicha comunidad fueron negativos (Khonje et al., 

1989; He et al., 2007; Enwall et al., 2007). 
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Manejo agrícola en la zona de estudio 
 

El suelo de la serie Marcos Juárez ubicada en la zona Este de la provincia de 

Córdoba es oscuro profundo y bien drenado con características propias de un suelo 

Argiudol típico (INTA, 1978). Desde el punto de vista químico presentaría buena 

capacidad buffer debido al contenido de MOS y saturación de bases en el complejo (Iturri 

et al., 2010), además se lo puede clasificar dentro de los suelos ligeramente ácidos 

(González et al., 2011). Constituye el típico representante de suelos buenos de la región 

Pampeana por ser fértil y productivo con amplia aptitud para cultivos intensivos y 

extensivos, forrajes y pasturas (INTA, 1978).  

 

 

El departamento Marcos Juárez se ubica al Este de la provincia de Córdoba 

correspondiendo a la región Pampeana Ondulada (Lavado y Steinbach, 2010). Su 

superficie es de 848.683 ha, de las cuales 703.054 has son de uso agrícola, lo que 

representa el 83 % de la superficie total (MinAgri, 2015). En lo que se refiere a la 

productividad agrícola, este departamento es el principal productor provincial de soja y 

trigo y el segundo de maíz. En el departamento Marcos Juárez, durante las campañas 2012 

- 2015, en promedio la superficie de siembra fue de 753.733 has, de las cuales el 79 % 

corresponde a soja, el 7 % a trigo y el 14% a maíz (MinAgri, 2015). 

 

 

La productividad de los cultivos se mantiene a través del reemplazo de recursos por 

insumos además de una mejor genética y protección. El manejo de fertilización, en la 

región Pampeana depende de muchos factores, siendo el más importante, el factor 

económico (Lavado, 2010). 

 

 

La respuesta del cultivo de maíz a las aplicaciones de N depende de características 

edáficas, climáticas y de manejo (Quiroga et al., 2003). La recomendación habitual de 

fertilización en maíz en la región Pampeana, es aplicar el N de manera fraccionada 

(Copperi et al., 2013), a la siembra y en V6 donde la demanda del cultivo crece 

rápidamente (Darwich, 2006). Un estudio realizado por Gudelj et al. (2004) en 18 ensayos 
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de la serie Marcos Juárez, mostró que la aplicación de N en estos dos estados del cultivo, 

en general, no produjo diferencias significativas en el rendimiento.  

 

 

La dosis de N media aplicada en maíz por los productores en la zona de estudio es de 

80 a 90 kg de N ha
-1

 y 12 a 15 kg de P ha
-1

. Estos valores se corresponden con los 

utilizados a nivel nacional para maíz (Alvarez et al., 2013). El cultivo de soja en la zona al 

igual que a nivel nacional, sólo recibe una baja dosis de P, y no se fertiliza o se fertiliza 

muy poco con N, ya el N requerido proviene principalmente de la fijación biológica. Para 

la región Pampeana en numerosos ensayos realizados en lotes con historia sojera, no se 

observó respuesta a la fertilización con N por lo que, la fertilización nitrogenada en soja es 

muy baja a nula (Gutiérrez Boem, 2013). En cuanto al cultivo de trigo, la dosis media de N 

generalmente no supera los 60-70 kg ha
-1

 y para P alcanza unos 25 kg ha
-1

, estas dosis son 

utilizadas también a nivel nacional (Alvarez et al., 2013).  

 

 

Problemática 
 

Hasta el presente, no se han reportado trabajos que caractericen a la comunidad de 

las BOA en suelos con buena capacidad buffer como los Argiudoles de la zona estudiada 

fertilizados con urea a largo plazo. La aplicación de fertilizantes a largo plazo puede tener 

efectos contrapuestos sobre las BOA, actuando como sustrato y causando simultáneamente 

la acidificación del suelo que inhibe la actividad de este grupo bacteriano. Este estudio 

permitirá evaluar cuál de estos dos efectos juega un rol más importante dentro de las 

comunidades oxidantes del amoníaco. 
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Hipótesis 
 

 

-La aplicación prolongada de urea en suelos con buena capacidad amortiguadora, 

aumenta la abundancia, actividad, diversidad genética y modifica la estructura de la 

comunidad de bacterias oxidantes del amoníaco.  

 

 

Objetivos 
 

 

Objetivo General 
 

 

-Caracterizar la comunidad de bacterias oxidantes del amoníaco bajo el efecto acumulado 

de la aplicación de urea a largo plazo.  

 

 

Objetivos Específicos 
 

 

-Determinar la cantidad y calidad de los rastrojos de cultivos, materia orgánica de suelo y 

estimar la disponibilidad de nitrógeno inorgánico potencial en los distintos esquemas de 

fertilización con urea. 

-Evaluar el efecto de la aplicación de urea sobre la acidez y el contenido de nitrógeno 

inorgánico del suelo bajo las distintas dosis de fertilización. 

-Estudiar el efecto de la fertilización con urea sobre la abundancia, actividad, diversidad y 

estructura de la comunidad de bacterias oxidantes del amoníaco. 

-Identificar las relaciones entre las variables químicas y las variables biológicas estudiadas. 
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CAPÍTULO 2 
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 

Descripción del área de estudio 
 

 

El trabajo se realizó durante la campaña 2010/2011 en un ensayo establecido desde 

1993 en la Estación Experimental Agropecuaria del INTA Marcos Juárez (32º 41’ de 

latitud Sur y a 62º 7’ longitud Oeste). El suelo está clasificado como Argiudol típico 

perteneciente a la serie Marcos Juárez, con capacidad de uso I (INTA, 1978). La serie 

Marcos Juárez presenta un horizonte A (0-19 cm de profundidad) con características 

propias de un suelo franco-limoso (25% arcilla, 69% limo y 5,4% arena fina). El contenido 

de MOS es de 3,26 %; el de N total es de 1,8 g kg
-1

 de suelo. El pH es de 6,4; la CIC 19,3 

cmolc kg 
-1 

y la saturación de bases es del 91% (INTA, 1978).  

 

 

El ensayo se ubica en una zona con dominio climático subhúmedo, en la isoterma 

media de 17,3 °C. El régimen hídrico presenta una deficiencia entre los meses de mayo y 

fines de agosto; a partir del mes de septiembre se registran las mayores precipitaciones 

(Fig. 2.1). La precipitación media anual presenta valores superiores a los 800 mm (Arce y 

Díaz, 1996). 
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Fig. 2.1 Condiciones climáticas dadas en la zona de la EEA Inta Marcos Juárez, antes y durante el período estudiado 

desde octubre 2010 a junio 2011. Los meses remarcados corresponden a los muestreos. 

 

 

Ensayo y diseño experimental 
 

 

El ensayo en que se realizó este estudio consta de una secuencia de cultivos trianual 

con maíz – trigo/soja de segunda – soja de primera, todos en siembra directa. El diseño 

experimental es en parcelas divididas, en cuyas parcelas principales se colocaron las 

distintas fases de la rotación, en las subparcelas los niveles de fertilización y en las 

subsubparcelas los sistemas de labranza y siembra. 

 

 

El diseño utilizado repite la secuencia en distinta fase, por lo tanto, en todos los años 

están presentes todos los cultivos en distintas parcelas, de modo que un cultivo se repite en 

una misma parcela cada tres años (Masiero et al., 2006). 

 

 

Para el presente estudio se seleccionó una fase cuyas parcelas provenían de soja de 

primera y el cultivo posterior fue maíz (Zea mays L.), todas bajo siembra directa continua 

y luego de 4 ciclos de cultivo. El diseño quedó establecido en bloques completos 

aleatorizados con tres repeticiones, siendo los tratamientos las distintas estrategias de 

fertilización nitrogenada con urea en el cultivo de maíz.  
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TRATAMIENTO A: Maíz sin fertilización. 

TRATAMIENTO B: Maíz con 90 kg/ha de N.  

TRATAMIENTO C: Maíz con 165 kg/ha de N. 

 

 

El número de unidades experimentales quedó definido de la siguiente manera: 1 

cultivo x 3 niveles de fertilización x 3 repeticiones= 9 unidades experimentales. El tamaño 

de la unidad experimental fue de 9 x 50 m. En la Fig. 2.2 se muestra el diseño del 

experimento. 

                   BloqueI  

 A  B  C 

 

    BloqueII 

 

B C A 

 

    BloqueIII 

 

C A B 

 
Fig. 2.2 Esquema representativo del diseño del experimento en el ensayo con los tratamientos seleccionados en la 

campaña 2010-2011. 

 

 

En el tratamiento A (Testigo) no se fertiliza ningún cultivo de la rotación. El 

tratamiento B representa la dosis de N aplicada en maíz por el productor en la zona de 

estudio y es aproximadamente la mitad de la dosis de reposición (C). El tratamiento C 

iniciado en el año 1998, representa la dosis de reposición, cuyo criterio de aplicación se 

realiza en función del total de nutriente que se estima absorberá el cultivo (Álvarez et al., 

2013). La fertilización nitrogenada combinada con P se realiza al momento de la siembra 

para todos los cultivos con MAP, DAP, SA y urea; excepto en soja de 2
da

 que no se aplica 

urea y en maíz que se realiza una refertilización con urea en el estadío V4-V6 (entre 4 y 6 

hojas). Los detalles del manejo de la fertilización por cultivo en los tratamientos B y C se 

presentan en la Tabla 2.1. 

Además se consideró como situación de referencia (SR), una pastura natural 

adyacente iniciada el mismo año del ensayo (Fig. 2.3). La misma cuenta con una población 

de gramíneas como Festuca sp; Agropirum sp. y Lolium sp. 
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Tabla 2.1 Dosis de N aplicadas en el ensayo en cada cultivo para cada tratamiento (T). B: fertilización uso actual del 

productor y C: fertilización de reposición.  

 

T Cultivo Fertiliz. 

Dosis N 

(Kg. ha
-

1
. año) 

 

Total N 

aplicado 

Fecha de 

aplic. 
Siembra 

Modo de 

aplic. 

B 

Trigo 

UREA 68 

98 Julio  

 

Mediado 

Julio 
Voleo 

MAP
1
 7 

DAP
1
 2 

SA 21 

Soja 2
da

 

Arrancador  7 

11,5 Diciembre Dic. MAP 4 

SA 0,5 

C 

Trigo 

UREA 136 

196 Julio  

 

Mediado 

Julio 
Voleo 

MAP 14 

DAP 4 

SA 42 

Soja 2
da

 

Arrancador  14 

23 Diciembre Dic. MAP 8 

SA 1 

B 

Soja 1
ra

 

UREA 2 

7 

Noviembre 

 

Fines 

Nov. 

 

 

Voleo 

 

 

MAP 2 

DAP 1 

SA 2 

C 

UREA 4 

14 
MAP 4 

DAP 2 

SA 4 

B 

 

Maíz 

UREA 69 
2
 

90 

Enero 

Oct. 

 

 

Voleo 

 

 

MAP 2 
Octubre 

 
DAP 13 

SA 6,5 

C 

UREA  122 
2
  Enero 

MAP 4 

165 Octubre Oct. Voleo DAP 26 

SA 13 
1- MAP (Fosfato monoamónico); DAP (Fosfato diamónico). 2- Refertilización en Maíz en el estadío V4-V6. 
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Fig. 2.3 Vista general del ensayo de larga duración y la pastura natural adyacente INTA Marcos Juárez (A). Parcela del 

ensayo de larga duración bajo el tratamiento C con rastrojos de maíz, Junio del 2011 (B). 

 

 

Muestreo de suelo y rastrojos 
 

 

Se realizaron dos muestreos, definiendo dos épocas: previo a la siembra de maíz 

(sobre el rastrojo de soja1
ra.

) el 18/10/2010 y en postcosecha de maíz (sobre el rastrojo de 

maíz) el 27/06/2011 (Fig. 2.3 B). 

 

 

Las muestras de suelo fueron recolectadas de 0-10 cm de profundidad con barreno 

2,5 cm de diámetro tomando 30 submuestras por parcela conformando una muestra 

compuesta. Conjuntamente se recolectaron de la superficie de suelo muestras de biomasa 

aérea de rastrojos (libres de partículas de suelo) con aro de 0,03 m
2
 de superficie, juntando 

6 submuestras por parcela para una muestra compuesta. Para la toma de muestras en la 

Pastura Natural (SR) se dividió en tres zonas tomando el mismo número de submuestras 

que en el ensayo tanto de suelo como de rastrojos. 

 

 

Acondicionamiento de las muestras 
 

 

Las muestras de suelo fueron secadas a temperatura ambiente por 24 h, tamizadas 

por 2 mm y almacenadas a 4 ºC hasta las determinaciones de abundancia, actividad 

enzimática nitrificante, contenido de N-NO3
-
 y N-NH4

+
. Previamente al secado de suelo se 

extrajeron aproximadamente 50 g por muestra para determinar el contenido de humedad 

A B 
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gravimétrica expresada en porcentaje, cuyo dato será  utilizado en las variables expresadas 

en base seca. El cálculo se realizó de la siguiente manera: 

 

               
       

         
          Ec. 2.1 

 

Dónde: 

Ph: Peso húmedo de la muestra. 

Ps: Peso seco de la muestra. 

 

 

Las determinaciones de MOS, MOP, pH, C y N e incubación anaeróbica de suelo se 

realizaron con muestra seca. La extracción de ADN ambiental fue a partir de suelo húmedo 

previamente tamizado por 2 mm y conservado a -20ºC. Las extracciones fueron 

posteriormente almacenadas a la misma temperatura.  

 

 

Las muestras de rastrojo fueron secadas en estufa a 60ºC por 48 h, pesadas, molidas 

y almacenadas hasta las determinaciones de C y N. 

 

 

Determinaciones químicas 
 

 

Contenido de Nitrógeno Inorgánico del Suelo 
 

 

El contenido de N-NO3
-
 se determinó mediante el método del ácido Fenoldisulfónico 

(Bremner, 1965). Se colocaron 10 g de suelo húmedo (previamente tamizado por 2 mm) en 

un frasco plástico de 125 ml con tapa. Luego se agregó 30 ml de K2SO4 0,1 N y se agitó 

por 10 min en agitador mecánico. Posteriormente se realizó el filtrado de la solución y se 

tomaron 5 ml del extracto, el que se llevó a sequedad en bañomaría hirviente. Luego se 

agregaron 2 ml de ácido fenoldisulfónico al extracto seco, se dejó reposar 10 min y se 

adicionaron 40 ml de agua destilada y 8 ml de NaOH 40%. Posteriormente se dejó enfriar 

y se realizó la lectura en espectrofotómetro SPECTRUM SP 1105 a 420 nm. El contenido 

de N-NO3
-
 en mg. kg

-1
 suelo seco fue calculado de la siguiente manera:  
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                                        Ec. 2.2 

 

Dónde:  

A: Absorbancia de la muestra. 

Fc: Factor de la curva de calibración expresado en mg/kg de suelo. 

Fh: Factor de humedad de la muestra. 

 

 

El contenido N-NH4
+

 se determinó por microdestilación directa por arrastre de vapor 

(Keeney, 1982). Se pesaron tres porciones de 5 g de suelo húmedo (previamente tamizado 

por 2 mm) y se le agregaron 10 ml de KCL 1 N. Luego se agitó 30 min en forma rotativa y 

se dejó decantar. Posteriormente se transfirieron 2 ml del sobrenadante a un tubo de ensayo 

y se adicionaron 50 mg MgO y 30 mg de aleación de Devarda más 1 gota de 

antiespumante. Finalmente se destilaron 2 ml por arrastre de vapor y se tituló con HCl 0,1 

N. La ecuación 2.3 representa los cálculos realizados. 

 

     
                                                      Ec. 2.3 

 

Dónde: 

N como amonio expresado en µg N/g de suelo = mg N/kg de suelo. 

M: mL de HCl gastados en la muestra. 

B: mL de HCl gastados en el blanco. 

K: Constante del ácido. 

F: (15/PS)-1. 

PS: Peso seco de la muestra (g). 

 

 

Acidez de Suelo 
 

 

Las mediciones de pH se realizaron de acuerdo a una relación suelo-agua de 1: 2,5 

(IRAM 29410, 1999). Se pesaron 10 g de suelo (tamizado por 2 mm) en un vaso de 

precipitado. Luego se agregaron 25 ml de agua destilada y se agitó con varilla de vidrio. 

Posteriormente se dejó reposar entre 2 a 4 h y se midió el pH inmediatamente luego de 

agitar hasta un valor estable. 
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Materia Orgánica Total y Nitrógeno Total  
 

 

El contenido de MOS o MOT se estimó a partir de la determinación de CO oxidable 

por mezcla oxidante fuerte a escala semi-micro (IRAM 29571-2, 2009). Se pesaron 0,5 g 

de suelo (previamente tamizado por 2 mm) y se adicionaron 5 ml de K2Cr2O7 1N y 10 ml 

de H2SO4 concentrado. Se deja en reposo durante 30 min. Posteriormente se le adicionaron 

15 ml de H2O más 3-4 gotas de solución indicadora y la solución de sal de Mohr para 

titular el exceso de dicromato hasta el viraje de color verde brillante al rojo. El porcentaje 

del CO del suelo (COS) es calculado mediante la siguiente ecuación: 

 

        
            

 
           Ec. 2.4 

 

Dónde: 

Vb: Volumen de la solución de sal de Mohr consumidos en la titulación del blanco (ml).  

Vm: Volumen de la solución de sal de Mohr consumidos en la titulación de la muestra 

(ml). 

M: Molaridad de la solución de la sal de Mohr (mmol/ml). 

3: Factor de conversión del nivel de oxidación del C (mg/mmol). 

p: Peso de la muestra (g). 

 

 

El % de MOS se obtuvo multiplicando el % COS por el factor de Van Bemmelen 

cuyo valor es de 1,724. Este factor es ampliamente utilizado en cualquier tipo de suelo y 

surge de asumir que la MOS contiene en promedio un 58 % de C (Tabatabai, 1996)  

Finalmente el % MOS se llevó primeramente a kg. Mg
-1

 y luego a Mg. ha
-1

 de suelo 

mediante la siguiente ecuación: 

 

                                                                          

        Ec. 2.5 

Dónde: 

Dap: Densidad Aparente (Mg. m
-3

). 

E: Espesor de la capa arable expresada en metros. 

S: Superficie de 1 (ha) =10000 m
2
. 
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El contenido de nitrógeno total (NT) de la MOS se determinó por el método de 

Kjeldahl modificado (IRAM 29572, 2011). Se pesaron entre 0,25-0,50 g de suelo 

(previamente tamizado por 0,5 mm) en un tubo de digestión y se agregaron 1 g de mezcla 

catalítica y 3 ml de H2SO4. La mezcla se llevó a digestión a 380 ºC hasta cambio de color a 

verde claro, se dejó entibiar por 10 min y se le agregó 20 ml de agua destilada dejando 

enfriar completamente. Posteriormente se adicionaron 20 ml de NaOH 10N y se trasvasó la 

mezcla digerida a un balón para luego realizar la destilación. Se recolectaron 30 ml del 

destilado en un Erlenmeyer con 5 ml de H3BO3. Finalmente se tituló con H2SO4 0,005 N 

hasta el viraje de color a verde. El porcentaje N de suelo o total se obtuvo mediante la 

ecuación:  

 

       
             (  )     

 
        Ec. 2.6 

 

Dónde: 

Vm: Volumen de la solución de ácido consumido en la valoración de la muestra (ml). 

Vb: Volumen de la solución de ácido consumido por el blanco (ml). 

c (H
+
): Concentración de H

+
 en la solución del ácido (mmol/ml). 

MN: Masa de un mmol de N= 14 (mg/mmol). 

M: Peso de la muestra (g). 

 

Luego al % NT se lo cambió a unidades de kg. Mg
-1

 y se le restaron los valores de N-

NO3
-
 y N- NH4

+
 determinados para obtener el nitrógeno orgánico del suelo (NOS), el cual 

finalmente se expresó en Mg. ha
-1

 de acuerdo a la siguiente ecuación:  

 

                                                                        

        Ec. 2.7 
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Materia Orgánica Particulada y Nitrógeno Particulado 
 

 

Mediante fraccionamiento por tamaño de partícula se determinó la fracción mayor a 

106 µm de la materia orgánica particulada (MOP) realizando una adaptación de la 

metodología de Cambardella y Elliott (1992) con tamizador ultrasónico SPARTAN 

(Fritsch). Se colocaron 30 g de suelo (previamente tamizado por 2 mm) en un recipiente 

plástico con tapa y se agregaron 100 ml de hexametafosfato al 0,5 %. Luego se llevó a 

agitación por 3 h. Posteriormente, la muestra se colocó sobre un tamiz de 106 µm y se lavó 

hasta que el agua del tamiz salió completamente limpia. El material remanente sobre el 

tamiz se secó en estufa a 60 ºC y se pesó. El contenido MOP obtenido en (kg/Mg) se llevó 

a Mg. ha
-1

 mediante la siguiente ecuación:  

 

                                                                    

       Ec. 2.8 

 

Dónde: 

Dap: Densidad Aparente (Mg/m
3
). 

E: Espesor de la capa expresada en m. 

S: Superficie de 1 (ha) =10000 m
2
. 

 

 

La fracción obtenida fue molida y tamizada por 500 µm y se le determinó el 

contenido de C y N por combustión en seco con analizador LECO Truspec CN (Merry y 

Spouncer, 1998). El contenido de C y N obtenidos en porcentaje se expresaron como Mg. 

ha
-1

 de MOP de la siguiente manera: 

 

                                                   Ec. 2.9 
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Rastrojos y aporte de Carbono y Nitrógeno 
 

 

Se determinó el peso seco de los rastrojos (Mg. ha
-1

) y a partir de la concentración de 

C y N en los mismos se calculó la cantidad de C y N aportados. Los resultados se 

expresaron en Mg. ha
-1

 de la siguiente forma: 

 

                                                                      Ec. 2.10 

 

 

Determinaciones microbiológicas 
 

 

Recuento de bacterias oxidantes del amoníaco 
 

 

Los medios de cultivo selectivos y la utilización de suelo restringen el crecimiento 

bacteriano a los géneros Nitrosomonas sp. y Nitrosospira sp. más comúnmente encontrado 

en suelos; aunque no se descarta que otro tipo de microorganismos puedan crecer como 

contaminantes en los medios, su efecto sobre los valores de NO2
-
 y NO3

-
 en los suelos no 

son significativos (Schmidt y Belser, 1994). Como la nitrificación es un proceso de dos 

fases con diferentes grupos de bacterias involucrados, se utilizan dos medios de cultivo 

líquidos químicamente definidos selectivos para cada uno de estos grupos (Miller Gallego, 

2012). 

 

 

La abundancia de las BOA se cuantificó a través del método de recuento del Número 

Más Probable (NMP) (Alexander, 1965) en medio líquido selectivo con (NH4)2SO4 y 

CaCO3 según (Frioni, 2006). Belser y Mayz (1982) indican que aunque esta técnica puede 

resultar sobre estimativa es comúnmente muy utilizada en diversos estudios, entre ellos en 

ecología. Se preparó una solución de suelo húmedo pesando 1 g (previamente seco por 24 

h y tamizado por 2 mm) en 9 ml de agua destilada estéril. A partir de la misma se 

prepararon 3 diluciones (-3, -2 y -1). Luego se sembró por triplicado 1 ml de cada dilución 

en tubos que contenían 1,5 ml de medio líquido y se incubó durante 28 días a 29 ºC. En el 

siguiente esquema se ilustra el procedimiento: 
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                                            1 ml                      1ml                1ml 

 

              Muestra de suelo 

                          100 

                  (1g suelo en 9 ml                        9ml                9ml               9ml 

                      Agua estéril)                           10-1                       10-2                       10-3     

                                                                          1ml                1ml              1ml 

                                                

 

             Tubos con 1,5 ml  

              de medio de cultivo 

 

 

 

 

La lectura se realizó con la adición de 10 gotas de H2SO4 concentrado y 10 gotas de 

Difenilamina sulfúrica. Luego se contaron los tubos de reacción positivos (color azul por la 

presencia de NO2
-
), se ordenó la cifra para obtener el número característico y se ingresó a 

la tabla de Mc. Grady para el NMP. El cálculo de abundancia se realizó de la siguiente 

manera: 

 

NMP--------en 1 ml sembrado en el tubo con medio de cultivo. 

x-------------en 10 ml del tubo de la dilución usada (la más concentrada).  

x-------------en 10 ml de la dilución 10
0
. 

nº------------en 1 g de suelo. 

 

Los resultados fueron expresados como log10 del nº de bacterias /g de suelo. 

 

 

Actividad nitrificante potencial 
 

 

El potencial de nitrificación de suelo (PNS) es determinado bajo exceso de sustrato y 

sin limitaciones de difusión de oxígeno (Fortuna et al., 2003). Estas condiciones 

promueven la contribución dominante de las BOA en el proceso ya que se ha detectado 

que son las responsables de entre el 69-76% de la actividad nitrificante en suelos 

fertilizados (Ouyang et al., 2016). El PNS se estimó por el método Shaken Soil Slurry 

según (Drury et al., 2008). Se pesaron 2 g de suelo húmedo previamente tamizado por 2 

mm y se incubaron con una solución conteniendo 1 mM de NH4
+
 (como (NH4)2SO4) más 1 

mM de PO
-3

4 (como K3PO4) a 25 ºC y a 180 rpm. Luego se tomaron alícuotas de 2 ml en 
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intervalos regulares de tiempo a las 0, 2, 6, 12, 22 y 24 h desde el comienzo de la 

incubación. Las mismas fueron centrifugadas a 14000 rpm por 10 min para obtener una 

solución límpida. Finalmente se tomó 1 ml de la solución y se cuantificó el contenido de 

NO3
-
 mediante el método del ácido Fenoldisulfónico descripto anteriormente. La tasa de 

nitrificación fue determinada por regresión lineal de las concentraciones de N-NO3
-
 en el 

tiempo (h). El valor de la pendiente (mg N-NO3
-
 /kg suelo) obtenido se multiplicó por 24 

(h) y se obtuvo la cantidad de N-NO3
- 
expresada en mg/kg suelo /día (Ec. 2.10). Si bien en 

esta metodología se mide el producto final del proceso de nitrificación, es decir la 

concentración de NO3
-
 en la muestra, dicha cantidad es equivalente a la concentración de 

NH3 nitrificado por las BOA, ya que como se nombró anteriormente, se considera que la 

oxidación del NH3 es el paso limitante en el proceso de nitrificación (Kowalchuk y 

Stephen, 2001). 

 

             
                                   

              Ec. 2.11 

 

 

Nitrógeno potencialmente mineralizable 
 

 

El N potencialmente mineralizable del suelo proviene principalmente de la MOP 

(Frabrizzi et al., 2003) y su estimación se realizó a través del método de Incubación 

anaeróbica de suelo (Echeverría et al., 2000). Dicho método propuesto por Gianello y 

Bremner (1986), llamado N anaeróbico (Nan) consiste en la determinación de NH4
+ 

producido en una muestra de suelo luego de que ésta ha sido incubada en condiciones de 

anaerobiosis. La cantidad de NH4
+

 se cuantificó por microdestilación directa por arrastre de 

vapor (Keeney, 1982).  

 

 

Para la incubación de la muestra se colocaron 10 g de suelo (previamente tamizado 

por 2 mm) más 10 ml de agua destilada en un tubo de ensayo. Luego se completó el 

volumen con agua y se tapó herméticamente generando un ambiente anaeróbico. 

Posteriormente se incubó durante 7 días a 40°C. La destilación se realizó colocando en un 

balón el contenido del tubo de incubación (previamente lavado con KCl 4M) más 0,2 g de 

MgO. Luego se recolectaron 30 ml del destilado en un Erlenmeyer con 5 ml de ácido 
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bórico como indicador y se tituló con H2SO4 0,005 N hasta el cambio de color a verde. El 

Nan se expresó como N–NH4
+ 

en mg/kg de suelo y se calculó de la siguiente manera: 

 

             
                    

    

 
        

 

                                               Ec. 2.12 

 

Dónde: 

Nan: N como amonio expresado en µg N/g de suelo = mg N/kg de suelo. 

M: mL de H2SO4 0,005 N gastados en la muestra. 

B: mL de H2SO4 0,005 N gastados en el blanco. 

P: Peso de la muestra de suelo utilizada (10 g). 

Se considera que 1 mL de H2SO4 0,005 N equivale a 0,07 g de N (70 µg de N). 

 

 

Extracción de ADN genómico 
 

 

Se extrajo ADN a partir de 0,5 g de suelo con kit de extracción comercial MP 

(Biomedicals). La calidad del ADN extraído se verificó mediante electroforesis con el 

método del Minigel de agarosa al 1% junto a un marcador de peso molecular MilMarker 

(Biodynamics) teñido con GelRed 1X (Biotium) y visualizado bajo luz UV. Se determinó 

la concentración de ADN por mediciones de absorbancia a 260 nm en NANO DROP 8000 

(Thermo Scientific). 

 

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 
 

 

Para la amplificación de los genes ribosomales 16S se realizó una PCR anidada o 

nested PCR debido a la baja abundancia de las BOA en muestras ambientales (Ward et al., 

1997; Molina et al., 2007). Esta estrategia consiste en la amplificación de fragmentos ADN 

obtenidos con primers específicos, como los de las β Oxidantes del amonio (Kowalchuck 

et al., 1997) y una reamplificación de estos productos con primers universales aptos para 

correr en geles desnaturalizantes. La misma es utilizada en estudios de patrones de bandas 

complejos como los de las comunidades microbianas y resalta la importancia ecológica de 



37 

 

un grupo de bacterias en particular dentro de las comunidades (Muyzer y Smalla, 1998). 

Además tiene como ventaja que el uso de primers grupo específicos incrementa la 

sensibilidad de detección (Brinkhoff y Muyzer, 1997). 

 

 

En la primera amplificación se utilizaron los primers CTO F189 y R654 de 

secuencias génicas conservadas presentes en la β-subdivisión de la clase Proteobacterias de 

las bacterias oxidantes del amoníaco (Tabla 2.2), los que amplifican una región de 465 bp 

ubicada entre los dominios variables V2 y V3 del ADN que codifica para el gen ribosomal 

16S.  

 

 

La mezcla de reacción de un volumen final de 25 μl por tubo contenía buffer GoTaq 

polimerasa 1X (Promega), enzima 0,06 U/μl, dNTPs 0,2 mM de cada uno, MgCl2 1,5 mM, 

cada primer en una concentración de 0,2 μM, BSA 0,2μg/μl, DMSO 5 % (v/v) y 

aproximadamente 100 ng de ADN. Las condiciones de amplificación consistieron en una 

desnaturalización inicial de 5 min a 94ºC, seguida de 35 ciclos de 30 seg de 

desnaturalización a 94°C, 45 seg de annealing a 55°C y 45 seg de extensión a 72°C, con un 

paso de extensión final de 10 min a 72ºC. 

 

 

El producto generado fue utilizado como templado para la segunda amplificación con 

los primers F341-GC y R534 que flanquean un fragmento de aproximadamente 200 pb del 

dominio V3 del ADN que codifica para el gen ribosomal 16S. La incorporación de una 

secuencia rica en GC en el primer F se utilizó para evitar la desnaturalización completa 

durante la electroforesis en gradiente desnaturalizante (Basile, 2009). 

 

 

La segunda mezcla reacción de un volumen final de 40μl por tubo contenía buffer Go 

Taq polimerasa 1X (Promega), enzima 0,04 U/μl, dNTPs 0,2 mM de cada uno, MgCl2 1,5 

mM, cada primer en una concentración de 0,1μM, BSA 0,2μg/ μl, DMSO 5 % (v/v) y 1,5 

μl de producto PCR. Las condiciones de amplificación fueron las mismas que las utilizadas 

para los primers CTO. 

Todas las amplificaciones fueron realizadas en un termociclador MULTIGENE 

GRADIENT TC 9600 (Labnet) y todos los productos generados fueron chequeados en gel 
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de agarosa al 1% mediante electroforesis teñidos con GelRed1X y visualizados bajo luz 

UV con transiluminador TM 26 (Labnet). 

 

 
Tabla 2.2 Primers de genes ribosomales 16S utilizados en las amplificaciones por Nested PCR. 

 

Nombre Secuencia (5´-3´) Blanco Referencia 

FCTO189 GGAGAAAGYAGGGGATCG Β-

Proteobacteri

as oxidantes 

del amoníaco 

(Kowalchuck 

et al., 1997) 

RCTO654 CTAGCYTTGTAGTTTCAAACGC Β-

Proteobacteri

as oxidantes 

del amoníaco 

(Kowalchuck 

et al., 1997) 

F341-GC CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGG

GCGG 

GGGCACGGGGGGCCTACGGGAGGC

AGCAG 

Bacteria (Muyzer et 

al., 1993) 

R534 ATTACCGCGGCTGCTGG Universal (Muyzer et 

al., 1993) 

 

 

Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante (DGGE) 
 

 

El patrón genético de la comunidad se observó mediante el método de fingerprinting 

molecular de Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante, en inglés Denaturing 

gradient gel electrophoresis (DGGE); el cual se basa en la detección de polimorfismos 

entre secuencias de ADN que difieren en uno o más pares de bases. Los pequeños 

fragmentos (200-700 pb) se movilizan sobre un gradiente lineal desnaturalizante creciente 

en un gel de poliacrilamida (Helms, 1990).  

 

 

Preparación de geles y condiciones de electroforesis 
 

 

Utilizando un generador de gradiente SG15 (Amersham Biosciences) y una bomba 

peristáltica DYNAMAX RP1 (Rainin) se prepararon geles de poliacrilamida 8% 

conteniendo un gradiente lineal de 35 a 60 % de desnaturalizante (donde el 100% de 

desnaturalizante contiene urea 7M y formamida 40% v/v). Luego se sembraron por calle en 

el gel 38 μl del producto de amplificación del dominio V3 del ADN que codifica para el 
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gen ribosomal 16S (200 pb) los que contenían 4 μl de loading buffer (6X) de Buffer 

Siembra (Biodynamics). 

 

 

Las condiciones de electroforesis fueron a 60V (aproximadamente 18 mA) durante 

16 h a 60°C en buffer TAE 1X. Los geles fueron teñidos con GelRed en TAE 1X durante 

30 min, lavados en TAE 1X durante 10 min y visualizados en transiluminador UV 

LABNET (Biodynamics). 

 

 

Análisis de la estructura y diversidad de las bacterias oxidantes 

del amoníaco 
 

 

Análisis de imágenes y agrupamiento 
 

 

La estructura de la comunidad de las BOA fue caracterizada por DGGE. El análisis 

se realizó por separado para cada muestreo ya que las muestras correspondientes fueron 

corridas en sendos geles. En el análisis se consideraron los tres niveles de fertilización 

nitrogenada por triplicado (repeticiones de campo) y la SR. Los perfiles DGGE fueron 

digitalizados y analizados con el software GELCOMPARE II versión 4.602 (Applied 

Maths). La posición y la intensidad de las bandas (previamente normalizadas) fueron 

volcadas en una matriz de bandas que fue utilizada como material de partida para el 

análisis de agrupamiento o conglomerados y el cálculo de diversidad de las muestras. 

 

 

El análisis de conglomerados (AC) corresponde a una técnica de clasificación de la 

estadística multivariada en donde las muestras pueden ser agrupadas en base a 

características comunes. En este trabajo, se evaluó la similitud de la estructura de la 

comunidad de las BOA entre los distintos tratamientos teniendo en cuenta los perfiles de 

bandas de cada muestra. El AC se realizó con el software GELCOMPARE II mediante el 

coeficiente de correlación de Pearson a partir de los valores de cada banda en la curva 

densitométrica (intensidad de banda) utilizando el algoritmo de encadenamiento promedio 

o Unweighted Pair-Goup Method with Arithmetic media (UPGMA). El uso del coeficiente 

de correlación de Pearson (Pearson, 1926) es apropiado para el análisis de datos 
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multiestados cuantitativos y es recomendado como un coeficiente de similitud adecuado 

para el análisis de fingerprints complejos de ADN (Häne, et al., 1993).  

 

 

Determinación de la diversidad  
 

 

Los métodos de fingerprinting o perfiles de las comunidades como el DGGE, 

examinan simultáneamente múltiples miembros de la comunidad en múltiples muestras 

ambientales y estiman la diversidad microbiana debido a que representan una 

identificación tentativa de los miembros más abundantes (Kowalchuck et al., 2006). 

 

 

Para estimar la diversidad de la comunidad a partir de la matriz de intensidades de 

bandas del DGGE, cada banda en el gel es definida como un filotipo específico o especie y 

la intensidad de cada banda detectada es considerada la abundancia de ese filotipo 

específico (Escalante, 2007; Zheng et al., 2008). Cada matriz de bandas se analizó con el 

programa PAST versión 2.17b (Hammer et al., 2001). La diversidad fue estimada 

utilizando el índice de Shannon-Weaver (H’) (Shannon y Weaver 1949) mediante la 

siguiente ecuación: 

 

      ∑   
               ∑   

                        Ec. 2.12 

 

Dónde: 

 

Ni es la abundancia del filotipo i, N es el total de la abundancia de todos los filotipos 

en la muestra, S es el número de filotipos (Zheng et al., 2008) y Ni/N es la probabilidad de 

importancia de cada filotipo o especie (Odum, 1969). De esta manera, H′ toma en cuenta 

ambos componentes de diversidad: riqueza y equitatividad.  

 

 

Finalmente las diferencias en el índice de Shannon para los distintos tratamientos 

fueron calculadas mediante un Modelo Lineal Mixto en el programa INFOSTAT (Di 

Rienzo et al., 2014).  
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Secuenciación y análisis filogenético  
 

 

Para realizar una caracterización de las especies y/o géneros presentes bajo las 

situaciones de fertilización, las bandas más destacables (aparición e intensidad) en el 

DGGE del muestreo de presiembra fueron aisladas y reamplificadas. Los productos de 

PCR se purificaron con kit comercial Wizard (Promega) y fueron secuenciados por 

electroforesis capilar por el servicio que brinda el Instituto de Biotecnología de INTA 

Castelar. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con aquellas existentes en la 

GenBank database del National Center for Biotechnology Information (NCBI) usando el 

algoritmo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Para observar la similitud y 

relaciones evolutivas entre las secuencias estudiadas y aquellas de especies, géneros y/o 

clones existentes en la GenBank database del NCBI, se realizó primeramente un 

alineamiento múltiple utilizando el programa ClustalW incluido en el software BioEdit 

versión 7.2.3 (Hall, 1999). Luego, se construyó un árbol filogenético mediante el método 

de Máxima Verosimilitud, utilizando el modelo de sustitución Kimura 2 (Kimura et 

al.,1980) del software Mega versión 6 (Tamura et al., 2013). La evaluación estadística de 

la topología obtenida se realizó mediante un análisis de bootstrap (100 réplicas). La 

elección de secuencias tipo fue basada en el trabajo de Ai et al. (2013) y el agrupamiento 

filogenético fue definido de acuerdo a Kowalchuk y Stephen (2001). 

 

 

Análisis estadístico de los datos 
 

 

Para el análisis estadístico de los datos químicos y biológicos se utilizó el programa 

INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2014). Se aplicó un Modelo Lineal Mixto, tomando como 

efecto fijo los tratamientos de fertilización y como efectos aleatorios, los momentos de 

muestreo (presiembra y postcosecha) y repeticiones de campo. Los muestreos se definieron 

como un factor aleatorio debido a que representan mediciones repetidas en el tiempo de la 

misma unidad experimental (parcela).  

 

 

Cuando existieron diferencias significativas en las variables medidas se realizó la 

prueba de comparación de medias mediante LSD Fisher con significancias del 5%.  
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Las correlaciones entre las variables químicas y biológicas se obtuvieron mediante el 

Índice de Pearson. Para garantizar la independencia de los datos, las correlaciones fueron 

realizadas en cada muestreo por separado. Las correlaciones entre las variables químicas y 

biológicas se obtuvieron mediante el Índice de Pearson. Para garantizar la independencia 

de los datos, las correlaciones fueron realizadas en cada muestreo por separado. Se 

consideraron en la discusión las correlaciones consistentes en ambas fechas de muestreo y 

estadísticamente significativas, y aquellas significativas detectadas sólo en una de las 

fechas que podrían ser consecuencia del efecto del cultivo predecesor y/o cambio 

estacional sobre el comportamiento de las BOA. Además, el análisis de correlación de 

Pearson también fue aplicado para determinar la relación entre el pH y las poblaciones 

dominantes de BOA debido a la implicancia de esta variable ambiental sobre la comunidad 

de BOA.  
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CAPÍTULO 3 
  

RESULTADOS 
 

 

Propiedades químicas de rastrojos y suelo 

 
 

Fuentes de nitrógeno orgánico y disponibilidad 
 

 

La fertilización prolongada con urea afectó de distinta manera a las variables 

químicas del suelo y rastrojos estudiadas (Tabla 3.1). La cantidad y calidad de rastrojos 

fueron afectadas significativamente (p<0,05); con un 37 % más de rastrojos y un 60% más 

de N en los mismos tanto en B y C con respecto al tratamiento A. Además como 

consecuencia del mayor aporte de rastrojos, el aporte de C en los tratamientos fertilizados 

fue de un 64% mayor que en el testigo.  

 

 

También la MOS incrementó significativamente (p<0,05) un 7% en los fertilizados, 

al igual que el NOS que fue un 10% mayor por la aplicación de urea en comparación al 

testigo. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas (p>0,05) en la fracción de 

MOP ni en su contenido de N; como así tampoco en la relación C/N de la MOP, MOS y 

rastrojos (Tabla 3.1).  

 

 

Por otra parte, el Nan disminuyó a medida que se incrementó la dosis de urea 

aplicada, siendo significativas (p<0,05) sólo las diferencias entre la dosis mayor y el 

testigo. Se observa en la Tabla 3.1, un 5 y 16 % menos de N potencialmente disponible en 

B y C respectivamente comparados con A. 

 

 

Acidez y contenido de nitrógeno inorgánico 
 

 

En la Tabla 3.2, se observa que la fertilización con urea a largo plazo afectó 

significativamente (p< 0,05) al pH, contenidos de N-NO3
- 
y N-NH4

+
 del suelo. Los valores 
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de pH fueron menores a dosis crecientes de fertilizante, presentando diferencias entre 

dosis, con disminuciones de 0,4 y 0,7 unidades de pH con las dosis de 90 y 165 N kg. ha
-1 

 

respectivamente en comparación al tratamiento A sin urea.  

 

 

Por otra parte, el contenido de N-NH4
+ 

fue un 22% mayor en el tratamiento con 90 N 

kg. ha
-1 

con respecto al testigo; mientras que el tratamiento de reposición o de mayor dosis 

no se diferenció de ambos. Es importante destacar que el test de Pearson reveló una 

correlación negativa y significativa (R
2
= -0,79; p= 0,01); entre el contenido de N-NH4

+
 y 

el pH sólo presiembra. 

 

 

En cuanto al contenido de N-NO
-
3, el tratamiento de mayor dosis presentó un 27% 

más que el testigo, el que a su vez no se diferenció significativamente del tratamiento con 

dosis media o de uso del productor. 
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Tabla 3.1 Valores medios entre muestreos de cantidad y calidad de rastrojos de cosecha, MOP (Materia orgánica particulada), MOS (Materia orgánica del suelo) y Nan (Nitrógeno 

anaeróbico) bajo los tratamientos: A (Sin N); B (90 N kg. ha-1) y C (165 N Kg. ha-1). SR: Situación de Referencia que corresponde a una Pastura Natural. Los valores fueron estimados 

por Modelo Lineal Mixto considerando a los muestreos como un factor aleatorio. 

 

Rastrojos     MOP    MOS Nan
 

Rastrojos MOP   MOS 

TRAT. 

   Cant. C      N  Fracción    C N      Cant.         C            N N-NH4
+ 

    C/N 

(Mg.ha
-1

) (mg. kg
-1

s)  

       A 5,97b 1,70b 0,05b 9,62a 1.96a 0,13a    34,08b      19,77b   1,83b 53,98a 41,2a 14,6a    10,7a 

B 8,06a 2,65a 0,08a 10,55a 2,21a 0,15a    36,44a      21,14a  2,01a   51,24ab 37,3a 14,5a    10,4a 

C 8,30a 2,94a 0,08a 9,51a 2,06a 0,15a    36,46a      21,15a  2,02a 46,55b 38,1a 14,2a    10,3a 

P valor 0,006 0,004 0,003        NS NS NS     0,046      0,046  0,012 0,029 NS    NS        NS 

SR 7,31   2,12    0,12    17,97  4,09  0,28     48,36       28,05   2,51 128,94 17,9   14,9    11,05 

 
Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) según LSD de Fisher. 
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Tabla 3.2 Valores medios entre muestreos de acidez (pH), N-NO3
- (Nitrógeno de nitrato), N-NH4

+ (Nitrógeno de amonio) del suelo bajo los tratamientos: A (Sin N); B (90 N kg. ha-1) y 

C (165 N Kg. ha-1). SR: Situación de Referencia que corresponde a una Pastura Natural. Los valores fueron estimados por Modelo Lineal Mixto considerando a los muestreos como un 

factor aleatorio. 

 

pH N-NO3
-
 N-NH4

+
 

TRAT.         - (mg. kg
1 
s s)

 

A 5,83a 11,48b 2,35b 

B 5,43b 12,59b 3,02a 

C 5,16c 15,85a 2,68ab 

P 

valor 
<0,0001 0,002 0,048 

SR 6,13 12,02 15,32 

 
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05) según LSD de Fisher. 
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Caracterización de la comunidad de las bacterias oxidantes del 

amoníaco bajo los diferentes tratamientos de fertilización 
 

 

Abundancia, actividad y diversidad 
 

 

En la Tabla 3.3 se observan las medias de abundancia, actividad y diversidad de 

BOA teniendo en cuenta los valores determinados en ambos muestreos (MLM). La 

abundancia de las bacterias oxidantes del amoníaco fue afectada significativamente (p< 

0,05) con la aplicación de urea aunque no hubo diferencias entre los tratamientos 

fertilizados con 90 y 165 N kg. ha
-1

. El NMP de BOA incrementó un 12 % en el 

tratamiento B y un 10 % en el C con respecto al testigo A. El índice de diversidad, también 

mostró cambios significativos (p< 0,05) en respuesta a la fertilización; y al igual que en la 

abundancia, los tratamientos fertilizados que no se diferenciaron entre sí, presentaron 

mayor diversidad de BOA con respecto al testigo (Tabla 3.3).  

 

 

Por otro lado, el análisis del PNS indica que existe una tendencia decreciente en la 

actividad potencial conforme aumenta la dosis de urea que no resultó significativa.  

 

 
Tabla 3.3 Valores medios entre muestreos y error estándar de Abundancia, Diversidad (H’) de las bacterias oxidantes del 

amoníaco (BOA) y Potencial de nitrificación de suelo (PNS) en los diferentes tratamientos de fertilización y SR 

(Situación de Referencia). Los valores fueron estimados por Modelo Lineal Mixto considerando a los muestreos como un 

factor aleatorio. 

 

Abundancia PNS H’ 

 TRAT.  (log10 n° bact.g
-1

) (mg. N-NO3
- 
kg

-1
d)

 - 

A 2,65 ± 0,09 b 7,64 ± 1,56 2,74 ± 0,06 b 

B 3,01 ± 0,09 a 6,52 ± 0,9 2,84 ± 0,04 a 

C 2,96 ± 0,09 a 6,12 ± 0,72 2,83 ± 0,04 a 

P valor <0,0001 NS <0,0001 

SR 3,03 ± 0,22 7,56 ± 0,12 2,58 ± 0,22 
 

Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) según LSD de Fisher. 
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Relaciones entre la comunidad de oxidantes de amoníaco y las propiedades 

químicas del suelo  
 

 

El coeficiente de Pearson (Tabla 3.4) mostró que la abundancia correlacionó positiva 

y significativamente con los rastrojos en presiembra, con el N-MOP y fracción MOS y su 

contenido de N en postcosecha, pero no se detectaron correlaciones consistentes entre los 

muestreos para esta variable.  

 

 

El PNS correlacionó positiva y significativamente con el pH del suelo sólo en 

presiembra. También en presiembra, el índice de diversidad de Shannon correlacionó 

positiva y significativamente con el contenido de N-NH4
+
, mientras que con el pH la 

relación fue significativamente negativa (Tabla 3.4). A diferencia de la abundancia, H’ 

correlacionó positiva y significativamente con la cantidad de MOP y su contenido de N en 

ambos muestreos, mientras que con la MOS sólo en postcosecha. 
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Tabla 3.4 Matriz de correlación de Pearson entre Abundancia, Diversidad (H’) de las bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) y Potencial de nitrificación de suelo (PNS) con los 

rastrojos y propiedades químicas del suelo, en un primer muestreo (presiembra de maíz, año 2010) y segundo-(postcosecha,-año-2011),-con-n=9.                                                                                                                                                    
Cant. rast.: Cantidad de rastrojos. Frac. MOP: Fracción de materia orgánica particulada. C/N: Relación C y N en los rastrojos, MOP y MOS: Materia orgánica del suelo. N MOS: Nitrógeno de la materia 

orgánica del suelo. Nan: Nitrógeno anaeróbico. N-NH4
+: Nitrógeno de amonio. N-NO3

-: Nitrógeno de nitrato.  

 

 Cant. 

rast. 

N 

rast. 

C/N 

rast. 

Frac. 

MOP 

N 

MOP 

C/N 

MOP 
MOS 

N 

MOS 

C/N 

MOS 
Nan pH N-NH4

+
 N-NO3

-
 

PRESIEMBRA              

Abundancia 0,80* 0,52 0,23 0,64 0,59 -0,25 0,21 0,21 -0,39 0,45 -0,34 0,50 0,03 

PNS -0,35 -0,41 -0,12 -0,28 -0,38 0,09 -0,27 -0,27 0,44 0,42 0,80* -0,34 -0,50 

H' 0,59 0,65 -0,07 0,71* 0,75* -0,61 0,44 0,44 -0,46 -0,02 -0,67* 0,71* 0,20 

POSTCOSECHA              

Abundancia 0,48 0,46 -0,02 0,54 0,71* -0,38 0,9* 0,9* -0,09 0,29 -0,44 0,20   0,40 

PNS 0,07 0,23 0,18 0,39 0,57 -0,53 0,58 0,58 -0,56 0,03 -0,47 0,39 0,58 

H' 0,37 0,43 -0,39 0,87* 0,89* -0,41 0,79* 0,79* 0,27 0,53 -0,001 0,08  -0,35 

             
Los números con * son las correlaciones significativas (p<0,05) y en negrita aquellas consistentes entre muestreos. 
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Estructura de la comunidad 
 

 

La estructura de la comunidad de las BOA en el suelo fue caracterizada mediante 

DGGE para cada muestreo ya que las muestras correspondientes fueron corridas en 

sendos geles. El análisis de los triplicados por tratamiento muestra una buena 

reproducibilidad de los perfiles de bandas. 

 

 

Los perfiles DGGE de las BOA variaron entre tratamientos tanto en presiembra 

como en postcosecha de maíz (Figs. 3.1 A y 3.2 A respectivamente).  

En presiembra, la fertilización provocó un aumento en la riqueza e intensidad de 

bandas del DGGE. Las bandas 2, 10 11 fueron exclusivas de los tratamientos con 

fertilización; mientras que dos bandas (8 y 14) fueron propias del testigo. 

Adicionalmente, se detectaron diferencias en la intensidad de algunas bandas entre los 

tratamientos y el testigo. Así, las bandas 3, 4, 4’, 12 y 16 fueron más intensas en B y C, 

mientras que las bandas 7 y 19 presentaron un comportamiento opuesto. (Fig. 3.1 A). 

Por otra parte, el test de Pearson reveló correlaciones significativas negativas entre las 

bandas 2, 10, 13 y 16 con el pH (R
2
= -0,82; p= 0,004; R

2
= -0,87; p= 0,001; R

2
= -0,89; 

p= 0,0005; R
2
= -0,76; p= 0,01, respectivamente); mientras que con la banda 19, la 

correlación con el pH fue positiva (R
2
= 0,91; p= 0,0001) indicando que a medida que 

disminuye el pH también lo hace esta población de BOA.  

En postcosecha, se detectó menor variación en los perfiles entre los tratamientos 

evaluados (Fig. 3.2 A) mostrando que la composición de la comunidad de BOA fue 

muy similar en todos los tratamientos.  

 

 

Los resultados son confirmados por los dendrogramas de similitud del AC (Fig. 

3.1 B y 3.2 B). En presiembra, el tratamiento A se separó de B y C a un 85,1% de 

similitud. A su vez dentro de los tratamientos fertilizados hubo discriminación entre 

dosis de fertilización a un 93,8 %. Por otra parte, en postcosecha la estructura de las 

BOA presentó mayor similitud (93,5%) entre los patrones con respecto a presiembra, 

sin embargo, la variación estructural se mantuvo mostrando la separación de B y C del 

tratamiento A. 
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                                                       A)                                                                                                                                B) 

 

Fig. 3.1 DGGE de BOA correspondiente a un primer muestreo (presiembra de maíz, año 2010) para los diferentes tratamientos de fertilización A: Sin N; B y C: con 90 y 165 Kg N ha-1 

respectivamente y SR: Situación de Referencia (A); y Dendrograma de similitud (UPGMA y Coef. Correlación Pearson) expresado en porcentaje. (B). Las líneas blancas señalan las 

bandas secuenciadas y las fechas negras aquellas que correlacionan con el pH. Los números romanos representan las tres repeticiones de campo para cada tratamiento.  

 
 
 
 
 
 

% de similitud 
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                                                         A)                                                                                                                                  B) 

 

Figura 3.2 DGGE de BOA correspondiente a un segundo muestreo (postcosecha de maíz, año 2011) para los diferentes tratamientos de fertilización A: Sin N; B y C: con 90 y 165 Kg N 

ha-1 respectivamente y SR: Situación de Referencia (A); y Dendrograma de similitud (UPGMA y Coef. Correlación Pearson) expresado en porcentaje. (B). Los números romanos 

representan las tres repeticiones de campo para cada tratamiento. 

 
 
 
 
 

% de similitud 
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Búsqueda de secuencias y árbol filogenético 
 

 

Las bandas 6, 7, 12, 14, 15, 16 y 19 fueron seleccionadas del DGGE (Fig. 3.1A) y 

secuenciadas para determinar su identidad y relaciones filogenéticas. La comparación de 

sus secuencias con la base de datos GenBank mediante la utilización de la herramienta 

BLASTN indicó que la mayoría de las bandas analizadas presentaron elevados porcentajes 

de identidad (95 y 98%) con cepas de Nitrosospira tenuis y Nitrosospira multiformis 

(Tabla 3.5), a la vez que se afiliaron filogenéticamente con el linaje del Grupo 3 de 

Nitrosospira predominante en suelos agrícolas (Fig. 3.3). Dos de las secuencias fueron 

afines a clones de β-Proteobacterias oxidantes del amoníaco no cultivables aislados de 

muestras de agua dulce por Sow et al. (2014). Los agrupamientos fueron respaldados por 

valores de bootstrap superiores al 50%. No se detectaron en este estudio afiliaciones con el 

género Nitrosomonas. 
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Tabla 3.5 Bandas de bacterias oxidantes del amoníaco (BOA) recortadas a partir de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE), secuencias conocidas de mayor similitud 

en el Gen Bank, porcentaje de similitud y origen de las mismas. 

 

 

Banda Coincidencia más cercana 

% Similitud 

(n°pb similar/pb 

totales) 

Origen 

6 Clon de B Proteobacteria oxidante de amoníaco no cultivable (JX184181) 96 (184/191) Estanques de 

agua dulce de 

historia minera 
7 Clon de B Proteobacteria oxidante de amoníaco no cultivable (JX184233) 96 (183/190) 

12 
Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816) 96 (182/190) 

Suelos agrícolas 

Nitrosospira multifomis cepa ATCC 25196 (074736) 95 (181/190) 

14 
Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816) 96 (182/190) 

Nitrosospira multifomis cepa NL13 (115148) 95 (181/190) 

15 
Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816) 98 (186/190) 

Nitrosospira multifomis cepa ATCC 25196 (074736) 97 (185/190) 

16 
Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816) 97 (193/200) 

Nitrosospira multifomis cepa NL13 (115148) 96 (192/200) 

19 
Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816) 98 (187/190) 

Nitrosospira multifomis cepa ATCC 25196 (074736) 97 (186/190) 
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Fig. 3.3 Árbol filogenético de las secuencias parciales del ADNr 16S de bacterias oxidantes del amoníaco (BOA), 

correspondientes a las bandas seleccionadas del DGGE y las secuencias con mayor similitud obtenidas de GenBank. 

Las secuencias correspondientes a este estudio se muestran en negrita. La escala indica % de sustituciones. Los 

valores bootstrap se muestran en los nodos. 



56 

 

 

Fig. 3.3 Continuación Árbol filogenético de las secuencias parciales del ADNr 16S de bacterias oxidantes del amoníaco 

(BOA), correspondientes a las bandas seleccionadas del DGGE y las secuencias con mayor similitud obtenidas de 

GenBank. Las secuencias correspondientes a este estudio se muestran en negrita. La escala indica % de sustituciones. Los 

valores bootstrap se muestran en los nodos. 
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CAPÍTULO 4 
 

DISCUSIÓN 
 

 

Efecto de la aplicación de urea sobre los rastrojos de cosecha y 

aporte de nitrógeno 
 

 

La fertilización a largo plazo con urea incrementó la cantidad de rastrojos y por lo 

tanto el aporte de C, a la vez que aumentó la concentración N en los mismos. Esto es 

esperable debido a que, la aplicación de fertilizantes nitrogenados aumenta la biomasa de 

plantas por su incidencia en el rendimiento, determinando un mayor volumen de rastrojos 

que retornan al suelo (Studdert y Echeverría, 2000). Históricamente en el ensayo 

estudiado, los rendimientos de trigo y maíz en los tratamientos que reciben fertilización 

son mayores al testigo, lo que explica la mayor cantidad de rastrojos (Masiero et al., 2006). 

Además cuanto más N disponible hay en el suelo al inicio del ciclo de un cultivo, mayor es 

la cantidad de N absorbido durante el período de crecimiento de la planta. En 

consecuencia, a medida que hay más N disponible en el suelo (suelo + fertilizante) 

aumenta la absorción del nutriente (Álvarez y Steinbach, 2010), determinando una mayor 

concentración de N en los rastrojos provenientes de los tratamientos fertilizados. 

 

 

También Soto et al. (2004) observaron que el efecto de la aplicación de urea en la 

producción de materia seca de rastrojo de maíz fue significativamente superior a los 

tratamientos sin N, y a dosis crecientes de N encontraron mayor contenido de proteínas en 

los rastrojos, al igual que Cox et al. (1993), los que además obtuvieron un aumento lineal 

en la producción de rastrojos con un rango de dosis crecientes de N en maíz. 
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Efecto sobre la materia orgánica del suelo, su fracción 

particulada y disponibilidad de nitrógeno  
 

 

Tanto la MOS como su contenido de N aumentaron en los tratamientos fertilizados 

comparados con el testigo, debido al mayor retorno de rastrojos por fertilización 

(Gregorich et al., 1996) durante el manejo a largo plazo. Halvorson et al. (1999) observó 

una relación positiva entre el contenido de N de los rastrojos y el N del suelo en 0,75 cm de 

profundidad luego de la aplicación de N durante 10 años.  

 

 

El incremento en el contenido de MOS expresada como COS o COT (carbono 

orgánico total) debido a la fertilización nitrogenada, ha sido registrado en diferentes 

experimentos de larga duración (Álvarez, 2005) y en suelos similares a los de este estudio 

(Studdert y Echeverría, 2000). Liebig et al., (2002) reportaron que la fertilización con 90 y 

180 kg ha
-1

 de N como urea incrementó el contenido de COS en 1,0 Mg .ha
-1

 y 1,4 Mg .ha
-

1
, respectivamente, y su contenido de N en comparación con un testigo, luego de 16 años 

de rotaciones con maíz en un suelo Argiudol típico. También Gregorutti et al. (2014) 

observaron que la fertilización con urea luego de 14 años de aplicación, afectó el NOS 

expresado como NT (Nitrógeno Total) con diferencias significativas entre la dosis de 138 

kg.ha
-1

 de N como urea y un testigo. Por su parte, Cazorla (2012) en el mismo ensayo y 

tratamientos evaluados en este trabajo, entre los años 2006 y 2007, encontró que la 

fertilización a nivel de reposición de nutrientes (trat. C) produjo incrementos en el 

contenido de COT en los 0-5 cm de profundidad luego de 13 años de manejo. Sin embargo, 

otros trabajos realizados en suelos Argiudoles con elevado contenido de MOS, no han 

registrado cambios significativos en el COT a distintas profundidades a pesar de un 

aumento en el retorno de rastrojos por fertilización a largo plazo (Domínguez et al., 2004; 

Diovisalvi et al., 2008; Divito et al., 2011; Wyngaard et al., 2012). Por lo tanto, los 

cambios en la MOS debido a la fertilización con N dependerán de varios factores como 

dosis de N, rotación de cultivos, el medio ambiente y el tipo de suelo evaluado (Álvarez, 

2005).  

 

 

La fracción de MOP y su contenido de C y N no cambiaron con la aplicación de urea 

a pesar del mayor aporte de rastrojos por fertilización luego de 12 años de manejo. Este 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167198711000833#bib0005
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167198711000833#bib0005
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resultado fue similar a lo observado por otros trabajos realizados en ensayos de larga 

duración sobre suelos Argiudoles (Diovisalvi et al., 2008; Wyngaard et al., 2012 y 

Gregorutti et al., 2014) que no detectaron diferencias importantes en la fracción particulada 

medida como COP ni en su contenido de N entre tratamientos con urea y testigo a 

diferentes profundidades. A pesar de que la MOP es considerada un indicador que 

responde rápidamente a los cambios en el input de rastrojos (Galantini y Rosell, 2006), ha 

sido demostrado que su sensibilidad es mucho más notoria en los primeros 5 cm del suelo 

(Studdert et al., 2008). Por lo tanto, en este trabajo una de las causas que respondería a la 

falta de cambios en dicha fracción sería el efecto dilución determinado por la mayor 

profundidad de muestreo utilizada. Otra posible causa por la cual no se detectaron cambios 

en la fracción particulada podría ser por la calidad o disponibilidad de N de los rastrojos.  

 

 

La relación C/N de los rastrojos entre los tratamientos no cambió y fue superior a 37 

(Tabla 3.1), lo que estaría indicando la inmovilización de N por los microorganismos. Por 

lo tanto, esta condición pudo afectar el aporte de N hacia la fracción lábil, debido a que 

predomina la inmovilización cuando el material orgánico presenta una relación C/N=25 o 

mayor (Tisdale y Nelson, 1991; Ciarlo y Palma, 2011).  

 

 

Los resultados obtenidos evidencian que la fertilización nitrogenada es una práctica 

importante para aumentar el aporte de rastrojos, pero demuestran lo observado por Divito 

et al. (2011), que en condiciones de manejo con un elevado retorno de rastrojos en suelos 

Argiudoles, los beneficios sobre la fracción particulada de la MOS podrían no ser 

evidentes. 

 

 

El Nan que representa una estimación del N potencialmente mineralizable del suelo 

proveniente principalmente de la MOP (Echeverría et al., 2000; Fabrizzi et al., 2003) 

cambió entre los tratamientos evaluados. En coincidencia con estudios previos de ensayos 

con fertilización nitrogenada a largo plazo y en suelos similares al estudiado (Genovese et 

al., 2009; Divito et al., 2011 y Gregorutti et al., 2014), los tratamientos con urea generaron 

una disminución significativa del Nan. Gregorutti et al. (2014) encontró luego de 15 años 

de fertilización, que los valores de Nan eran menores a dosis de N como urea de 138 y 286 
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kg ha
-1

 con respecto a una dosis de N de 69 kg. ha
-1

 y el testigo. Este efecto se atribuye a 

un aumento en la velocidad de mineralización de la MOP como consecuencia de la 

aplicación de N (Galantini et al., 2008). En este estudio, el aumento en la velocidad de 

mineralización de la MOP se puede apreciar en la reducción de la misma en el tratamiento 

de mayor dosis de urea. El efecto priming de los fertilizantes sobre el suelo se menciona 

con frecuencia como el responsable de la disminución del N potencialmente mineralizable 

debido a que la aplicación de N aumenta el volumen de aportes de N orgánico y, como 

consecuencia, reduce el pool de N mineralizable del suelo (Kuzyakov et al., 2000).  

 

 

Efecto sobre la acidez del suelo 
 

 

El pH del suelo disminuyó con la aplicación prolongada de urea a dosis crecientes. 

La principal causa de esta acidificación es la producción de iones H
+
 debido a la hidrólisis 

y oxidación de la urea, ya que por cada mol de urea oxidada a NO3
-
 se produce un mol de 

H
+
 (Divito et al., 2011). Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden con datos 

locales (Lardone et al., 2012) y con otras observaciones realizadas en el mismo tipo de 

suelo y pH estudiados. Fabrizzi et al. (1998) encontró una disminución de pH con el 

agregado de una dosis de urea similar a la de reposición con respecto a un testigo luego de 

8 años de fertilización. Divito et al. (2011) observó disminuciones significativas de pH a 

dosis crecientes de urea luego de 13 años de manejo. Por su parte, Wyngaard et al. (2012) 

en un ensayo de rotaciones con 7 años de aplicación de urea en maíz, detectó que las 

parcelas sin aplicación de N (entre ellas el testigo) tenían mayores valores de pH que 

aquellas con historia de aplicación.  

 

 

Efecto sobre los contenidos de amoníaco y nitrato del suelo  
 

 

Numerosos factores como la aplicación de N por fertilizantes, rastrojos de cultivos, 

MOS, microflora, contenido de arcilla y la composición de minerales arcillosos afectan la 

concentración de N-NH4
+
en la solución del suelo (Nieder et al., 2010). 

En este estudio, el incremento de N aportado quedó demostrado por el mayor contenido de 

N-NH4
+
 detectado en las parcelas con aplicación de urea. El mismo resultado fue 
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observado por Chen et al. (2011) y Yu et al. (2010) en ensayos de larga duración. El 

aumento N mineral encontrado en los tratamientos fertilizados, podría derivar tanto del 

aporte del fertilizante, como así también del mayor aporte por mineralización de los 

rastrojos y MOS, producto del incremento en el rendimiento agrícola asociado a la 

fertilización (Diovisalvi et al., 2008).  

 

 

Por otra parte, la activa mineralización promovida por la aplicación de urea se puede 

notar no sólo por una disminución en el contenido de Nan mencionado anteriormente; sino 

que además por la mayor concentración de N-NO3
- 
detectada

 
en el tratamiento de mayor 

dosis de N. La acumulación de N-NO
-
3 por la aplicación prolongada de urea ha sido 

reportada en distintos tipos de suelo (He et al., 2007; Chu et al., 2007; Shen et al., 2008; 

Yu et al., 2010) debido a que el suministro de N conjuntamente con aquel derivado de la 

mineralización de la MOS promueven la actividad nitrificante in situ (Tisdale y Nelson, 

1991; Booth et al., 2005).  

 

 

Efecto sobre la abundancia, actividad y diversidad de las 

bacterias oxidantes del amoníaco  
 

 

La aplicación de urea incrementó la abundancia y diversidad de las BOA 

demostrando que el N aportado es un factor preponderante frente a la acidificación causada 

por la fertilización con urea. Los resultados concuerdan con datos bibliográficos de suelos 

con pH medianamente ácido y alcalino donde se observó mayor abundancia (Biederbeck et 

al. 1995; Chu et al. 2008; Shen et al. 2008) o un incremento en la diversidad de BOA (Chu 

et al., 2007; Shen et al., 2008; Yu et al., 2010; Ai et al., 2013) al aplicar urea a largo plazo 

a pesar de la disminución en el pH edáfico. 

 

 

La abundancia de BOA se asoció mediante correlaciones positivas y significativas a 

los rastrojos en presiembra y al N-MOP y fracción MOS y su contenido de N en 

postcosecha, al igual que la diversidad. Dichos resultados permiten suponer que bajo 

condiciones de mineralización de N dadas por el rastrojo de soja, las temperaturas y 

precipitaciones en presiembra, los residuos resultaron el principal aporte de sustrato a la 
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comunidad oxidante de amoníaco, mientras que, cuando el N se encontraba en baja 

disponibilidad por la inmovilización desde el rastrojo de maíz en postcosecha, el aporte 

provino de las formas orgánicas del suelo. Estos resultados manifiestan por un lado, lo 

descripto por Tisdale y Nelson (1991), que cuando el material orgánico en descomposición 

presenta una relación C/N alta, los microorganismos utilizan el N derivado de la 

mineralización de la MOS. Por el otro, demuestran la importancia de la relación C/N de los 

materiales orgánicos del suelo en los procesos de mineralización e inmovilización 

microbiana. Así los suelos con una baja relación C/N minimizan la inmovilización del N a 

la vez que favorecen la disponibilidad de N inorgánico derivado de la mineralización de las 

fuentes orgánicas (Bengtsson et al., 2003). 

 

 

Se detectaron dos correlaciones consistentes entre muestreos las cuales mostraron 

una relación positiva y significativa entre la diversidad de las BOA y la fracción de MOP 

así como también con su contenido de N, indicando que dicha fracción lábil de suelo 

podría actuar potencialmente como sustrato de la comunidad nitrificante. Jones et al. 

(2004) concluyeron que componentes de bajo peso molecular como los aminoácidos del 

pool orgánico lábil del suelo actúan como fuente de N para las bacterias nitrificantes 

autotróficas luego de observar acumulación gradual de nitratos en tres suelos agrícolas.  

 

 

Si bien el diseño experimental del presente trabajo no permite asegurarlo, el hecho de 

que muchas correlaciones fueran detectadas en sólo uno de los muestreos podría ser 

consecuencia de los efectos producidos tanto por los cultivos predecesores y sus rastrojos 

como por cambios estacionales, ya que se considera que ambos factores tienen una 

importante influencia en el comportamiento de la comunidad de las BOA (Shen et al., 

2008; Yu et al., 2010; Taylor et al., 2012; Bouskill et al., 2011). En el mismo sentido, 

Wright et al. (2005) observaron una fuerte influencia de especies de plantas y residuos de 

cosecha sobre la diversidad microbiana del suelo en general.  

 

 

Por otra parte, la ausencia de cambios significativos en el PNS en respuesta a la 

aplicación de urea coincide con las observaciones de otros trabajos en ensayos de larga 

duración (Chu et al., 2008; Yu et al., 2010). Sin embargo, la actividad potencial mostró 
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una tendencia decreciente con el aumento en la dosis de fertilizante que podría estar 

relacionada con la acidificación del suelo. Dicho resultado se refleja en la correlación 

positiva y significativa detectada entre la actividad de las BOA y el pH en presiembra. Una 

posible explicación sería que la acidez creciente del suelo haya seleccionado especies 

tolerantes o acidofílicas. Es sabido que existen especies de BOA las cuales poseen ureasas 

intracelulares que les permite tomar urea directamente del medio, superando el 

inconveniente de la protonación del NH3 a pH bajo (Burton y Prosser, 2001). Esta 

capacidad les permite competir exitosamente en su ambiente, aunque podría implicar una 

menor velocidad de oxidación, dando lugar a un menor potencial de nitrificación en 

condiciones in vitro tal como ocurrió en este trabajo. Correlaciones similares fueron 

detectadas por Enwall et al., (2007); He et al. (2007) y Wessen et al., (2010) en suelos 

medianamente ácidos como consecuencia de la aplicación prolongada de fertilizantes 

minerales nitrogenados.  

 

 

La disminución del pH afectó además del PNS a la diversidad de las BOA, mientras 

que no modificó su abundancia. Las correlaciones negativas y significativas observadas 

tanto para el índice de diversidad, como para la abundancia de algunas poblaciones de 

BOA con el pH, manifiestan la presencia de especies tolerantes a la acidez del suelo. En 

forma similar, la selección de distintos linajes de BOA a lo largo de un gradiente de pH fue 

observada por Nicol et al. (2008), y podría atribuirse según Pommerening-Röser y Koops 

(2005) a los diferentes pHs óptimos para el transporte de urea de las distintas poblaciones.  

 

 

Los resultados obtenidos son apoyados por diversos autores (De Boer and 

Kowalchuck, 2001; Enwall et al., 2007; Ward, 2008; Nicol et al., 2008) que asocian la 

reducción de la actividad nitrificante y la aparición de poblaciones de BOA adaptadas a las 

condiciones de acidez debido a la protonación del NH3 en la solución del suelo. 

 

 

En este estudio se observó que algunos linajes se vieron beneficiados con el 

incremento de la acidez, mientras que hubo por lo menos otro que resultó perjudicado por 

la disminución del pH, demostrando mayor sensibilidad a la acidificación. Las 

correlaciones entre los parámetros de la comunidad de BOA y el pH demuestran que el 



64 

 

mismo representa un componente clave en el comportamiento de estas comunidades 

debido a su influencia en la disponibilidad de NH3 en el suelo (Kowalchuck and Sthepen, 

2001; Nicol et al., 2008), este efecto fue claramente detectado sólo en la estación de 

presiembra y es confirmado por la correlación negativa y significativa encontrada entre 

NH4
+
 y pH.  

 

 

Efecto sobre la estructura de la comunidad de las bacterias 

oxidantes del amoníaco 
 

 

La estructura de la comunidad de BOA en presiembra mostró un patrón de bandas 

más diverso en los tratamientos que recibieron urea con respecto al testigo; con mayor 

riqueza e intensidad de bandas. En postcosecha, estas diferencias fueron menores. Los 

aumentos en riqueza y abundancia de las BOA asociados a la aplicación de urea son 

coincidentes con lo observado en numerosos trabajos (Shen et al., 2008; Yu et al., 2010; 

Ai et al., 2013) que utilizaron marcadores moleculares basados en genes 16S y amoA. 

 

 

Mediante análisis de cluster pudieron confirmarse las diferencias observadas entre 

las comunidades, evidenciando la sensibilidad de la estructura de las BOA a los distintos 

regímenes de fertilización a largo plazo que ya había sido informada por otros autores 

(Shen et al. 2008; Yu et al., 2010; Ai et al., 2013). La magnitud de las diferencias 

detectadas pudo haber respondido a la época de muestreo. En presiembra, la diferencia 

entre los tratamientos fue más específica a nivel de dosis, mientras que en postcosecha la 

misma no fue evidente. Estas diferencias observadas entre muestreos, podrían ser 

explicadas por la disponibilidad diferencial de N. En presiembra (primavera) las 

condiciones de mayor mineralización de N podrían haber estimulado a cambios más 

evidentes en la composición de BOA que en postcosecha (otoño). Sin embargo, 

considerando las limitaciones del diseño experimental, no puede descartarse la influencia 

de las condiciones ambientales en estos resultados. 

 

 

A pesar de las posibles causas de variabilidad que pueden existir entre los perfiles, la 

variación estructural se mantuvo, indicando que el efecto producido por la fertilización 
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prolongada con urea podría ser mayor al generado por otros factores ambientales. Un 

ejemplo de esto es lo observado por Ai et al. (2013) quien demostró que el efecto de la 

urea sobre la comunidad de BOA fue más importante que aquel producido por la zona 

rizosférica. 

 

 

El análisis filogenético reveló la presencia de poblaciones relacionadas con β-

Proteobacterias oxidantes del amonio no cultivables clasificadas como Nitrosospira, 

obtenidas en ambientes de agua dulce (Sow et al., 2014), así como también poblaciones 

asociadas al Grupo 3 de Nitrosospira comúnmente detectado en ambientes terrestres, 

principalmente en suelos agrícolas (Kowalchuck y Stephen, 2001). 

 

 

La búsqueda de homologías en la base de datos reveló elevados porcentajes de 

identidad de las secuencias analizadas con las correspondientes al género Nitrosospira, 

como Nitrosospira tenuis (Koops y Harms, 1985) antes llamada Nitrosovibrio tenuis 

(Harms et al., 1976) y Nitrosospira multiformis (Norton et al., 2008) y secuencias de 

clones no cultivables clasificadas como Nitrosospira (Sow et al., 2014). Las secuencias 

analizadas compartieron elevada similitud. Según Wiens y Graham (2005), la escasa 

variabilidad genética es uno de los factores que determina que las especies 

filogenéticamente cercanas compartan pequeñas variaciones de aspecto ecológico (como 

tipo de hábitat, dieta, etc.). Esto explicaría la adaptación de las poblaciones analizadas en 

este estudio a diferentes pH.  

 

 

La detección del género Nitrosospira y la ausencia de Nitrosomonas son consistentes 

con otras investigaciones (Kowalchuck et al., 1997; Chu et al., 2007; Yu et al., 2010) que 

señalan la dominancia de Nitrosospira en suelos. Más allá de que algunos trabajos han 

encontrado que la aplicación de fertilizantes nitrogenados a largo plazo promueve la 

dominancia del Grupo 3 de Nitrosospira (He et al., 2007; Yu et al., 2010), en este estudio 

las poblaciones afiliadas al Grupo 3 fueron detectadas también en el control sin aplicación 

de N. Esto confirma lo observado por Chu et al. (2007) en tratamientos con y sin 

aplicación de urea a largo plazo, y por Avrahami et al. (2003) que han encontrado dicho 

grupo tanto en suelos fertilizados como en controles sin aplicación de N, concluyendo que 
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no necesariamente es dominante en condiciones de elevada concentración de amonio, ya 

que puede contener miembros que son sensibles a elevados niveles de NH4
+ 

(Taylor et al., 

2012) como lo observado en este estudio. 

 

 

La elevada versatilidad de las BOA pertenecientes al Grupo 3 (Avrahami et al., 

2003) se ve reflejada en su ubiquidad en distintos tipos de suelos (Fierer et al., 2009). La 

presencia de poblaciones con elevada similitud a clones de Nitrosospira no cultivables 

obtenidos de estanques mineros (Sow et al., 2014), estaría relacionada con esta 

característica general de las BOA (Hiorns et al., 1995; Kowalchuck y Stephen, 2001). 
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CAPÍTULO 5 
 

CONCLUSIONES 
 

 

 La fertilización prolongada con urea aumentó el aporte de rastrojos e incrementó la 

materia orgánica del suelo, aunque no generó cambios significativos en la fracción 

particulada o lábil del suelo.  

 

 

 La disminución del N potencialmente disponible de la materia orgánica particulada 

bajo fertilización nitrogenada y su relación con las BOA evidencian que el mismo 

podría representar un sustrato para los microorganismos nitrificantes.  

 

 

 La acidez y el contenido de N inorgánico del suelo se incrementaron con el 

aumento de la dosis de urea aplicada. 

 

 

 El manejo prolongado con urea a largo plazo en un suelo con buena capacidad 

amortiguadora representó una fuente de sustrato a partir del aporte de N, 

aumentando la abundancia y diversidad de las BOA. La actividad nitrificante 

potencial no reflejó estos cambios, sin embargo, se detectaron poblaciones de BOA 

tolerantes a las condiciones de acidificación.  

 

 

 La estructura de la comunidad mostró cambios en respuesta a la fertilización, los 

que estuvieron condicionados por las características ambientales. Se detectaron 

mayormente miembros del Grupo 3 de Nitrosospira comunes en suelos agrícolas.  

 

 

Los resultados demuestran que el manejo de fertilización con urea a largo plazo en 

un suelo Argiudol típico de Argentina no produjo efectos negativos sobre la comunidad de 

BOA, la que a su vez respondió con cambios en la abundancia y estructura demostrando su 

alta sensibilidad. El aprovechamiento de las BOA como potenciales indicadoras de la 
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calidad del suelo, permitirían futuros estudios que incluyan la caracterización de dicha 

comunidad en otros sistemas agrícolas. 

De esta manera, se podrá adquirir un conocimiento más completo y global sobre el 

funcionamiento de estas comunidades claves del ciclo del N ya sea para mejorar el manejo 

de N en los sistemas agrícolas y/o agrícolas-ganaderos como así también conocer su 

disponibilidad para los cultivos en el marco de un manejo sustentable evitando posibles 

efectos negativos sobre el ambiente. 
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