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EFECTO DEL TIPO DE SUELO, HUMEDAD Y FUENTE DE NITROGENO EN

LAS EMISIONES DE N, Y N,O
Effect of Soil Type, Moisture and N Source on the N; and N>O Emissions

0. A. Grageda-Cabrera’, A. VermoesenZ, O. van Cleemput® y J. J. Peiia-Cabriales’

RESUMEN

De los aproximados 90 Tg de nitrogeno
consumidos anualmente en forma de fertilizantes,
cerca de 3 a 4Tg de nitrégeno se vierten a la
atmosfera en forma de déxidos de nitrégeno; estos
gases estan involucrados en el calentamiento de la
atmosfera y la destruccion de la capa de ozono
estratosférica. Alrededor de 18% de las emisiones se
deben a procesos microbioldgicos asociados con las
actividades agricolas. Dada la importancia econémica
y ecologica de las pérdidas de nitrégeno, se efectud un
expenimento de laboratorio para determinar el
potencial de desnitrificacion y nitrificacion sobre las
emisiones de N, y N,O. Se estudio el tipo de manejo
del suelo (rotacion leguminosa-leguminosa vy
hortaliza-hortaliza), la fuente de N (urea y KNO;) y la
humedad (0.66 y 1.66 de la capacidad de campo). Se
empled la técnica de incubacion con acetileno y la
deteccion del N, y N,O generado se realizo por
cromatografia de gases. Los resultados obtenidos
mostraron que 81.4% de las emisiones de N,y N,O se
debieron a desnitrificacion y 18.6% a nitrificacion.
Respecto a la fraccion molar de los productos

emitidos, el principal fue el N;O (82.7%) y en menor -

proporcion el N, (17.3%). Las diferencias observadas
en la produccion de gases nitrogenados por el efecto
del suelo, tal vez se debieron al contenido de materia
organica, ya que la actividad microbiana, en general,
tiene alta correlacion con el carbono organico
facilmente degradable. Por otro lado, la adicion de
fertilizantes resulté en una mayor emision de N, y
N,O que en las muestras control. La aplicacion de
,KNO; favorecié la emisién en mayor proporcion que

"INIFAP, Apartado Postal 112, 38110 Celaya, Gto. México.
?Faculty of Agricultural and Applied Biological Sciences,
University of Ghent, Coupure Links 653, B-9000 Ghent, Belgium.
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cuando se aplico urea, debido a wuna mayor
disponibilidad de N-NOs™ en el suelo. Se observaron
diferencias  altamente significativas entre los
tratamientos de humedad del suelo. De la produccion
total de gases nitrogenados, mas de 80% se obtuvo al
mantener la humedad del suelo a 1.33 de la capacidad
de campo; a mayor humedad disminuye el nivel de
oxigeno, favoreciendo al proceso de desnitrificacion.
El trabajo ilustra que estas pérdidas gaseosas de N en
los suelos de esta region agricola de México son de
gran importancia econéomica y ecolégica.

Palabras clave: Amonio, desnitrificacion, fertilizantes
nitrogenados, nitrato, nitrificacion, oxido nitroso.

SUMMARY

A laboratory incubation experiment was carricd
out to study the effect of soil management (legume-
legume and vegetable-vegetable), nitrogen source
(urea and KNOs), and soil moisture content (0.66 and
1.33 of field capacity) on the emissions of N; and N,O
generated by microbial processes of nitrification and
denitrification. Soil samples contained in 180 mL vol.
glass containers were incubated at 25°C. The
acetylene incubation technique was used and N, and
N,O were determined by gas chromatography. The
results showed that the emissions of N, and N,O were
mainly due to denitrification (81.4%) and to a lesser
extent to nitrification (18.6%). With regard to the
molar fraction of the products, the predominant gas
was N,O (82.7%) whereas N, was found in lower
proportion (17.3%). Higher N, and N,O values were
detected in the soil with a greater content of organic
matter. Similarly, the addition of fertilizers,
particularly KNOs;, enhanced the emission of the
gases. Significant differences were observed between
treatments. Thus, more than 80% of the total
production of N, and N,O was obtained when the soil
was maintained at 1.33 field capacity. These results
illustrate that these gaseous losses of N are of great
economical and ecological significance in this region
of Mexico.
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INTRODUCCION

El oxido nitroso (N;O) es un gas traza cuya
concentracion actual, comparada con la de tiempos
preindustriales se ha incrementado en mas de 50%.
Recientemente ha atraido gran interés, ya que tiene
una capacidad de absorcion infrarroja 150 veces mas
efectiva que el CO; y se considera responsable de 4 a
5% del efecto total de invernadero (Bouwman, 1990).
Ademas, por reacciones fotoquimicas en la
estratosfera se transforma en 6xido nitrico (NO), el
cual destruye cataliticamente el ozono estratosférico y
reduce los niveles de radicales OH que intervienen en
la destruccion oxidativa de otro gas contaminante, el
CH.. Como no hay una desaparicion quimica del N,O,
este tiene un periodo de vida media de ca. 150 afios y
se incrementa a razon de 0.2% anualmente (Crutzen,
1979, 1981; Bouwman, 1990; Houghton et al., 1990;
Duxbury, 1994).

Las emisiones globales de N,O se deben en 90% a
procesos microbiologicos, y se estima que las
actividades agricolas contribuyen con 18% (2.1 Tg
Na') de la emision total. Los suelos agricolas son
muy importantes en la emision de 6xidos de nitrogeno
(N.x) debido a la alta disponibilidad de compuestos
nitrogenados inorganicos y carbono organico,
principalmente por la aplicacion de fertilizantes
nitrogenados y la mineralizacion de la materia
organica (Conrad y Seiler, 1980; Duxbury, 1994;
Granli y Beckman, 1994).

La nitrificacion (oxidacion de NH," a NOy) y
desnitrificacion (reduccion de NO;™ a NO, N,O 6 N,)
son los principales procesos microbianos involucrados
en la produccion de NO, N,O 6 N, Es preciso
enfatizar que el NO se genera en ambientes muy
especificos, como suelos acidos con alto contenido de
materia organica. Otras reacciones bioquimicas de
oxidacion y reduccion, como la fijacion de N,
amonificacion y quimiodesnitrificacion, también
pueden producir trazas de Ny (Knowles, 1982; Van
Cleemput v Baert, 1984).

La nitrificacion es un proceso importante para la
fertilidad del suelo. Sin embargo, algunos aspectos
negativos de este proceso han sido objeto de estudio
durante los ultimos afios, especialmente la lixiviacién
de NO5 vy emision de NO y N,O. Para la nitrificacion,
que es un proceso oxidativo, se necesita un suelo
aireado. La tasa de produccion de N, se incrementa

con la temperatura, concentracién de NH.", pH
proximo a la neutralidad y disminucion de la relacion
C/N de la materia organica (Haynes, 1986; Skiba et
al., 1993; Vermoesen et al., 1996).

Por otro lado, la desnitrificacion tiene un gran
potencial como una de las principales vias de pérdidas
de nitrégeno en los sistemas agricolas. A partir de
estudios sobre balance de nitrogeno empleando
técnicas isotopicas ("N y '"N), se han estimado
pérdidas debidas a la desnitrificacion de hasta 73% del
nitrégeno aplicado en el fertilizante (Knowles, 1982;
Hallmark y Terry, 1985; Sahrawat y Keeney, 1986;
Sanaa, 1993). La actividad desnitrificantec ¢s
controlada por varias condiciones ambientales, como
la humedad del suelo, concentracion de oxigeno.
concentracion de NO,", contenido de carbono, pH y
temperatura (Tiedje, 1988, Vermoesen e al., 1993;
Nelson y Terry, 1996).

Debido a que la nitrificacion y desnitrificacion son
procesos microbianos dependientes de las condiciones
ambientales, la emision de N,y puede disminuirse y
manipularse al controlar, v. gr., la forma quimica, el
tiempo, el método y la tasa de aplicacion del
fertilizante nitrogenado (Skiba et al. 1993). Sin
embargo, no existen normas generalizadas, ya que en
cada localidad intervienen un amplio rango de
factores de suelos, condiciones climaticas y sistemas
de cultivo.

En la regién de El Bajio Guanajuatense (5x10° ha)
se aplican anualmente cerca de 150 000 Mg N vy, en
términos generales, se desconocen los mecanismos de
pérdidas de cerca de 80000 Mg N anuales,
considerando que la eficiencia de recuperacion de
nitrogeno por parte de los cultivos es menor que 50%.
Ademas, por los estudios realizados en la region sobre
eficiencia de fertilizantes nitrogenados empleando la
técnica isotépica "N (Vazquez et al, 1994) y
poblaciones bacterianas desnitrificantes (De la Fuente
y Pefia, 1988), se infiere que gran parte de estas
pérdidas de nitrogeno son en forma de N, por los
procesos  microbianos de nitrificacion y
desnitrificacion antes descritos.

El objetivo del presente estudio fue determinar el
potencial de produccion de N, por nitrificaciéon y
desnitrificacion en un suelo tipico de El Bajio
Guanajuatense. Asimismo, evaluar ¢l efecto del tipo
de suelo, humedad y fuente de nitrégeno sobre la
emision de N, y N,O.
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MATERIALES Y METODOS

Los suelos utilizados en el experimento fueron de
tipo Vertisol pélico, con un pH de 6.1 (1:2, en agua) y
textura arcillosa, colectados en dos sitios con manejo
diferente: 1) cultivo continuo de leguminosas
(Suelo A, contenido de 1.68% de materia organica) y
2) cultivo continuo de hortalizas (Suelo B, contenido
de 1.11% de materia organica), ambos procedentes del
municipio de Abasolo, Guanajuato, México.

Se colectaron muestras compuestas a una
profundidad de 20 cm, tomando al azar varios puntos
en una superficie de 2 ha. Las muestras se secaron al
aire (14 dias), se pasaron a través de un tamiz de
2 mm de apertura de malla y se almacenaron a 4 °C
hasta su uso. Posteriormente, se determind su
capacidad de campo (CC) (Anderson e Ingram, 1993).

Las unidades experimentales consistieron de 30 g
de suelo colocado en frascos de 180 mL con una area
basal de 22 cm’. Se adiciond agua para obtener dos
niveles de humedad; uno, correspondiente a
0.66 de CC (para promover el proceso de
nitrificacion) y otro, de 1.33 de CC (para promover el
proceso de desnitrificacion). Se empled un disefio
experimental completamente al azar con arreglo
factorial de tres parametros (suelo, humedad y fuente
de nitrogeno) y tres repeticiones. La descripcion de
los tratamientos se presenta en el Cuadro 1.

El nitrogeno (300 ug N g de suelo) se adicioné
en solucion homogéneamente sobre la superficie del
suelo y los frascos se incubaron durante 18 dias a
25 °C. El peso de los frascos se reviso periédicamente
y se corrigio la pérdida de humedad.

Las muestras de gas se tomaron a 0, 1, 2, 4, 7, 10,
14 v 18 dias después de iniciado el experimento (ddi).
Para ello, se realizo el siguiente procedimiento:

a) Se scllaron los frascos con septos de hule y se
incubaron durante |1 h. Posteriormente. se tomd una
muecstra en un tubo Vacutainer de 5 mL empleando
una aguja Vacutainer para toma multiple.

b) El septo se retiro y los frascos se ventilaron durante
20 min.

c) Nuevamente se coloco el septo, se extrajo 10% del
volumen, el cual se substituyd enseguida con
acetileno, se incubo durante 1 h y se tomo la muestra.
d) Los frascos se destaparon y continué la incubacion
normal.

El N;O se determiné al inyectar 1| mL de la
muestra en un cromatografo de gases Chromopack
437 A con un detector de captura electronica *Ni y
una columna de acero inoxidable de 4.88 m de largo y
3.175 mm de diametro bajo las siguientes
condiciones: temperatura del inyector a 90 °C,
temperatura del homo a 90°C y temperatura del
detector a 300 °C. La tasa de flujo del gas acarreador
fue de 28 mL min™.

La determinacion de N; producido por
desnitrificacion se calculo al restar la cantidad de N,O
obtenido durante la incubacion sin acetileno a la
cantidad de N,O producido durante la incubacion con
acetileno.

Los muestrcos de nitrogeno inorganico se
efectuaron a 0, 4, 10 y 18 ddi. Se agrego KCl 1 M
(g de suclo/mL de KCl = 1:2) al suelo y se agitd
durante 2h, después se filtr6 y determind
colorimétricamente la cantidad de amonio y nitrato al
inyectar parte del sobrenadante cn un sistema
analizador de flujo continuo (Beernaert e al., 1987).

Los calculos y el analisis estadistico se efectuaron
con el paquete estadistico SAS (SAS Institute, 1988),
empleando la prueba de Tukey para la comparacion de
medias.

Cuadro 1. Descripcion de los tratamientos disefiados para el experimento.

Manejo del suelo Tratamientos de humedad (CC) Fuente de N Clave
Rotacion L-L 0.66 Urea 300 ug N g de suelo A0.66U
(A) KNO; 300 pg N g de suelo de A0.66K
Control A0.66C
1.33 Urea 300 pg N g de suelo A1.33U
KNO; 300 pg N g de suelo de Al.33K
Control Al1.33C
Rotacion H-H 0.66 Urea 300 ug N g'! de suelo B0.66U
(B) KNO; 300 p g N g” de suelo de B0.66K
Control B0.66C
133 Urea 300 pg N g de suclo B1.33U
KNO, 300 pug N g de suelo de B1.33K
Control B1.33C

L-L = Leguminosa-Leguminosa. H-H = Hortaliza-Hortaliza. CC = Capacidad de campo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion de Amonio y Nitrato

Los compuestos nitrogenados en el suelo
dependen de los procesos de produccion y consumo.
En ¢l caso del amonio, su produccion es via
mineralizaciéon y su remocion por nitrificacion,
inmovilizacion, fijaciéon y volatilizacion. En el caso
del nitrato, la produccion es via nitrificacion y su
remocion por desnitrificacion, inmovilizacion 'y
lixiviacion (Alexander, 1977, Vermoesen et al.,
1996). El contenido de N-NH," y N-NO; en el suelo,
durante el periodo de incubacion, se presenta en el
Cuadro 2.

Respecto a la fuente de nitrogeno, se observo la
siguiente secuencia en la acumulacion de amonio:
U>KNO;>C (Cuadro 2). La adicion de KNO;
favorecid el incremento en el contenido de amonio,
esto es debido a que la adicién de nitrato tiene un
efecto estimulante en la mineralizacion del nitrogeno
organico (Sen y Chalk, 1994). Ademas, en
condiciones anaerobias también puede ocurrir una
reduccion desasimilatoria de nitrato a amonio (De
Catanzaro et al., 1987; Simarmata et al., 1993). Por
otro lado, existié diferencia en cuanto a tipo de suelo
solo al final del periodo de incubacion: el contenido
de amonio en el Suelo A fue mayor que en el Suelo B.

Referente al contenido de humedad, existieron
diferencias altamente significativas: la concentracion
de amonio fue mayor a 1.33 CC que a 0.66 CC.
Debido a que la nitrificacion es un proceso aerobio, la
disponibilidad de oxigeno es un gran factor limitativo
(Grundmann et al., 1995). En condiciones de
humedad de 0.66 CC, al inicio existid6 una alta
concentracion de amonio y después decrecio, mientras
que en condiciones de humedad de 1.33 CC, existio
un incremento constante en su concentracion.

En condiciones optimas de humedad y aireacion
favorables a la nitrificacion, existe un decremento en
el contenido de amonio. Por el contrario, en
condiciones anaerobias baja la concentracion de
oxigeno y existe una acumulacion de amonio
(Clément et al., 1995; Kimnelshue et al., 1995).

Durante todo el proceso de incubacion se observa
una baja concentracion de nitrato en todos los
tratamientos, presumiblemente debido a la inmovili-
zacion microbiana (Alexander, 1977: Jenkinson,
1981 Blackmer y Green, 1995). Ademas, bajo
condiciones anaerobias un decremento en ¢l contenido

Cuadro 2. Contenido de amonio y nitratos en las muestras de
suelo durante el periodo de incubacion.

Amonio
Trata- N-NH,"
miento Tiempo (ddi)
0 4 10 18

-------- pgNg'suelo - - - < - - - -
A0.66U 6.6¢C 1656 a 63.6cd 47.0¢
A0.66K 10.9a 96.2 b 482d 338¢cd
A0.66C 2.3d 34c ldc 1.5e
Al.33U0 86b 1673 a 1779a 168.0 a
Al.33K 10.9a 975b 113.1b 956 b
Al.33C 8 7 82¢c 10.1e 10.9 de
B0.66U 7.1bc 1656 a 732cd 470¢c
B0.66K 80be 976b 68.5 cd 405¢c
B0.66C 22d 32¢c 22e 27
B1.33U0 6.6 be 848b 167.6a 168.0a
B1.33K 8.6b 76.7b 859¢ 877b
B1.33C 28d 72¢c 94e 14.2 de

Valores con la misma letra minuscula en columna son estadisticamente
iguales, Tukey a=0.01.
ddi = Dias después de iniciado el experimento.

Nitratos
Trata- N-NOy
miento Tiempo (ddi)
0 4 10 18

-------- pgN g selo - - - == =3
A0.66U 40a 46a 13.6b 16.3b
A0.66K 44a 45a 20.8a 243a
A0.66C 41a 44a 4.7 de 7.3d
Al1.33U 39a 0.lc 04f 01f
Al33K 42a 0.lc 02f 03f
Al1.33C 40a ODlc 0.1f 02f
B0.66U 1.3b 24b 5.5d 108¢c
B0.66K 14b 1.7b 83c 154b
B0.66C 1.3b 14b J0e 43e
B1.33U 12b 0.1c 0.1f 0.1f
B1.33K 12b 0.1lc 0.1f 0.7f
B1.33C 1.2b 0.1c 0.1f 0.1f

Valores con la misma letra miniscula en columna son estadisticamente
iguales, Tukey a=0.01.
ddi = Dias después de iniciado el experimento.

de nitrato puede deberse, en gran parte, a la
desnitrificacion (McKenney et al., 1995).

Procesos como la nitrificacion, reduccion
desasimilatoria de nitrito a amonio, desmtrificacion,
quimiodesnitrificacion y  otros  procesos  no
respiratorios son fuentes de N, NO y N,O
(Vermoesen ef al., 1993; Mahne y Tiedje, 1995).

Emision de Gases Nitrogenados

Los resultados indican que la cmision de N, y N,O
por desnitrificacion fue varias veces mayor que por
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Figura 2. Efecto del contenido de humedad sobre la cinética
de producciéon de amonio, nitrato, N, y N,O.

humedad, se establecieron diferencias altamente
significativas en las tasas de emisién de N, y N0,
mucho menores que cuando se favorecié la
desnitrificacion, como la fertilizacion con nitrato de
potasio (Cuadro 3) y elevado contenido de humedad
en el suelo (Figura 2).

La produccion de N, en las condiciones de
humedad de 0.66 CC indica que existio
desnitrificacion, va que el N,O es el producto final de
la nitrificacion y como consecuencia no se observa
formacion de N, (Aulakh er al., 1984). Algunos
autores reportan que la presencia de micrositios con
condiciones anacrobias. favorecen el proceso de
desnitrificacion (Parkin y Tiedje, 1984:; Sextone ef al..
1988. Skiba ef al., 1993). Aunque se sugiere que
cuando el NH," es oxidado, puede ocurrir formacion
de N, en proporciones similares a las establecidas
durante la desnitrificacion, lo cual indica que las
bacterias nitrificantes tienen, en general, la capacidad
de reducir el NO, a N,O y N; (Poth y Focht, 1985;
Nigele y Conrad, 1990; Speir ef al., 1995).

La desnitrificacion fue mas importante que la
nitrificacion en la produccion de N, y N,O.
Asimismo, durante este proceso se produjo mayor
cantidad de N;O que N;. Se ha demostrado
que cuando existen altas concentraciones de nitrato
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Figura 3. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la cinética de
produccién de amonio, nitrato, N, y N,O.

s¢ inhibe la reduccion anaerobia de N,O a N; por los
microorganismos del suelo y asi causan una gran
fraccion molar de N,O en los productos (Bremner y
Blackmer, 1978; Rolston, 1981: Saad y Conrad, 1993;
Mahne y Tiedje, 1995). Por otro lado, Krimer y
Conrad (1991) establecieron que durante la
incubacion de suelo en botellas cerradas, se produce
una gran fraccion molar de N,O. Otros factores
involucrados en la fraccion molar N,O/N, por
desnitrificacion son: pH; presion parcial de oxigeno.
la cual esta en funcion de la humedad; concentracion
de nitrato y disponibilidad de carbono (Knowles,
1982; Firestone y Davidson, 1989; Robertson, 1989).
La adicion de fertilizantes resultd en una emisién
considerablemente alta de N, y N,O. Comparado con
el control, se establecieron diferencias significativas
entre las tasas de emision de N, y N,O. La aplicacion
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Cuadro 5. Promedio de produccién de N; y N,O durante ¢l
periodo de incubacion.

Trata- N, N,O Relacion Total
miento N20 / Nz

ng N g sueloh” ngN g’ sueloh”
A0.66U b33 476de 3.1lc 6.29 efg
A0.66K 1.26¢ 472de 374c 5.98 efg
AD.66C 1.54¢ 32e 2.16¢ 458 g
Al.33U S:k7's 38.95b 2.52'c 5365b
Al.33K 10.74 b 51.05a 471 ¢ 61.03a
A1.33C 1.32¢ 10.03d 785¢ 11.38 e
B0.66U 126¢c 765de 6.07c 8.91 efg
B0.66K 0.87¢ 532de 5.18¢ 6.25 efg
B0.66C ]33 e 745de 6.97c 8.54 efg
B1.33U l46¢c 2640c 19820 28.16d
B1.33K 0.72¢ 3583b 77.38a 3498 ¢
B1.33C 0.64c 436de 6.54c 467 fg

Valores con la misma letra miniscula en columna son estadisticamente
iguales, Tukey a = 0.01.

de KNO; favorecié las emisiones en mayor
proporcién que cuando se aplico urea (Cuadro 3,
Figura 3).

Por ultimo, una compilacion del promedio de
emisiones de N; y N,O a lo largo del periodo de
incubacion se presenta en el Cuadro 5. Es importante
destacar que en todos los tratamientos existid mayor
produccion de N,O que de N,. El tipo de suelo y
fertilizante nitrogenado influyeron en la proporcion de
la relacion N,O/N,.

CONCLUSIONES

Aunque los estudios de laboratorio no simulan
completamente la situacion en el campo y, teniendo
en consideracion que las condiciones locales de El
Bajio Guanajuatense, como suelos predominante-
mente arcillosos, altas dosis de fertilizaciéon
nitrogenada con base en urea y KNO;, condiciones
que favorecen anoxia (riego y lluvia), rotacion
hortaliza-hortaliza y cereal-cereal, y aunque los suelos
tienen bajo contenido de materia organica, el efecto
rizosférico de los cultivos incrementa las poblaciones
desnitrificantes en un factor de 10 (De la Fuente y
Pefia, 1988), ya que liberan a su entorno productos
carbonados equivalentes a tres veces su peso (Haider
et al., 1985); a corto plazo, los resultados de esta
incubacion de suelo sugieren varias conclusiones que
pueden ser de util implicacion agronémica.

Se estableci6 que la adicion de fertilizantes
nitrogenados incremento la emision de N, y N,O del
suelo, en mayor proporcion cuando se aplico KNO;
que urea. Independientemente de la fuente de

nitrogeno adicionada (N-NH;" 6 N-NOy), en
condiciones  anaerobias se acumulan  altas
concentraciones de amonio que, en condiciones
favorables, pueden fugarse del sistema via
volatilizacion. Las tasas promedio de pérdidas de N, y
N,O se debieron en 81.4% a desnitrificacion y en
19.6% a nitrificacion. Se mostré que el principal
producto emitido fue el N,O (82.7%), en comparacion
con el N, (17.3%). Las diferencias observadas en la
emision de gases nitrogenados por el efecto del suelo
estuvieron relacionadas con el contenido de materia
orgdnica, a mayor materia organica mayor emision de
N; y N;O. Por altimo, ¢l contenido de agua, el cual
regula la difusion de oxigeno en el suelo y, por ende,
los procesos de nitrificacion y desnitrificacion, influyé
notablemente y fue el principal factor que regulo las
emisiones de N,y N,O en los suelos.
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