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RESUMEN

Se estudia el proceso de nitrificacion, en suelos incubados con diferentes fertilizantes y corrcctoics
mediante determinaciones periédicas de amonio, nitritos, nitratos y nimero de bacterias nitritadoras. Existe
una relaciéon divecta entre la cantidad de nitritos determinados durante la primera semana de incubacién y el
niimero de gérmenes nitritadores desarrollados. También se verifica un mayor contenido de nitratos cuando
la nitritacién se intensifica, debiéndose hacer la salvedad que cuando se incorpora tnicamente amonio, pero
sin calcio al suelo siempre se producen elevadas cantidades de nitratos, semejantes a los tratamientos que
dieron franca respuesta a la nitritacién y muy superiores a los suelos que no recibieron amonio. En un caso
se tuvo un suelo sin respuesta a la nitritacion y no obstante fue el que produjo y acumulé la mayor cantidad
de nitratos en relaciéon a los otros suelos.

Lo expuesto tiltimamente plantea la necesidad del estudio cuantitativo, en este tipo de experiencias, de
las bacterias nitratadoras aunque debe reconocerse que no existe todavia un método de recuento satisfactorio
desde el punto de vista ecolégico, para las mismas.

SUMMARY

The process of nitrification is studied in soils incubated with different fertilizers and soil ammendments
by means of periodic determinations of ammonia, nitrites, nitrates and the number of ammonia-oxidizing
bacteria. There is a direct relationship between the quantity of nitrites determined in the first week of
incubation and the number of ammonia-oxidizers developed. A greater amount of nitrates also appears when
the nitrite-production is intensified, but when ammonia is added without calcium, high quantities of nitrates
are produced almost as in the treatments that gave a net response to nitrite-production, and much more still
than in soil to which no ammonia was added. In one instance a soil gave no response to nitrite-production
but it produced and accumulated the greatest quantity of nitrates as compared to the other soils.

This latest case shows the need for a quantitative study of the nitrite-oxidizing bacteria in this type of
experiments, but it must be admitted that, from the ecological point of view, there is no yet a satisfactory
method for connting this kind of microorganisms.

INTRODUCCION lable que en forma de nitratos es absorbido por

las raices de las plantas y que en la naturaleza se
producen mediante el proceso de nitrificacién por
accion de las bacterias nitrificadoras.

; IO ; SoriANO et al. (1970 a) estudiaron los diversos
! Profesor adjunto interino del Departamento de Biolo- g

giay Ecologia, orientacion Microbiologia Agricola, Facultad grupes bacterianos especxflcos SR Smpartancia
de Agronomia y Veterinaria, Universidad de Buenos Aires. agricola, en muestras de tierra cuya productivi-

Uno de los principales factores de fertilidad de
los suelos es la disponibilidad de nitrégeno asimi-
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dad era conocida y hallaron que de los grupos es-
tudiados, fijadores de nitrégeno no simbiéticos
y aerobios, celuloliticos aerobios, proteoliticos y
nitrificadores, s6lo en este ultimo pudo estable-
cerse una relacién positiva entre productividad y
numero de gérmenes.

La incubaciéon de los suelos para determinar
la potencia de la nitrificacién se viene efectuando
desde hace mucho tiempo, pero aproximadamen-
te desde hace 15 aiios se han desarrollado algunos
métodos muy novedosos, entre otros, los de FITTS
et al. (1953, 1955), StANForD y HANWAY (1955),
Kresce y MERKLE (1957), CUNNINGHAM y COOKE
(1958 b), KEENEY y BREMNER (1967) y RoBINSON
(1968). Estos métodos tienen el propoésito de eva-
luar el nitrégeno asimilable del suelo, que parece
estar vinculado a los procesos de mineralizacién
producidos durante la incubacién, creyéndose
actualmente que este es el procedimiento mas ade-
cuado para determinar el nitrégeno disponible
para las plantas.

Frrrs et al. (1953, 1955), STANFORD y HANWAY
(1955) , HANWAY y DumEeNIL (1955) vy MUNSON y
STANFORD (1955), determinaron la cantidad de ni-
tratos acumulados, después de un lapso de incu-
bacion (2-3 semanas) y utilizaron esa medida co-
mo un indice de la cantidad de nitrégeno dispo-
nible para los cultivos. KRESGE y MERKLE (1957)
argumentaron que la respuesta de los cultivos a
la fertilizacién nitrogenada depende ademas de
otros factores, tales como humedad, aeracién, tem-
peratura, acidez y existencia de otros nutrientes.
CunNINGHAM y COOKE (1958 b) senalaron que la
determinacién de nitratos en la incubacién de sue-
los puede servir de medida para predecir las nece-
sidades de nitrégeno, pudiendo ser de valor la me-
dida del amonio. KEENEY y BREMNER (1967) y Ro-
BINSON (1968) consideraron que el total del nitré-
geno mineral determinado por extraccién y desti-
lacién, bajo la forma de amonio y como suma de
nitratos, nitritos y amonio, es un indice para apre-
ciar el nitrégeno asimilable de los suelos. RoBiN-
SON llamé a este nitrégeno “valor N 27,

Ninguno de los autores seiialados consideré las
interrelaciones quimico - microbiolégicas. Lo ex-
puesto indujo a estudiar el proceso de nitrifica-
cion en el laboratorio enfociandolo bajo los as-
pectos quimicos y microbiolégicos.

MATERIALES Y METODO

Se utilizé el método de incubacién propuesto
por SORIANO et al. (19700).

Se estudiaron 9 muestras de suelos (cuadro 1 a)
extraidas, desde la superficie hasta 10 em de pro-
fundidad, en las que se realizaron los tratamien-
tos indicados en el (cuadro 15b).

CUADRO 1. — (a), muestra de suelos estudiadas

N° de muestra Procedencia pH
225 Guatimozin, Cérdoba 6,05
231 Guatimozin, Cérdoba 5,95
232 Cuatimozin, Cérdoba 6,10
240 Ayacucho, Buenos Aires 5,90
244 Daireux, Buenos Aires 6,50
245 Pirovano, Buenos Aires 5,90
246 Pirovano. Buenos Aires 6,25
251 Coronel Brandsen, Buenos Aires 6,10
252 Coronel Brandsen, Buenos Aires 6,30

(b), tratamientos efectuados

Tratamiento Agregado de nitrégeno, fésforo y ealcio

Testigo, sin agregado

P T RN S Sulfato de amonio, 0,04 °/,
SEERITG o Rl S Fosfato monocdlcico, 0,02 %/,

S ST e s N como 2 y P como 3

D i e Carbonato de calcio, 0,3 °/,
Binis. v e N como 2 y Ca como 5

it R R R P como 3 y Ca como 5

BT A Rl Ak N como 2, P como 3 y Ca como 5

Las muestras de 150 g de suelo secadas al aire y
tamizadas por tamiz de 1 mm y cuyos pH fueron
determinados potenciométricamente, se incubaron
con una humedad adecuada (50 % de la capaci-
dad de retencién), en Erlenmeyer de 300 ml, cu-
biertos con papel de estaiio, durante 30 dias en
estufa a 28° C, reponiéndose diariamente el agua
evaporada.

En 4 muestras de suelo se hicieron solo cuatro
tratamientos, los N°s 1, 2, 6, 8, ya que previamente
se habia comprobado con el método de SoriaNo y
AMOR y ASUNCION (1969) que esos suelos reaccio-
naban positivamente al agregado de nitrégeno y
calcio.
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Fig. 1. — Variacién del contenido de amonio en el curso de la

incubacién. A, muestra 221 ; B, muestra 252 ; C, muestra 240

silico-gel de acuerdo con la técnica de So-
RIANO (1966). Las siembras se efectuaron en
dos repeticiones con dos niveles de dilucion
cada una.

b) quimicas: contenido de amonio segin JACK-
SON (1960) y de nitritos y nitratos segun
PrINCE (1945) sobre la base de reacciones
de coloracién, midiéndose la absorcion de
luz en un espectrofotometro Zeitz-Jena mo-
delo Spekol. Las determinaciones se efectua-

ron por duplicado y se promediaron los re-
sultados.

RESULTADOS

Las figuras 1, 2, 3 y 4 muestran el contenido de
amonio, nitritos, nitratos y bacterias nitritadoras,
respectivamente, en el transcurso de la incubacién
de las muestras 231, 240 y 252. Estos suelos fueron
elegidos porque sus respectivos procesos de nitri-
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ficacion difieren debido a la respuesta que se ob-
tuvo en el aumento del contenido de gérmenes ni-
tritadores y de nitritos, determinados al tercer dia
de incubacién, por el agregado simultaneo de ni-
tréogeno y calcio. La muestra 231 dio una respues-
ta muy intensa, la 252 una respuesta menor y en la
240 hubo una respuesta tan débil que se consideré
negativa. Las muestras 225, 232, 245, 246 se pueden
asimilar a la 231 y la muestra 251 a la 252. El caso
de la muestra 240 es tnico, pues entre los suelos
estudiados ninguno tuvo un proceso de nitrifica-
ci6én similar.

La representaciéon grafica comprende los cua-
tro tratamientos —1, 2, 6 y 8— considerados mas
ilustrativos. Se adopté este criterio por cuanto los
resultados de los tratamientos 3 y 5 difieren poco
de los del 1, y los del 4, tuvieron diferencias pe-
quenas respecto de los del 2.
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Fig. 2. — Variacién del contenido de nitritos en el curso de la

incubacién. A, muestra 231 ; B, muestra 252 ;: C, muestra 240

DISCUSION
Evolucion del contenido de amonio, nitritos. ni-
tratos y bacterias nitritadoras.

a) Amonio. Los tratamientos con amonio mostra-
ron siempre los mas altos contenidos en relacién
al testigo. En todos los casos, con agregados tnica-
mente de amonio, los valores iniciales resultaron
los mas elevados en comparacién con los otros
tratamientos que recibieron nitrégeno. Si el nitré-
geno fue acompanado por calcio la transformacién
del amonio fue mas rapida (tratamientos 6 y 8).

Los contenidos iniciales de amonio fueron mas
bajos en la muestra 240 que en las 231 y 252, por
lo que aquella mostré mas potencial de transfor-
macién del amonio.

Los valores de amonio descendieron fuertemen-
te a través del tiempo para todos los tratamientos
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Fig. 3. — Variacién del contenido de nitratos en el curso de la

incubacién. A, muestra 231 ; B, muestra 252, C, muestra 240

que incluian nitrégeno, tendiendo a ser similares
a los 15-18 dias de incubacién, para casi igualarse
al fin de la misma.

En el testigo, el amonio comenzé con un conte-
nido maximo que luego, en forma algo irregular,
bajé paulatinamente. Al final de la incubacién el
contenido en amonio fue casi igual en todos los
tratamientos.

b) Nitritos. Se presentaron tres casos diferentes.
Uno correspondié a la muestra 231 en la que los
tratamientos 6 y 8 mostraron al tercer dia un con-
tenido de nitritos mucho mas elevado que los de-
mas tratamientos. En el segundo caso, muestra 252,
se observé que el mayor contenido de nitritos, si-



2201 (o] \
210 T \,
\ 70}
\
T e 2
\ = Sl
g § 60 4 o \‘
N E i o\
. .
190 %4 A s o 7\ \ B
L P | ( TR
X O———0 Testigo > f / \\
o /I i W
180 4l Coptmmdath ) > / ; \-\\
4 240 / p/ Bl
e {osanih ,._.'ro" O—+=—e=0 N y Ca ; II /,/ \\o__;_;.________,_;______:_____
= : -] ’
3 bi\\ O e - N,Cay P © et
£ i - 30} 1 7
80 = 7/
8 RN : 18
o C\ i z
o 5 ~o\
70 % N
. \ 5
o W X
~ \)——-'\_O~-__
© — e ——
o 60 [e] ‘....._.:_.:8
=
- 0 +
el j‘g 6 9 12 15 18 30
dfas de incubacibn
4t
/
\
40 T 7 \ o
/ \ 2
/ \ s ¥
30 T 7 &
/ \\ c{a 20
=
20 (/ \bq.. o C
By {3 =
N S 10¢
\\ =
101 N5 =
= ————————— =
‘—“O\c O—— —0 = 0 ¥ X
6 9 12 15 18 30
dfas de incubacién
¢ ;! 3 6 9 12 15 18 30
dfas de incubacibn
Fig. 4. — Variacion del contenido de bacterias nitritadoras en el curso de la incubacién : A, muestra 231 ; B, muestra 252 ; C, muestra 240

milar a los tratamientos 6 y 8, fue mucho menor
que en la muestra 231. Es decir, en la muestra 252
también se observé una respuesta en el contenido
de nitritos a esos tratamientos, pero en menor
grado.

El tercer y tltimo caso es el de la muestra 240;
si bien los tratamientos 6 y 8 determinaron tam-
bién mayor contenido de nitritos, la diferencia
con los otros tratamientos fue muy escasa. En un
suelo de estas caracteristicas, la respuesta a los di-
versos tratamientos en relacién al contenido de
nitritos es minima, pudiendo considerarse que no
hay respuesta. Este criterio se confirmara al discu-
tir los valores del mimero de bacterias nitrita-
doras.

En todas las muestras y en todos los tratamicn-
tos el contenido de nitritos, en general disminuyé
a través de la incubacién; a partir de 9-12 dias
todos los valores tendieron a igualarse, haciéndo-
se esta similitud mas estrecha hacia el final de la
incubacion (30 dias).

¢) Nitratos. Considerando las tres muestras co-
rrespondientes a los tres casos estimados diferen-
tes, se observ6: la muestra 231, caracterizada por
muy elevada acumulacién inicial de nitritos y po-
seer menor rapidez de transformacién de amonio
en relacion a la muestra 240, acumulé cantidades
de nitratos inferiores a la de las otras dos mues-
tras. Los tratamientos 6 y 8 dieron los valores
maximos, con valores muy préximos. El tratamien-
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to con nitrégeno sélo dio valores inferiores pero
muy superiores al testigo, en el cual se registra-
ron los mas bajos. Las curvas de los tratamientos
con nitrégeno (2, 6, 8) fueron fuertemente ascen-
dentes desde el 3 al 12 dia y luego la pendiente se
hizo mucho mas suave; la curva del testigo mostré
en cambio un ligero ascenso a través de todo el
proceso, segun se observa en la figura 3.

En la muestra 252, que reaccioné medianamente
en el contenido de nitritos y que tuvo un poder de
transformacion del amonio parecido al de la mues-
tra 231, se encontré la maxima cantidad de nitra-
tos en los tratamientos 6 y 8, que fue donde se
acumularon inicialmente los nitritos. La curva
correspondiente al tratamiento 2 es inferior a la
de los dos anteriores, pero muy superior a la del
testigo. Las curvas de los tratamientos 2, 6 y 8
fueron fuertemente ascendentes entre el 3° y 6°
dia, después se hicieron mucho mas suaves. El tes-
tigo tuvo desde el comienzo un moderado y cons-
tante ascenso en su curva.

La muestra 240. caracterizada por no haber da-
do respuesta en el contenido inicial de nitritos y
tener mayor rapidez de transformacién del amo-
nio, se destacé por ser la que mostré en relacién
a las otras dos muestras los contenidos mayores
de nitratos. Los tratamientos 6 y 8 fueron los que
dieron los valores mayores de nitratos, con curvas
practicamente iguales. El tratamiento 2 dio valo-
res mas bajos pero muy superiores a los del testi-
go, en el que se obtuvieron valores de nitratos
superiores a los respectivos testigos de las muestras
231 y 252. Todas las curvas muestran un fuerte
ascenso durante el proceso de incubacién.

Como consideracion valida para todas las mues-
tras. se puede decir que la incorporacién de amo-
nio se tradujo en aumento de los nitratos y que
este aumento se intensific6 cuando se agregé car-
bonato de calcio.

d) Bacterias nitritadoras: Teniendo en cuenta
los tres casos considerados diferentes, se observo:
la muestra 231, caracterizada por una intensa res-
puesta en el contenido de nitritos por adicién
de nitrégeno y calcio juntos (tratamientos 6 v 8),
por mas lenta transformacién inicial del amonio
(respecto a la muestra 240) y por menor acumu-
lacion de nitratos en relacién a las otras dos mues-
tras. mostr6 una respuesta muy intensa en el
aumento del nimero de bacterias nitritadoras, pre-
cisamente en los tratamientos 6 y 8. Los valores,

que fueron maximos al tercer dia, disminuyeron
hasta el 15-18 dia, para luego permanecer cons-
tantes pero siendo siempre superiores a los de los
otros tratamientos. Los valores del tratamiento 2
fueron muy inferiores, pero superiores a los del
testigo hasta el 15° dia, después ambos tratamientos
arrojaron valores similares.

La muestra 252 caracterizada por una mediana
respuesta en el contenido de nitritos por adi-
ciéon de nitrégeno y calcio juntos (tratamientos
6 y 8), por una transformaciéon del amonio similar
a la de la muestra 231 y por una acumulacién de
nitratos inferiores a la muestra 240 pero superior
a la 231, tuvo también una respuesta positiva,
aunque menor que en la muestra 231, en el con-
tenido de bacterias nitritadoras a los tratamientos
6 y 8 ya que los valores del nimero de gérmenes
fueron, en esos tratamientos mas elevados, en re-
lacién a los otros. Esto acontecié a través de toda
la incubacién, aumentando el niimero de gérmenes
desde el principio hasta el 12° dia de la incuba-
ciéon para luego descender, pero registrandose
siempre valores mucho mas altos con relacién a
los otros tratamientos. Los contenidos de nitrita-
dores de los tratamientos 1 y 2 fueron muy infe-
riores, pero los de 2 fueron algo superiores a los
del 1.

En el dltimo caso, muestra 240, caracterizada
por una mayor rapidez en la transformacion del
amonio, por no dar respuesta en el contenido de
nitritos y por acumular los tenores mas elevados
de nitratos, no se hallé respuesta en el contenido
de bacterias nitritadoras, en ninguno de los trata-
mientos. El namero de gérmenes fue siempre muy
bajo (menos de 5000 por g). Por consiguiente, se
considera que este suelo no respondié a los trata-
mientos efectuados con desarrollo de jzérmenes
nitritadores, en forma similar a la respuesta que
se obtuvo en el contenido de nitritos y que también
fue negativa.

De lo expuesto se desprende que la respuesta
de estos suelos a los tratamientos efectuados, me-
dida en los primeros dias de incubacién por el
contenido de nitritos y por el namero de bacterias
nitritadoras, es similar para ambas determinacio-
nes, lo que confirma el método de SoriANO y AMoOR
AsuncionN (1969).

Teniendo en cuenta la marcha de la evolucién
del nitrégeno mineral en estos experimentos y el
hecho que los nitritos a los 12 dias de incubacién
alcanzan valores practicamente sin importancia,
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se opina que como en los métodos de Firrs y col.
(1953, 1955), StANForD y HANWAY (1955), HAN-
wAy y DumEeNIL (1955) y MUNSON y STANFORD
(1955), KEENEY y BREMNER (1967), KRESGE y
MerkLE (1957), CunNNINGHAM y CoOKE (1958 b)
y RoBinson (1968) las determinaciones quimicas
no se hacen nunca antes del 122 dia de incubacién,
el nitrégeno de los nitritos puede ser no conside-
rado. En cuanto al amonio podria tener cierta im-
portancia ya que sus valores representan una ma-
yor proporcién del nitrégeno mineral que el de los
nitritos.

Los valores que parecen mas importantes son
los correspondientes a los nitratos, que aumentan
constantemente y finalmente son los que repre-
sentan la mayor proporcién del nitrégeno mine-
ral del suelo, razén por la cual gran nimero de
investigadores lo consideren como una medida del
nitrégeno asimilable del suelo.

En lo que concierne a otros aspectos, CUNNING-
HAM y CoOKE (1958 a) estudiando la evolucién
del nitrégeno mineral en parcelas abonadas con
urea y sulfato de amonio y Giamsiaci y CERRI
(1969), en suelos incubados tratados también con
urea y sulfato de amonio, comprobaron una ra-
pida disminucién del amonio y un incremento,
también rapido, de los nitratos, lo que se confir-
ma en este trabajo.

Por otra parte, los datos microbiolégicos de
este estudio se refieren sélo a las bacterias nitrita-
doras, cuyo numero, entre los 3-6 dias de la incu-
bacion, indica claramente la respuesta operada en
la primera etapa de la nitrificacién (nitritacién)
seguida luego por una produccién y acumulacién
de nitratos que es maxima para los tratamientos
que dieron franca respuesta a la nitritacién. No
obstante, el agregado tinico de sulfato de amonio,
que en los suelos estudiados produce un pequeno
aumento del nimero de nitritadores, provoca una
produccion de nitratos que si bien es algo menor,
puede considerarse semejante a la que se verifica
en los casos de maxima respuesta a la nitritacién
y siempre mucho mas alta que en los tratamientos
sin nitrégeno.

Ademas, se observé un suelo (240) que no dio
respuesta medida por el numero de nitritadores a
ningin tratamiento y que sin embargo fue el que
acumulé la mayor cantidad de nitratos. Estos he-
chos hacen pensar en la necesidad de examinar mas
a fondo el problema microbiolégico con miras a en-
carar el estudio cuantitativo de los gérmenes nitra-

tadores, que son los que producen los nitratos. En
esta investigacién no se realizé la determinacién
cuantitativa porque se consideré que no hay méto-
dos seguros de recuento por determinacién visual
simple en medio sélido, sino que los métodos son
indirectos, por diluciones en medios liquidos y de-
terminacién del desarrollo positivo mediante carac-
terizaciéon quimica. Podria pensarse que los nitra-
tos determinados quimicamente dan una idea de la
cantidad de gérmenes nitratadores existentes pero
esta suposicién es errénea ya que la produccion de
nitratos en el suelo depende, no sé6lo del nimero
de bacterias nitratadoras y de la capacidad nitra-
tadora de las mismas y el nitrato determinado en
el suelo es un balance que resulta de la produccién
de los nitratadores y del consumo por la heterogé-
nea poblacién microbiana del suelo.

CONCLUSIONES

1. El amonio agregado al suelo es transformado
durante el periodo de incubacién siendo los valo-
res al final de ella similares a los de suelos que no
recibieron este fertilizante.

2. El nimero de gérmenes nitritadores guarda
estrecha relacién con la produccién de nitritos que
se acumulan en la primera semana de incubacién
para luego disminuir constantemente hasta casi
desaparecer al final de la misma. El mayor aumen-
to de bacterias nitritadoras y de nitritos se verifica
con el agregado de nitrégeno y calcio juntos y no
separadamente.

3. La produccién y acumulacién de nitratos se
eleva constantemente a través de todo el periodo
de incubacién y los tratamientos con amonio deter-
minan valores muy superiores a los que no recibie-
ron ese fertilizante.

4. Cuando el tratamiento provoca una respuesta
a la nitritacién, la acumulacién de nitratos es
mayor en relacion a los otros tratamientos con
respuesta mas débil. En los casos en que se obtiene
débil respuesta a la nitritacién, con el agregado
al suelo de amonio pero sin calcio, el aumento de
nitratos resulta no obstante elevado, semejante a
los tratamientos con franca respuesta a la nitrita-
cién y muy superiores a los suelos que no reciben
amonio.

5. En uno de los suelos investigados, en que no
se verificé respuesta a la nitritaciéon con ninguno
de los tratamientos efectuados, se obtuvo sin em-
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bargo el mayor contenido de nitratos de todos los
suelos estudiados, coincidiendo con un mayor con-
tenido en el testigo.

0. Se plantea la necesidad del estudio cuantita-
tivo de las bacterias nitratadoras del suelo, aunque
para estas determinaciones no existe ain un méto-
do suficientemente satisfactorio desde el punto de

vista ecoldgico.
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