Aporte de la fijacion biologica de nitrégeno a la emision de N,O
desde el suelo con cultivo de soja
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Introduccion

El 6xido nitroso (N,0) es el principal gas de efecto
invernadero (GEl) emitido desde el sector agricola y
posee un poder de calentamiento global 310 veces mayor
al del CO, para un marco de periodo de 100 afios (IPCC,
2006). La produccion bioldgica del N,O en el suelo se
genera por dos vias: la nitrificacién y la desnitrificacion.
Ambos procesos microbianos se encuentran afectados
por la disponibilidad de nitrégeno (N), la temperatura, el
contenido hidrico y la concentracion de oxigeno (O,) en el
suelo, entre otros factores (Jensen et al., 2012).

La soja (Glycine max L. Merrill.) es el principal cultivo de
la Argentina, con una superficie sembrada que supera
las 18 millones de hectareas y una produccién de 48.8
millones de toneladas para la campafia 2010/11 (INDEC,
2014). Actualmente, la emision de un GEI como el N,O,
presenta elevada relevancia politico-econédmica para
nuestro pais. Dado que Argentina es un pais productor
y exportador de commodities y biodiesel de soja, las
medidas impuestas sobre este cultivo por la Unidn
Europea y sus estados miembros afectan la importacién
y comercializacion del cultivo de soja desde paises como
el nuestro. Esto ocurre, mediante las Directivas 2009/30/
CE y 98/70/CE del Parlamento Europeo y del Consejo,
a partir de las cuales se introduce un mecanismo para
controlar y reducir las emisiones de GEI, que incluyen la
cuantificacion de la emision de N,O a partir del cultivo de
soja (European Commission, 2013).

Por otra parte, a diferencia de los cultivos no leguminosos,
en los cuales el aporte de fertilizantes nitrogenados
es una fuente importante de emision de N,O, en los
leguminosos como la soja se considera que la emisién
proviene principalmente de la descomposicién de sus
residuos, del proceso de rizodeposicion y del proceso de
fijacion bioldgica de nitrédgeno (FBN) (Jensen, 1996). Este
ultimo proceso era considerado hasta hace poco un factor
de emision de N,O (IPCC, 1996), pero el mismo IPCC lo
ha excluido de sus directrices de inventario a partir de
las normas IPCC (2006). Ello se debid a que se consideré
gue no habia evidencia cientifica suficiente para incluir
a la FBN como fuente de N,O (Rochette y Janzen, 2005;
Yang y Cai, 2005). Sin embargo, Cosentino et al. (2013)
observaron, en un ensayo realizado a campo, tasas de
emision de N,O desde el cultivo de soja en el estadio
cercano a floracién que no pudieron ser explicadas por
las principales variables reguladoras de la emision de N,O
(concentracion de NO,, porcentaje del espacio poroso
lleno de agua y temperatura). Este resultado generod la
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necesidad de buscar las causas de este incremento en la
emision de N,O durante este estadio del cultivo.

El proceso de FBN puede participar en la emision de N,O
desde la zona cercana a la raiz, dado a que aumenta el
contenido de N en el suelo que queda disponible y puede
ser liberado a la atmdsfera como N,O (Snyder et al,,
2009). El proceso de FBN comienza aproximadamente
30 dias después de la siembra, aumenta hasta alcanzar
su maximo aporte durante el periodo reproductivo y cae
durante el llenado de grano (Zapata et al., 1987). Sey et
al. (2010) observaron que el 78% de las emisiones de N,O
emitidas durante el ciclo de vida del cultivo de soja ocurre
durante la etapa de crecimiento vegetativo.

En la actualidad se continua discutiendo si el proceso de
FBN aumenta o no la emision de N,O desde la rizosfera
de los cultivos leguminosos (Rochette y Janzen, 2005;
Jantalia et al., 2008; Jensen et al., 2012). M4as aun, existe
controversia acerca del grado de verosimilitud de la
emision de N,O desde cultivos leguminosos, calculadas
usando los factores de emisidon por defecto del IPCC
(IPCC, 1996, 2001). Es por ello que es relevante saber en
qué medida esta metodologia sobrestima o subestima
los valores de emision de N,O. El objetivo del presente
trabajo fue analizar comparativamente la emision de N,O
desde cultivos de soja con y sin FBN, para dar respuesta al
interrogante planteado porresultados previos observados
por Cosentino et al. (2013), quienes observaron alta
emision de N,O desde el suelo con cultivo de soja, en el
estadio cercano a la floracién.

Materiales y métodos

Sitio experimental y muestreo

Se trabajé en el campo experimental del INTA Castelar,
provincia de Buenos Aires, Argentina (34° 36" 49" S, 58°
39’ 31” 0) en cultivos de soja sembrados en un suelo
Argiudol Vértico de la Serie Hurlingham. El suelo de
estudio esta compuesto por un horizonte A de 19 cm
de profundidad, el cual presenta estructura en bloques
subangulares, gruesos, débiles que se deshacen bajo
leve presion en agregados granulares finos, porosos. La
textura superficial del suelo es franco arcillo limosa (30%
arcilla, 49% de limo y 21% de arena), con un porcentaje
de carbono orgdnico de 2.29% en el horizonte A, seguido
de un horizonte BA que va desde los 19 a los 30 cm, un
horizonte Bt1 entre los 30 y 60, seguido de un Bt2 entre
los 60y los 90 cm, un horizonte BC que se extiende desde
los 90 hasta los 125 cm y finalmente un horizonte Ck
entre los 125 y los 145 c¢cm (Castiglioni et al., 2005).
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Se realizd un disefio completamente aleatorizado con tres
repeticiones, cuyos tratamientos fueron dos variedades
de soja genéticamente modificadas (tratamientos):
variedad nodulante (LAE 0176403) y variedad no
nodulante (LAE 0176402). La siembra se realizd el 27 de
octubre de 2011, con una densidad aproximada de 40
plantas m?, y se regd al momento de la siembra para
homogeneizar la emergencia de las plantulas. En los casos
en que fue necesario, el cultivo fue regado y se realizaron
las practicas de manejo necesarias para evitar la pérdida
total o parcial del cultivo por adversidades fitosanitarias.
Con el fin de evitar el aporte de la emision de N,O por
la descomposicidn, tanto de la parte aérea como de las
raices, el ensayo se finalizo antes del estadio de madurez
fisiologica (R.) ya que esta etapa suele estar acompafiada
de la caida de las hojas.

Para la determinacion de emisones de N, O, se trabajo con
camaras cerradas, no ventiladas rectangulares de 0.13 m?
de drea y 0.13 m de altura. De acuerdo con los criterios
de Rochette y Eriksen-Hamel (2008), las camaras estan
formadas por dos partes: i) una base de hierro, la cual fue
anclada al suelo 24 h antes de realizar la colecta del gas
y con una insercién al suelo mayor a 5 cm, y ii) una parte
plastica (la cdmara propiamente dicha) que se coloca al
momento de la toma de las muestras y es removida una
vez terminada la colecta del N,O.

Las camaras fueron ubicadas a una distancia aproximada
de cinco metros entre si y colocadas de manera tal de
obtener de N,O procedentes tanto del surco como del
entresurco del cultivo. Del interior de cada una de las
camaras se tomaron tres muestras de N,O para calcular la
emisidn y verificar la linealidad en la misma. Las muestras
de N,O fueron extraidas utilizando una bomba de vacio a
los 0, 20 y 40 minutos luego de la colocacidn de la parte
superior de la cdmara (camara plastica). Las muestras de
N,O fueron luego inyectadas en viales (frascos sellados)
de 25 mL. Las mediciones de flujo fueron realizadas por
triplicado dentro de cada tratamiento. Las muestras de
N,O fueron colectadas en el horario de la mafiana (9 - 12
a.m.), ya que mejor representa la emision de N,O media
diaria para la zona de estudio (Cosentino et al., 2012).

Determinaciones

La concentracion de N,O dentro de cada frasco fue
determinada mediante el uso de un cromatégrafo de
gases GC 6890 Agilent Technologies Network (Agilent
Network GC System, AECD). El flujo de N,O desde el
suelo hacia la atmosfera se calculd mediante la siguiente
Ec. 1:

AC v m
f = — x__ x _

At AV, (Ec. 1)

Donde AC/At es el cambio en la concentracion de N,0
dentro la cdmara durante el tiempo de incubacion (At),
V es el volumen de la cdmara (16.7 dm?3), A es el area

de suelo cubierta por la cdmara (0.13 m?), m es el peso
molecular de N,O y Vm es el volumen molar N,O. El flujo
de gas se calculé como el incremento en la concentracidn
de N,O durante el periodo de incubacion.

Conjuntamente con la toma del gas, se midié la
temperatura del aire a la sombra sobre la superficie del
suelo y la temperatura del suelo cercano a las cdmaras
a los 0.10 m de profundidad. Luego del muestreo del
N,O, se colectaron muestras de suelo al costado de las
camaras para determinar la concentracion de N-NO/
por colorimetria (Keeney y Nelson, 1982), luego de la
reduccidn del nitrato a nitrito a partir de la extraccion con
una solucion de CuSO, (Jackson, 1958) sobre las muestras
de suelo humedo. Se determind la densidad aparente
(Dap) por el método del cilindro (100 cm3, 0.05 m de
diametro) y el contenido hidrico gravimétrico (CHg) por
secado en estufa a 105 °C. A partir de los valores de Dap
y densidad de particula (Dp) se calculd la porosidad total
(PT), suponiendo una Dp de 2.65 Mg m3y el contenido de
hidrico volumétrico (CHv) usando las Ec. 2y 3.

PT (%) =1- (Dap / Dp) * 100
CHv (%) = CHg * Dap * 100

(Ec. 2)
(Ec. 3)

El porcentaje del espacio poroso lleno de agua (EPLLA, %)
se calculd a partir de los valores de PT y CHv utilizando la
Ec. 4.

EPLLA (%) = PT (%) / CHv (%) (ec. 4)

Se realizd un andlisis de regresién para verificar la
linealidad de la emisién de N,O desde el suelo durante
el tiempo de muestreo del gas. Se realizaron regresiones
lineales de la emision de N,O en funcion del contenido
de nitrato del suelo y del EPLLA, y se analizaron las
diferencias entre medias por medio de sus varianzas
(ANOVA). Todos los analisis se realizaron mediante la
utilizacién del programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et
al., 2010).

Resultados

Previo a la realizacion del primer muestreo se corroboré
la presencia de nédulos en las plantas correspondientes
al tratamiento nodulante, y su ausencia en las no
nodulantes. Los tratamientos no presentaron diferencias
visibles en el tamafio de las plantas y estadio fenoldgico
hasta los 54 dias después de la siembra (DDS). Las
diferencias recién comenzaron a percibirse a partir de los
75 DDS, momento en que las plantas correspondientes al
tratamiento nodulante presentaron mayor tamaio y una
coloracidn verde mds intensa.

El suelo del ensayo presentd un valor de Dap de 1.43 Mg
m3, el cual fue significativamente (p < 0.05) superior al
observado en suelos cercanos no cultivados (1.2 Mg m3).
El EPLLA siempre superd el 40% y no presenté diferencias
significativas entre los tratamientos (p >0.05). La
temperatura del suelo siempre superd los 22 °C (Figura 1).
La altura promedio final para el cultivo de soja nodulante
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Figura 1. (a) Espacio poroso lleno de agua (EPLLA)
expresado en porcentaje en plantas nodulantes
(circulos llenos) y en no nodulantes (circulos vacios)
para las cuatro fechas de muestreo en dias después
de la siembra. La linea continua representa el 65 %
del EPLLA, (b) Temperatura del suelo para las cuatro
fechas de muestreo en dias después de la siembra. Las
barras verticales representan el desvio estandar.

fue 0.8 m, llegando a cubrir por completo el entresurco,
mientras que la del cultivo de soja no nodulante fue de
0.7 my no cubrié completamente el entresurco.

La concentracion de N-NO, del suelo disminuyé en
ambos tratamientos hasta los 75 DDS. A partir de ese
momento, la concentracion de N-NO, en el suelo con
cultivo nodulante se mantuvo constante hasta la cuarta
fecha de muestreo (96 DDS), mientras la concentracion
de N-NO," del suelo con cultivo no nodulante continué
disminuyendo (Figura 2).

La emisién de N,O varié entre 15y -9 pg N,O-N m? h™.
Sélo a los 96 DDS se observaron diferencias significativas
(p < 0.05) en la emision de N,O entre los tratamientos,
con valores de emisidon mayores en el tratamiento con
planta no nodulantes (Figura 3).

La emision de N,O present6é una relacion positiva y
significativa (p > 0.05) con la concentracion de N-NO, del
suelo paraeltratamiento con cultivo nodulante (R? = 0.46),
no asi con el cultivo no nodulante (Figura 4). En el caso de
EPLLA, hubo una relacion positiva con la emision de N,O

Figura 2. Concentracién de nitrato (N-NO,) del suelo en
plantas nodulantes (circulos rojos) y en no nodulantes
(circulos verdes) para las cuatro fechas de muestreo
en dias después de la siembra. Las barras verticales
representan el desvio estandar.

para el tratamiento nodulante (R? = 0.318), y una relacion
positiva y significativa (p > 0.05) con el tratamiento no
nodulante (R? = 0.71, Figura 5).

Discusion

A excepcidn de la ultima fecha de muestreo, donde el
tratamiento con cultivo no nodulante emiti6 mas N,O
que el tratamiento con cultivo nodulante, los valores
de emision de N,O del presente ensayo no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Esto indica
que la presencia de nédulos fijadores per se no afectd la
cantidad de N,O emitida durante el crecimiento del cultivo
de soja. Estos resultados difieren de los hallados por
Ghosh et al. (2002), quienes observaron mayor emisidn
de N,O desde cultivos leguminosos en relacion a cultivos
no leguminosos. Esta mayor emision de N,O fue atribuida
a la presencia de exudados ricos en N que estimulan la
actividad microbiana y promueven el consumo de oxigeno,
generando asi micrositios de anaerobiosis temporal en el
suelo que favorecen el proceso de desnitrificacion (Siddique
et al., 2012). Ello no sucedid en el presente ensayo, en el
cual la utilizacion de plantas de soja no nodulante permite
asemejar su comportamiento respecto al N a las especies
no leguminosas.
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Figura 3. Emisiones de éxido nitroso (N,O) en plantas
nodulantes (circulos rojos) y no nodulantes (circulos
verdes) para las cuatro fechas de muestreo en dias
después de la siembra. La linea horizontal representa
la emision nula. Las barras verticales representan el
desvio estandar.
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Figura 4. Emisiones de 6xido nitroso (N,0) en funcién
de la concentracién de N-NO_ en plantas nodulantes
(circulos rojos) y no nodulantes (circulos verdes).

Los resultados del presente ensayo se asemejan a lo hallado
por Alves et al. (Alves comunicacion personal en Jensen et
al., 2012) en otro ensayo comparativo de soja nodulante
versus no nodulante. En ambos ensayos, la emision de N,O
fue baja y estadisticamente similar entre los tratamientos.
En el mismo sentido, Jantalia et al. (2008) monitorearon
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Figura 5. Emisiones de éxido nitroso (N,0) en funcién del
porcentaje de espacio poroso lleno de agua (EPLLA)
en plantas nodulantes (circulos rojos) y no nodulantes
(circulos verdes).

dos sistemas diferentes de doble cultivo inverno-estival a lo
largo de dos afios consecutivos. Estos autores observaron
que la emision de N,O a partir de la secuencia con doble
cultivo leguminoso (soja-arveja) fue baja y similar a la
proveniente de la secuencia maiz-trigo. Los autores Yang
y Cai (2005), quienes también evaluaron la emisién de
N,O durante el ciclo del cultivo de soja, mostraron que
mas del 90% de la emision de N,O es producida durante
la estacidn de crecimiento principalmente durante el
periodo cercano a la madurez fisiolégica del cultivo. Estos
autores propusieron que la emision de N,O posiblemente
proviene del N liberado por los nédulos y las raices en
descomposicién, y no por la FBN.

Los valores de emision de N,O observados en el presente
ensayo fueron menores a los observados por Cosentino
et al. (2013) en un suelo de textura franca y con mejor
calidad estructural. Una posible explicacién a la baja
emision de N,O desde el suelo de estudio puede hallarse
en la elevada compactaciéon del suelo. En efecto, puede
afirmarse que un valor de Dap = 1.40 Mg m™ equipara
los valores de densidad maxima Proctor determinados en
suelos de textura y calidad similar al estudiado (Micucciy
Taboada, 2006), mostrando la existencia de compactacion
del suelo estudiado. Esta compactacién del suelo lleva a
cambios en la proporcién de los diferentes tamafios de




poros (i.e. aumento de la mesoporosidad a expensas
de la macroporosidad, Hill et al., 1985). Esta pérdida de
macroporos o poros estructurales afecta la capacidad de
difusién del gas dentro del suelo, la cual esta relacionada
con el factor de impedancia, dependiente del tamafo,
la forma y la orientacion de los poros en el suelo (Taylor
y Brar, 1991; Fen et al., 2009). El flujo de un gas entre
el suelo y la atmésfera es el resultado de tres procesos
basicos: la produccion, el consumo y el transporte
(Conrad, 1996). Por esto, podria pensarse que la falta de
poros estructurales podria haber reducido la velocidad a
la cual el N,O se movio desde el suelo hacia la atmdsfera,
dejandolo disponible dentro del suelo para ser reducido
a N, por la enzima nitroso-reductasa, lo que podria
explicar por qué se observaron valores de emision de
N,O menores que los esperados. Dado que la Dap no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos,
no existe evidencia para pensar que la compactacion
afecté diferencialmente los resultados.

En el tratamiento con soja nodulante, la concentracion de
N-NO," del suelo explicé parcialmente la emision de N,O
(R?=0.46, p < 0.05, Figura 4). Esta relacién positiva entre
la emision de N,O y la concentracion de N-NO," también
fue descrita por McSwiney y Robertson (2005), quienes
observaron una respuesta similar bajo condiciones de
campo en un ensayo fertilizado. También se observé
una relacion positiva entre la emision de N,O y el EPLLA
(Figura 5), con valores de R?=0.70 y p < 0.05 para el
cultivo de sojanodulanteyde R2 = 0.32y p<0.056 parano
nodulante. Estos resultados concuerdan con lo observado
por otros autores en condiciones de invernaculo (Shelton
et al., 2000; Schindlbacher y Zechmeister-Boltenstern,
2004) y de campo (Almaraz et al., 2009). Pero se oponen
a lo observado por Jantalia et al. (2008) en un ensayo
realizado a campo, quienes encontraron una relacién
negativa entre la emision de N,O y el EPLLA.

La emision de N,O fue baja en todo el ensayo, sin
diferencias entre tratamientos excepto para la ultima
fecha de muestreo (96 DDS) (Figura 3). Cuando el EPLLA
del suelo supera el 60%, comienza a cobrar importancia
el proceso de desnitrificacion en detrimento de la
nitrificacion, como fuente de emision de N,O (Linn y
Doran, 1984). La desnitrificacion alcanza un maximo
cuando el EPLLA supera el valor critico de 65% (Clayton et
al., 1997), nivel a partir del cual pequefias diferencias en el
contenido hidrico del suelo pueden derivar en importantes
diferencias en la emision de N,O (Bateman y Baggs, 2005).
Ello puedo haber sucedido en la ultima fecha de muestreo
(96 DDS), cuando el valor de EPLLA fue cercano a ese valor
critico y ademas ligeramente mayor en el suelo con el
tratamiento con cultivo no nodulante. Es posible que el
mayor EPLLA en el tratamiento con soja no nodulante haya
causado emisiones de N.O significativamente mas altas
en este tratamiento, aun cuando los valores en bruto de
emision de N,O fueron bajos. Resultados similares fueron
observados por Bateman y Bagg (2005), con valores de
emision de N,O hasta 10 veces mas elevadas cuando el

EPLLA del suelo aumento de 60% a 70%, hecho atribuido al
proceso de desnitrificacion. Estos resultados coinciden con
lo recomendado por las ultimas directrices de IPCC (2006)
y cuestionan la decision de cargar con mas emision de N,O
al cultivo de soja.

Conclusion

Enelpresentetrabajo,enqueseanalizd comparativamente
la emision de N,O desde cultivos de soja con y sin FBN, la
soja nodulante no emitié mayor cantidad de N,O que la
no nodulante. En consecuencia, la presencia de nédulos
fijadores per se no afecto la cantidad de N,O emitida
durante el crecimiento del cultivo de soja.
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