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RESUMEN

La oxidacién del amoniaco a nitrito constituye un paso critico en el ciclo del nitrégeno (N) y es realizado por las bacterias oxidantes
del amoniaco (BOA) o Nitritantes. El manejo agricola puede afectar la comunidad de las BOA a través del uso prolongado de
fertilizantes nitrogenados como la urea, cuya aplicacién tiende a aumentar la acidez del suelo. El tamario, actividad, composicién
de las BOA y variables quimicas de suelo fueron investigadas luego de 12 afos de fertilizaciones con urea. El ensayo presenta un
disefio en bloques completos aleatorizados con tres repeticiones sobre un suelo Argiudol tipico de Marcos Judrez, Sudeste de Cérdoba,
Argentina. Los tratamientos fueron: A como control sin aplicacién; B'y C con 95y 165 kg ha™ de urea como fuente de N, res-
pectivamente. Se realizaron dos muestreos: previo a la siembra y en postcosecha de maiz. Para la caracterizacién de la comunidad
de BOA se utilizaron los métodos del nimero més probable, shaken soil slurry, reaccién en cadena de la polimerasa y electroforesis
en gel de gradiente desnaturalizante. La fertilizacion con urea disminuyd el pH del suelo, aument¢ 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 fertilizacién con urea a largo plazo en un Argiudol tipico representd una fuente de sustrato mas que un factor limitante
para las BOA. El efecto de la fertilizacion fue mas evidente en el muestreo previo a la siembra de maiz.

Palabras clave. Fertilizacion nitrogenada, Propiedades quimicas del suelo, Comunidad de bacterias oxidantes del amoniaco,
Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante.

IMPACT OF THELONG APPLICATION OF UREA ON BACTERIANITRITANTES OF ATYPICAL
ARGIUDOL, ARGENTINE

ABSTRACT

Ammonia oxidation to nitrite is a critical step in the nitrogen (N) cycle and is performed by ammonia-oxidizing bacteria
(AOB) also called Nitrifying. Agricultural management can affect the AOB community due to the prolonged use of nitrogen
fertilizers such as urea which tend to increase soil acidity. After 12 years of urea application, size, activity, AOB composition
and chemical variables were investigated. The performed field experiment had a complete randomized block design with
three replicates on a typical Argiudol soil located in Marcos Judrez, Southeastern Cérdoba, Argentine. The treatments were:
A control without N-application; B and C with 95 and 165 kg ha™ of urea as the N source respectively. Soil samples were
collected before sowing and after corn harvest. The AOB community was studied through the most probable number method,
shaken soil slurry, polymerase chain reaction and electrophoresis in denaturing gradient gel. Urea fertilization decreased soil
pH, increased AOB abundance and diversity but did not significantly affect nitrifying potential. Bacterial community structure
was dominated by members of the Group 3 of Nitrosospira in all the treatments. The results showed that the long-term
urea fertilization in a typical Argiudol was a substrate source and not a limiting factor for the nitrifying bacteria. The fertilization
effect was more evident in the sampling date before corn sowing.

Key words. Nitrogen fertilization, Soil chemical properties, Community of ammonia-oxidizing bacteria, Denaturant gradient
gel electrophoresis (DGGE).
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INTRODUCCION

La nitrificacion es el proceso final de la mineralizacién
delamateriaorganica nitrogenada (Orozco 1999, citadoen
Miller Gallego, 2012) donde ocurre la oxidacién bioldgica
delamoniaco (NH,)anitrato (NO,). Lasbacterias oxidantes
de amoniaco (BOA), o nitritantes son microorganismos
quimioautdtrofos que utilizan la oxidacién de amoniaco
(NH,) anitrito (NO,") como fuente de energfa, jugando un
rol fundamental en el ciclo del nitrégeno (N) en suelos. La
nitrificacion genera el sustrato paralos procesos de pérdidas
de N por lavado de NO "y desnitrificacién (Kowalchuk &
Stephen, 2001) pudiendo tener efectos negativos para el
medio ambiente por ocasionar la contaminacién del agua
subterraneaolageneracién de gases de efectoinvernadero.

Las BOA conforman un grupo funcional utilizado fre-
cuentemente como modelo en ecologia microbiana para
estudiarelimpactode lasactividades antrépicas sobre los
microorganismos del suelo (Noe & Abril, 2015; Enwall et
al, 2007; Kowalchuk & Stephen, 2001). Sibien las arqueas
oxidantes de amoniaco (AOA) son también capaces de
llevara cabolaoxidacién delNH,, se consideraque las BOA
demuestran unamayor respuesta a practicas de fertiliza-
cién nitrogenadaen estudios alargo plazo conrespectoa
las AOA (Shen et al,, 2008; Ai et al., 2013).

Para caracterizarlaestructurade lacomunidad de bac-
terias nitritantes, los métodos moleculares, y en particular,
el andlisis por electroforesis en gel de gradiente desna-
turalizante, eninglés DGGE, hasido ampliamente utilizado
en diferentes estudios, incluyendo suelos con manejo de
fertilizacion (Ai et al, 2013; Enwall et al, 2007; Nicolaisen
& Ramsing, 2002).

Lafertilizacién esmundialmente utilizada paraaumen-
tarelrendimientodelos cultivos, afectando las propiedades
bioquimicas y bioldgicas del mismo (Ai et al, 2013). En
particular, elusodefertilizantes nitrogenados puede influen-
ciar enormemente la disponibilidad de Ny el pH del suelo
(Ciarlo & Palma, 2011). Lamagnitud del efecto acidificante
por fertilizacién nitrogenada a largo plazo dependerd de
factorescomoelmanejodefertilizacién, tipodesueloy clima
(Chien et al, 2008).

Ensuelos Argiudoles de laregiéon Pampeana el elevado
contenido de materia organicadelsuelo (MOS),entre 2y
4%y lasaturacién de bases en elcomplejo, superioral 50%,
permitirian atenuar el efecto acidificante de la aplicacion
de fertilizantes nitrogenados debido a su capacidad buffer
(Iturri et al, 2010; Gonzalez et al,, 2011). En la zona este
delaprovinciade Cérdoba perteneciente alaregién Pam-
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peana Ondulada domina la actividad agricolay el manejo
defertilizacion depende de muchos factores, siendo el eco-
némico en términos de produccién, elmasimportante (La-
vado, 2010).

Esbiensabido que, los diferentes sistemas de labranza,
la fertilizacién mineral y los rastrojos de cultivos afectan
alacomunidad de BOA (Yu et al, 2010). Numerosos es-
tudiosacampo endiferentes suelos han estudiado el efec-
todelaaplicacién prolongada de fertilizantes nitrogena-
dossobre lacomunidad delasBOAy su estructura. Elefecto
delaaplicacién defertilizantes nitrogenados sobre el pH
edaficoesdeterminante, debidoalaimplicanciade estava-
riable ambiental sobre lacomunidad de BOA (Enwall et al,,
2007; Ward, 2008; Nicol et al., 2008)

Shen et al.(2008); Yu et al.(2010) y Ai et al. (2013) ob-
servaron que en suelos de textura fina acidos o moderada-
mente 4cidos y de textura gruesa alcalinos, el uso de urea
afectd positivamente alasBOA aumentandolaabundancia
ydiversidad con cambiosen laestructura de lacomunidad.
Mientras que, cuando se aplicd sulfato de amonio en suelos
ligeramente acidos, los efectos sobre dichacomunidad fue-
ron negativos (He et al, 2007; Enwall et al,, 2007).

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, nose han
reportado trabajos que caractericen a la comunidad de
bacterias nitritantes en suelos con buena capacidad buffer
como los Argiudoles de lazona en estudio fertilizados con
urea a largo plazo.

Elobjetivo de este trabajo fue caracterizarlacomunidad
de bacterias oxidantes del amonfaco en un ensayo de larga
duracién, teniendo en cuenta los efectos del manejo de fer-
tilizacién sobre las propiedades quimicas delsueloy rastrojos.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del ensayoy disefio experimental

El trabajo se realizé en un ensayo establecido en 1993 en la
Estacién Experimental AgropecuariaINTA Marcos Judrez (32° 41’
de latitud Sury a 62° 7' longitud Oeste) ubicado sobre un suelo
clasificado como un Argiudol tipico de textura franco-limoso, con
un 3,26% de materia organica (MO) y N total de 1,8 g kg de
suelo. ElpH esde 6,4 clasificado comoligeramente &cido (Gonzalez
et al, 2011); la CIC 19,3 cmol_kg'y una saturacién de bases de
91% (INTA, 1978). La secuencia de cultivos usada en la rotacion
esmaiz-trigo/sojade segunda-sojade primerabajo siembradirecta
continua. El disefio consistié en bloques completos aleatorizados
con tres repeticiones. Los tratamientos fueron: Control, sin apli-
cacion de urea (A); con 90 (B) y 165 (C) kg ha™' de N como urea
por afio. Ademds se considerd una pastura natural como situa-
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cién de referencia (SR). Se realizaron dos muestreos: previo a
la siembra de maiz (con rastrojo de soja1™en superficie) el 18/
10/2010y en postcosecha (conrastrojo de maiz) el 27/06/2011.

Recoleccidony acondicionamiento de las muestras

Las muestras de suelo fueron recolectadas de 0-10 cm de
profundidad con barreno 2,5 cm de didmetro tomando 30 sub-
muestras por parcela conformando una muestra compuesta.
Conjuntamente se recolectaron rastrojos con aro de 21 cm de
didmetro juntando 6 submuestras por parcela para una mues-
tra compuesta.

Las muestras de suelo hiimedas fueron conservadas a 4 °C
hasta su procesamiento con tamiz de 2 mm. Las determinaciones
de abundancia de BOA, actividad o potencial de nitrificacién de
suelo (PNS), contenido de N-NO," (N de nitrato) y N-NH,* (N
de amoniaco) fueron realizadas en hiumedo, mientras que, las
determinaciones de MOS, pH, carbono (C) y N de la materia or-
ganica particulada (N-MOP) e incubacién anaerdbica se reali-
zaron con muestra seca. Ademds, se determind el contenido de
humedad gravimétrica utilizando la densidad aparente de los pri-
meros 10 cm de suelo. La extraccion de ADN gendmico se realizd
a partir de suelo himedo conservado a -20 °Cy las extracciones
fueron posteriormente almacenadas a la misma temperatura.

Las muestras de rastrojo fueron secadas en estufa a 60 °C
por 48 h, pesadas, molidas y almacenadas hasta las determi-
naciones de Cy N.

Determinaciones quimicas

El contenido de Cy N de los rastrojos se cuantificé me-
diante el método de Combustién en seco (Merry & Spouncer,
1998) con analizador LECO TrusPec CN.

El contenido de MO del suelo (MOS) se estimd a partir del
porcentaje de C organico (CO) (Gasparoni, 2008) mediante el
método titulométrico (Walkley & Black (1934). Parala determi-
nacion de la MOP, se realiz6 el fraccionamiento por tamario de
particulas con tamiz de 106 pm seglin Cambardella & Elliott
(1992). Se determind el contenido de Cy N de laMOP siguiendo
el mismo procedimiento que para rastrojos.

Las mediciones de pH se realizaron de acuerdo a una re-
lacién suelo-agua de 1: 2,5 (IRAM, 29410. 1999). El contenido
de N-NO; se determiné mediante el método del acido Fenol-
disulfénico (Bremner, 1965) y el de N-NH,* por microdestilacion
directa por arrastre de vapor (Keeney, 1982).

Determinaciones microbioldgicas

EL N potencialmente mineralizable del suelo proviene
principalmente de la fraccién de MOP (Frabrizzi et al, 2003) y
su estimacion se realizé a través del método de Incubacion
anaerdbica de suelo (Echeverria et al,, 2000). Dicho método
propuesto por Gianello & Bremner (1986), llamado N anaerdbico

(Nan) consiste en la determinacion de NH,* producido luego de
unaincubacion de suelo durante siete dias a 40 °C en anaerobio-
sis.La cantidad de NH,*se cuantificé por microdestilacién porarras-
tre de vapor (Keeney, 1982).

La abundancia de las BOA se estimd a través del método
derecuento del nimero méas probable (NMP) (Alexander, 1965)
enmedioliquidoselectivo con (NH,),SO,y CaCO, (Frioni, 2006).
Los medios fueron incubados durante 28 dias a 29°C. La acti-
vidad enzimética se determind a través del potencial de nitri-
ficacion de suelo (PNS) por el método Shaken Soil Slurry segtin
(Drury et al, 2008). El contenido de NO_ generado en interva-
losdetiempoalas0,2,6, 12,22y 24 hse cuantificd conelmétodo
del acido Fenoldisulfénico. La tasa de nitrificacion fue determi-
nada por regresion lineal de las concentraciones de N-NO,"en
el tiempo (h) y la pendiente fue utilizada para determinar el
PNS por dia (d).

Amplificacién porreaccién encadenadela
polimerasa (PCR) y electroforesis

La extraccion de ADN se realizé a partir de 0,5 g de suelo
con kit Fast DNA SPIN para suelo (MP Biomedicals). La calidad
del ADN extraido se verificé mediante electroforesis en aga-
rosa al 1% y la concentracién mediante mediciones de absor-
bancia a 260 nm. Para la amplificacién especifica del gen 16S
ARNr de las BOA se realizé una nested-PCR (Zhang et al,, 2010a
citado en Ai et al, 2013). En la primera amplificacién se utili-
zaron primers especificos para las BOA, CTO F189 y R654 que
amplifican una regién de 465 pb (Kowalchuck et al, 1997). EL
producto generado fue utilizado como templado para la se-
gunda amplificacién con los primers F341-GC y R534 (Muyzer
et al, 1993). Las condiciones de amplificacién fueron segin
(Muyzer etal, 1993). Todos los productos PCR fueron chequeados
en agarosa al 1% para verificar su tamafio y calidad. Posterior-
mente, los amplicones fueron separados por DGGE. Se prepa-
raron geles de poliacrilamida al 8% conteniendo un gradiente
lineal desnaturalizante de 35 a 60% (donde el 100% de des-
naturalizante contiene urea 7M y formamida 40% v/v). Luego
se sembraron 38 L del producto de PCR por calle. Las condi-
ciones de electroforesis fueron a 60 V durante 16 ha 60 °C. Los
geles fueron tefidos con GelRed en TAE 1X durante 30 miny
visualizados bajo luz UV. Los perfiles DGGE fueron digitalizados
y analizados con el software Gel Compare Il (Applied Maths).
La posicién y la intensidad de las bandas fueron utilizadas para
el calculo de diversidad de las muestras (mediante el indice de
Shannon-Weaver (H')) y anlisis de conglomerados (AC).

Secuenciaciony andlisis filogenético

Las bandas més destacables en cuanto a la aparicién e
intensidad en los tratamientos en el DGGE, fueron aisladas,
reamplificadas y sus productos fueron secuenciados. Las se-
cuencias fueron comparadas con las existentes en la GenBank
database del National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) usando el algoritmo BLAST. A partir del alineamiento
se construyd un arbol filogenético con el método de Maxima
Verosimilitud y el modelo de sustitucién Kimura 2 (Kimura et
al, 1980) del software Mega (Tamura et al, 2013). La evalua-
cién estadistica de la topologia obtenida se realizé mediante
un analisis de bootstrap (100 réplicas).

Analisis estadisticodelos datos

Para el analisis estadistico de los datos quimicos y biold-
gicos se utilizé el programa INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2014).
Se aplicé un Modelo Lineal Mixto, tomando como efecto fijo
los tratamientos de fertilizacion y como efectos aleatorios, las
épocas de muestreo y repeticiones de campo. Cuando exis-
tieron diferencias significativas en las variables medidas se rea-
lizd la prueba de comparacién de medias mediante LSD Fisher
con significancias del 5%. Las correlaciones entre las variables
quimicas y bioldgicas se obtuvieron mediante el Indice de
Pearson. Para garantizar la independencia de los datos, las co-
rrelaciones fueron realizadas en cada muestreo por separado.
Se informan sélo aquellas consistentes en ambas fechas y
estadisticamente significativas. Ademas, el andlisis de corre-
lacién de Pearson también fue aplicado para estudiar la rela-
cién entre el pH y las bandas estudiadas. La SR no se incluyd en
los andlisis estadisticos.

RESULTADOS

Propiedades quimicas de losrastrojosy suelo

La fertilizacién prolongada con urea incrementé
significativamente (P<0,05) la cantidad de rastrojosy de

MOS. Nosedetectarondiferencias (P>0,05) enla cantidad
de MOP (Tabla 1). El contenido de Nan disminuy6 a me-
didaqueseincrementd lacantidad de ureaaplicada, siendo
significativas sélo las diferencias entre el control y la dosis
mayor (P<0,05). El pH del suelo también disminuyé en
respuestaal agregado de fertilizante, presentando diferen-
ciassignificativas entre dosis (P<0,05) (Tabla 1). Los con-
tenidos de N-NH,* y N-NO,"del suelo también fueron
afectados (P<0,05); el N-NH,*fue 22% mayor en B con
respectoal A, mientras que Cno se diferencié de Ay B. El
contenidode N-NO"_aumentéun 27% en C conrespecto
al tratamiento A, el que a su vez no se diferencid signifi-
cativamente de B (Tabla 1).

Abundancia, diversidad de
la comunidad de las BOA
yactividad potencial

Laabundanciade BOA fue afectadasignificativamente
(P<0,05) porla aplicacién de urea, aunque no hubo dife-
rencias entre dosis. ELl NMP de BOA incrementd un 12%
en el tratamiento By un 10% en tratamiento C con res-
pectoal control A (Tabla 2). También la diversidad de BOA
fue significativamente mayor (P<0,05) en los fertilizados.
No obstante, el analisis del PNS indica una tendencia
decreciente con la dosis de urea que noresultd significa-
tiva (P>0,05) (Tabla 2).

Tabla 1. Cantidad y calidad de rastrojos de cosecha; MOP (Materia Orgénica Particulada); MOS (Materia Orgénica de Suelo); Nan (Nitrégeno anaerdbico);
acidez del suelo (pH); N-NO,; N-NH,* en los tratamientos: A (Sin N); B (90 kg N ha') y C (165 kg N ha). SR: Situacion de Referencia. Dichos valores
fueron estimados por Modelo Lineal Mixto considerando a los muestreos como un factor aleatorio.

Table 1. Quantity and quality of crop residues; MOP (Particulate Organic Matter); MOS (Soil Organic Matter); Nan

(anaerabic nitrogen); soil acidity (pH); N-NO,” and N-NH,* under treatments: A (without N); B (90 kg N ha*) and C (165 kg N ha™). SR: Reference soil.
These values were estimated by linear mixed model considering the sampling as a random factor.

Rastrojos MOP MOT Nan pH N-NO5 N-NH,"

Cant. C N Cant. C N 1 (mg N- 1 ml

TRAT. (Mg ha'") CIN (Mg ha™) C/N | (Mgha™) NH, kg™ - (mgkg™) (mgkg™)
A 5,97b 1,70b 0,05b 39,2| 9,62 1.96 0,13 14,6 | 34,08b 53,98a 5,83a 11,48b 2,35b
B 8,06a 2,65a 0,08a 37,7| 10,56 2,21 0,15 14,5 | 36,44a 51,24ab 5,43b 12,59b 3,02a

Cc 8,30a 2,94a 0,08a 39,0 9,51 2,06 0,14 14,2 36,46a 46,55b 5,16¢ 15,85a 2,68ab
P valor | 0,006 0,004 0,003 NS NS NS NS NS 0,030 0,029 <0,0001 0,002 0,048
SR 7,31 2,12 0,12 17,9 17,97 4,09 0,28 14,9 48,36 128,94 6,13 12,02 15,32

Letras distintas indican diferencias significativas (P< 0,05) segln LSD de Fisher.

Letters refer to significant differences (P < 0,05) by Fisher LSD.
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Tabla 2. Valores de abundancia y diversidad (H’) de BOA y potencial de
nitrificacion de suelo (PNS) con el error estandar en los diferentes trata-
mientos de fertilizacion y SR (Situacion de Referencia).

Table 2. Abundance and diversity values (H') of BOA and Soil Nitrification
Potential (PNS) and standard error in different fertilization treatments and
SR (Soil of Reference).

Abundancia | PNS [ H’

TRAT. | (logion° bact g™') (mg N-NOs kg™d)

A 2,65+0,09b 7,64 +1,56 2,74+£0,05b
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+0,04a
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) segtin LSD de Fisher.
Letters refer to significant differences (P < 0,05) by Fisher LSD.

Correlaciones entre las propiedades quimicas
y las BOA

El andlisis del coeficiente de correlacién de Pearson
mostro la existencia de correlaciones positivas y significa-
tivas entre H' y el N de la MOP en ambos muestreos;
detectandose una correlacién con un R?=0,75; P= 0,02
en presiembra y un R?=0,89; P= 0,001 en postcosecha.

Estructura de lacomunidad de lasBOA

La estructura de la comunidad fue caracterizada por
DGGE.Elandlisis se realizé por separado paracadamuestreo
ya que las muestras correspondientes fueron corridas en

sendosgeles. Los perfiles de bandavariaron entre tratamien-
tos en ambos muestreos. En presiembra (Fig. 1a), la ferti-
lizacién provocd unaumento enlariquezay cambiosenla
intensidad de las bandas del DGGE. Las bandas 2, 10y 11
fueron exclusivas de los tratamientos con fertilizacién;
mientras que dos bandas (8 y 14) fueron propias del control.
Adicionalmente, se detectarondiferenciasen laintensidad
de algunas bandas entre el control y los tratamientos. Las
bandas 3,4, 12y 16 fueron masintensasen By C, mientras
que las bandas 7 y 19 presentaron un comportamiento
opuesto. El test de Pearsonreveld correlaciones negativas
entre la abundancia de las bandas 2 y 16 con el pH (R?= -
0,81; P= 0,004; R?= -0,76; P= 0,001, respectivamente);
mientras que con la banda 19 la correlacién con el pH fue
positiva (R?=0,91;P=0,0001) indicando que amedidaque
disminuye el pH también lo hace esta poblacién de BOA.

En postcosecha, se detecté menor variacién en los per-
filesentre los tratamientos evaluados (Fig. 2a) mostrando
que lacomposicién de lacomunidad de BOA fue muy simi-
lar. Los resultados son confirmados por los dendrogramas
de similitud del AC (Figs. 1by 2b). En presiembra el trata-
miento A se separé de By Caun 85,1% de similitud. A su
vezdentrode losfertilizadoshubodiscriminacién entre dosis
defertilizacién. Por otra parte, en postcosecha, la estruc-
tura de las BOA presenté mayor similitud (93,5%) entre
los patrones con respecto a presiembra, sinembargo, lava-
riacién estructural se mantuvo, mostrando la separacién
de By C con respecto al tratamiento A.

Las bandas 6, 7, 12, 14, 15, 16 y 19 fueron seleccio-
nadas del DGGE (Fig. 1a) y secuenciadas para determinar

Tabla 3. Bandas de BOA recortadas del DGGE, secuencias conocidas de mayor similitud en el Gen Bank, porcentaje de similitud y origen de las mismas.
Table 3. AOB DGGE bands with closest matches in Gen Bank percentages of similarity, and sources of origin.

% Similitud
Banda Coincidencia mas cercana (n°pb similar/pb Origen
totales)
6 (C‘)Jl)czqéj:: EIE;1l;roteobacterla oxidante de amoniaco no cultivable 96 (184/191) Estanques de
- - - - agua dulce de
Clon de B Proteobacteria oxidante de amoniaco no cultivable ) . .
7 (JX184233) 96 (183/190) historia minera

Nitrosospira tenuis cepa Nv1(104816)

96 (182/190)

Suelo

12 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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Figura 1. DGGE de BOA correspondiente al primer muestreo (presiembra de maiz) para los diferentes tratamientos de fertilizacion A: Sin N; By C:
con 90y 165 kg N ha respectivamente y SR: Situacién de Referencia (a); y Dendrograma de similitud (UPGMA y Coef. Correlacion Pearson, expresado
en porcentaje) (b). Las lineas blancas sefialan las bandas secuenciadas y las fechas negras aquellas que correlacionan con el pH. Los nimeros romanos
representan las tres repeticiones de campo para cada tratamiento.

Figure 1. DGGE of BOA for the first sampling (prior to sowing of corn) with different fertilization treatments A: without N.; B and C: 90 and 165 kg N
ha -'respectively and SR: Reference soil (a); and Dendrogram similarity (UPGMA and Correlation Coefficient of Pearson, expressed in percentage) (b).
The white lines indicate the bands sequenced and black arrows indicate bands correlating with pH. Roman numerals denote the three field replicates
for each treatment.
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Figura 2. DGGE de BOA correspondiente al segundo muestreo (postcosecha de maiz) para los diferentes tratamientos de fertilizacion A: Sin N; B y
C:con 90y 165 kg N ha'! respectivamente y SR: Situacion de Referencia (a); y Dendrograma de similitud (UPGMA y Coef. Correlacién Pearson, expresado
en porcentaje) (b). Los nlimeros romanos representan las tres repeticiones de campo para cada tratamiento.

Figure 2. DGGE of BOA for the second sampling (after harvesting of corn) in different fertilization treatments A: without N.; B and C: 90 and 165 kg
N ha? respectively and SR: Reference soil (a); and Dendrogram similarity (UPGMA and Correlation Coefficient of Pearson, expressed in percentage)
(b). Roman numerals denote the three field replicates for each treatment.
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suidentidadyrelaciones filogenéticas. Elanalisis reveld que
dichas secuencias presentaron elevados porcentajes de
identidad con cepas de las especies Nitrosospira tenuis,
Nitrosospira multiformismientras que dos fueron afines
asecuencias de clones de [ Proteobacterias oxidantes del
amoniaco no cultivables (Tabla 3). Los perfiles DGGE es-
tuvieron dominados por miembros del género Nitro-
sospirasiendo lamayoria clasificadas como miembros del
Grupo 3 de Nitrosospira(Fig. 3). No se detectaron afilia-
ciones filogenéticas con el género Nitrosomonas.

DISCUSION

Laaplicacionde ureaalargo plazoenunsuelo Argiudol
tipicoincrementd laabundanciay diversidad de las BOA
enrelacién altratamientosin fertilizar, demostrando que
el N aportado es un factor preponderante como sustrato
frente a la acidificacién causada por la fertilizacion.

ElpH disminuyd en los tratamientos con ureaen for-
masimilaraloinformado en otros trabajos (Fabrizzi et al.,
1998; Divito et al, 2011; Wyngaard et al,, 2012). Sin
embargo, laabundancia, diversidad de lasBOAy el poten-
cialde nitrificacion del suelo no fueron afectados negati-
vamente por laacidificacién del suelo. Esto concuerda con
datosbibliograficos de suelosligeramente dcidosy alcalinos
donde se observé mayor abundancia (Biederbeck et al.,
1995; Chu et al, 2008; Shen et al,, 2008) o unincremento
en ladiversidad de BOA (Chu et al, 2007; Yu et al,, 2010;
Ai et al, 2013) al aplicar urea a largo plazo a pesar de la
disminucién en el pH edafico.

Segn Frioni (2006) el proceso de nitrificacién se ve
favorecido debido alelevado aporte de N por fertilizacién
nitrogenada. En este estudio, elincremento de N aportado
quedé demostrado por el mayor contenido de N-NH,*
detectadoen las parcelas con aplicacién de urea. ELmismo
resultado fue observado por Chen etal. (2011)y Yu et al.
(2010) en ensayos de larga duracién. El aumento N mi-
neralencontrado en los tratamientos fertilizados, podria
derivartanto delaporte del fertilizante, como asi también
delmayor aporte por mineralizacién de los rastrojos, pro-
ductodelincremento en elrendimiento agricolaasociado
alafertilizacion (Diovisalvi et al, 2008). Segun Nieder et
al. (2010), ademas de los fertilizantes, los rastrojos de
cultivosy MOS afectan la concentraciénde N-NH,*en la
solucién del suelo.

En coincidencia con estudios previos en ensayos con
fertilizacién nitrogenadaalargo plazo (Divito et al, 2011;

Gregorutti et al, 2014), los tratamientos con urea gene-
raronunadisminuciénsignificativadel Nan, querepresenta
unamedidadelN potencialmente mineralizable (Echeverria
et al, 2000; Fabrizzi et al, 2003). Este efecto se atribuye
aunaumentoenlavelocidad de mineralizacién de laMOP
como consecuenciade laaplicaciénde N (Galantini et al,,
2008).Nose detectd relacién entre el N potencialmente
mineralizable y las BOA, pero sise observaron correlacio-
nes positivasy significativas entre ladiversidad de BOA con
elNdelaMOP,indicando que posiblemente a partir de su
mineralizacién por microorganismos heterétrofos, actua-
ria favoreciendo ala comunidad nitrificante.

La concentracién de N-NO, aumentd en los trata-
mientos con urea al igual que en otros trabajos de ferti-
lizacion nitrogenada a largo plazo (He et al, 2007; Chu et
al, 2007; Shen et al, 2008; Yu et al, 2010), pero la ac-
tividad nitrificante potencial no fue afectada. Resultados
similares fueron publicados por Yu et al. (2010) al com-
pararsuelos fertilizados con ureay un control sin fertilizar
en ensayos de larga duracién.

Apesar de no haberse detectado cambios significati-
vosenelPNS, este mostré unatendencia decreciente que
podria estarrelacionada con ladisminucién del pH. La aci-
dificacidon del suelono afectd en forma negativa laabun-
danciaydiversidad, peroes posible que haya generado una
seleccién de especies tolerantes o acidofilicas. Ha sido de-
mostrado que las especies de BOA capaces de crecer en
condiciones &cidas poseen una ureasaintracelular que les
permite tomar urea directamente delmedio, superando de
estamanera elinconveniente de la protonacién del amo-
niacoa pH bajos (Burton & Prosser, 2001; Pomme-rening-
Roser & Koops, 2005). Esta capacidad les permite competir
exitosamente en suambiente, sinembargo, es posible que
tenganunamenorvelocidad de oxidacién dandolugaraun
menor potencial de nitrificacién en condiciones in vitro.
Las correlaciones observadas entre algunas poblaciones de
BOAYy el pH reflejarian suadaptacién o la falta de compe-
titividad frente alaacidez delsuelo. En formasimilar, lase-
lecciondedistintoslinajesde BOAalolargode ungradiente
de pH fue observadaanteriormente por Nicol et al. (2008),
y podria explicarse de acuerdo a Pommerening-Roser &
Koops (2005) por los diferentes pHs 6ptimos para el trans-
porte de urea de las distintas poblaciones.

Lasensibilidad de lacomunidad delasBOAfrenteala
aplicacién de urea fue demostrada por los dendrogramas
de similitud. Dicho andlisis revelé que la estructura de la
comunidad de las BOA fue afectada porla fertilizaciénen
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Figura 3. Arbol filogenético de las secuencias parciales del ADNr 16S de 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.

Figure 3. Phylogenetic tree of partial AOB 16S rDNA sequences of DGGE selected bands in relation to 16S rDNA sequences of the closest uncultured
and cultured relatives from genbank. Band sequences from this study are labeled in bold. The scale bar indicates % nucleotide substitutions. Bootstrap

values are reported at the nodes.
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diferente magnitud de acuerdo alaépocade muestreo. En
presiembra, en los tratamientos fertilizados se observé un
patrén de bandas més diverso con respecto al control,
mientras que en postcosecha las diferencias fueron me-
nores. Otros trabajos obtuvieron resultados similaresalos
observados en presiembra, donde la fertilizacién con urea
alargoplazoaumentdnosdlo laintensidad de bandas con
respecto al testigo sino que ademasincrementd elnimero
de bandas o riqueza en el perfil DGGE (Shen et al,, 2008;
Yu et al, 2010; Ai et al, 2013). A su vez en presiembra se
observa unaseparacién especificaa nivel de dosis, mien-
tras que en postcosecha la misma no es evidente. Estas
diferencias entre muestreos, podrian ser explicadas por la
disponibilidad diferencialde N. En presiembralas condicio-
nes de mayor mineralizacién de N determinadas por el
rastrojo de soja estimularian cambios més evidentesenla
composicion de BOA; mientras que en postcosechalapre-
sencia de rastrojo de maiz favorecid lainmovilizacién de
N, lo cual estd asociado al cese de laactividad microbiana
(Ernst, 2002). A su vez, Wright et al. (2005) observaron
una fuerteinfluencia de especies de plantasy residuos de
cosecha sobre la diversidad microbiana del suelo. Si bien
el disefio de los muestreos en el presente trabajo no per-
mite asegurarlo, seriainteresante determinar si estas di-
ferencias se deben a los rastrojos presentes en superficie
o afactores climaticos o estacionales, ya que hasido de-
mostrado en distintos ambientes que las BOA presentan
un comportamiento estacional (Taylor et al, 2012; Bouskill
et al, 2011).

Las poblaciones dominantes se afiliaron filogenética-
mente al Grupo 3 de Nitrosospiracominmente detectado
enambientes terrestres principalmente en suelos agrico-
las (Kowalchuck & Stephen, 2001). Ladeteccién del géne-
ro Nitrosospiray la ausencia de Nitrosomonases consis-
tente con otras investigaciones (Kowalchuck et al,, 1997;
Chuetal,2007;Yu etal,2010) que sefialan ladominan-
ciade Nitrosospiraensuelos. Més alld de que algunos tra-
bajoshanencontrado que laaplicacién de fertilizantes ni-
trogenadosalargo plazo promueve ladominanciadel Grupo
3de Nitrosospira(He etal, 2007;Yu etal, 2010),en este
estudio las poblaciones afiliadas al Grupo 3 fueron detec-
tadastambiénenelcontrolsinaplicaciénde N.De acuerdo
conloobservado por Chu etal. (2007) en tratamientos con
ysinaplicacién deureaalargo plazo,y por Avrahami et al.
(2003) dicho grupo no necesariamente es dominante en
condiciones de elevada concentracién de amonio y fue

encontrado tanto en suelos fertilizados como en contro-
les sin aplicacién de N.

La elevada versatilidad de las BOA pertenecientes al
Grupo 3 (Avrahami et al,, 2003) se ve reflejada en su ubi-
cuidadendistintos tipos de suelos (Fierer et al. 2009 citado
en Glaser et al, 2010). La presencia de poblaciones con
elevada similitud a clones de Nitrosospirano cultivables
obtenidos de estanques mineros (Sow et al., 2014), esta-
riarelacionada con esta caracteristica general de las BOA
(Hiorns et al, 1995; Kowalchuck & Stephen, 2001).

Nuestros resultados demuestran que el manejo de
fertilizacién con urea a largo plazo en un suelo Argiudol
tipico de la Argentina no produjo efectos negativos sobre
la comunidad de BOA, las que a su vez respondieron con
cambios en la abundancia y estructura demostrando su
sensibilidad almanejo agricola.

CONCLUSIONES

Lafertilizacién nitrogenada prolongada con urea au-
mentd el aporte derastrojosy MOS, pero no generé cam-
biosenlamateriaorgénica particulada. No obstante, a partir
de lamineralizacién, el N de dicha fraccién podria actuar
como sustrato para los microorganismos nitrificantes del
suelo. Ladisminucién del pH edéfico, no afectd negativa-
mente a lacomunidad de nitritantes. La urea representé
unafuentedesustratoapartirdelaporte de N,aumentan-
dolaabundanciay diversidad de las BOA. La actividad ni-
trificante potencial noreflejé estos cambios, sin embargo,
el contenidode nitrato fue mayor en los tratamientos con
aplicacion. Laestructura de lacomunidad de BOA mostré
cambios enrespuestaallafertilizacion y estuvo dominada
por miembros del Grupo 3 de Nitrosospira.
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