EVOLUCION DEL NITROGENO MINERAL DEL SUELO
EN PRESENCIA DE AZOSPIRILLUM

T. B. R. Perotti y A. Pidello

Laboratorio de Quimica Biolégica 1. Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de Rosario.
Bd. Ovidio Lagos v Ruta 33, 2170 Casilda. Santa Fe.

RESUMEN

Se estudio durante nueve semanas, en condiciones de laboratorio, el efecto de Azospirillum sobre la evo-
lucién del N-mineral y de la actividad deshidrogenasa en un suelo Argiudol vértico muestreado en una pra-
dera naturalizada de Casilda, Santa Fe, en diferentes épocas del afio. Durante el periodo analizado, se ob-
servd en el suelo inoculado que el N-NH," presenté una disminucién en funcién del tiempo que responde
a N-NH,"* = 150./t. El N-NO3 .NO3 en las muestras de suelo inoculado presenté una tasa de acumulacioén
lineal (y = 3,91 + 0,19x). La actividad deshidrogenasa fue deprimida inicialmente por la inoculacion. En
Jos suelos controles esta actividad apareci6 relacionada con el N-NH, " (r: —0,74), situacién que no se ob-
servo en los suelos inoculados. La actividad deshidrogenasa del suelo estuvo correlacionada con el nimero
de células del in6eulo (r: 0,78). La pendiente de la curva de supervivencia del in6coulo fue similar en los tres
meses (b: —0,04 para marzo y mayo; b: —0,02 para septiembre).
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EVOLUTION OF SOIL MINERAL NITROGEN IN PRESENCE OF AZOSPIRILLUM
ABSTRACT

The effect of Azospirillum on the evolution of mineral-N and of dehidrogenase activity in a vertic Argiudoll soil,
sampled from a naturalized grassland in Casilda, Santa Fe, at various times of the year, was studied in laboratory conditions
for 9 weeks, During the analyzed period, NH,*-N showed a decrease in time that corresponded to NH, *-N = 150.1/t in the
inoculated soil. NO; .NO; -N in inoculated samples showed a lineal accumulation rate (y = 3,91 + 0,19x). Dehidrogenase
astivity was initially depressed by inoculation. In the control soil it showed correlation with NH, *-N (r: —0,74), which was
not observed in the inoculated soil. Soil dehidrogenase activity was correlated with cell number of the inoculated bacteria
(r: 0,78). The slope of the curve of survival of the inoculated bacteria was similar for the three menths (b: —0,04 in March
and May; b: —0,02 in September).

Key words: Azospirillum, mineral-N, inoculation, dehidrogenase.

INTRODUCCION en funcién de la mayor o menor concentracion de

carbono reducido disponible. Azospirilium sp. de-

La disponibilidad de formas minerales de ni- mostré ser un organismo heterotrofo con amplias

trégeno en el suelo, esenciales para la nutricion aptitudes fisiolégicas como para intervenir en dis-

vegetal, estd ligada con procesos de mineralizacion- tintas etapas de estas transformaciones (Neyra y
inmobilizacién que predominan alternativamente Débereiner, 1977).
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Se observd que esta bacteria diazétrofa rizos-
férica aumenta la absorcion del N-NOj3 en plantas
forrajeras (Okon y Kapulnik, 1986; Perotti et al,
1987) y que la cantidad de materia orgdnica del
suelo se relaciona inversamente con los diversos
efectos atribuidos a la bacteria (Fallik et al.,
1988).

En estudios para evaluar el efecto de la inocula-
cion de Festuca arundinacea en un suelo Argiu-
dol vértico de la regién, observamos que modifi-
caciones significativas en el contenido de N-NO;~
en la planta, coincidian con variaciones también
significativas en el N-mineral del suelo, aunque no
se traducian en ganancia de peso seco (Perotti et
al., 1987).

Estos hechos nos llevaron a concluir que para
comprender los efectos errdticos de la inoculacion
con Azospirillum (Jagnow, 1987) especialmente en
suelos de buena fertilidad natural, en los cuales
el carbono reducido presenta fluctuaciones tempo-
rales en un intervalo amplio, que no aparecen cla-
ramente asociadas a alternancias estacionales, (Pe-
rotti y Pidello, resultados inéditos) es necesario
estudiar la relacién de la bacteria con la dindmi-
ca de los nutrientes mayores; y entre ellos espe-
cialmente la del N-mineral (Pidello, 1985). .

Se presentan en este trabajo los resultados del
estudio de la evolucién del N-mineral eddfico lue-
go de inocular con Azospirillum muestras de un
mismo suelo, obtenidas en diferentes épocas del
afio, que presentaban distintos niveles de carbono
organico. De esta manera se pretendid enfrentar a
la poblacién bacteriana introducida a situaciones
de disponibilidad energética distinta y por consi-
guiente competir con actividades microbianas de
diferentes caracteristicas.

MATERIALES Y METODOS

El suelo utilizado en este trabajo es un Argiudol
vértico, serie Peyrano (Ne%: 0,21; Cw: 2,19; pH:
6,1; CIC: 21,7 me/100g)) (INTA, 1979) muestrea-
do en una pradera naturalizada existente en el
predio de la Facultad de Ciencias Veterinarias-
UNR. en Casilda (Santa Fe). Se utilizaron mues-
tras tomadas en los meses de marzo, mayo y sep-
tiembre (0-12 cm), las que fueron secadas al aire,
molidas y tamizadas (malla 1 mm?). Algunas
caracteristicas del suelo utilizado se presentan en
la Tabla 1. Las muestras de suelo fueron humec-
tadas al 55% P/P con una suspensién acuosa de
2.4 x 107 cél/g™ suelo seco de Azospirillum cepa
7001 (mutante resistente a la estreptomicina ob-
tenida por C. Elmirich-Instituto Pasteur, a partir
de Azospirillum brasilense sp. 7 ATCC 29145) e
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incubadas en cajas de Petri a 20° C * 0,5 con 5
repeticiones por muestra de suelo. Los controles
fueron humectados con agua destilada e incubados
con idénticas condiciones. Se tomaron muestras
del suelo incubado a los 3, 10, 18, 25,41 y 66 dias
después del inicio de las experiencias.. Se determi-
né el namero de células del inéeulo por recuento
en placa con medio NFb (Ddbereiner, 1980)
con 04% de rojo Congo v 1% de estreptomicina.
El N-mineral se determind en extractos de suelo
(CKI 2N) por destilacion con tampdén borato
(pH 8.8) y aleacion Devarda (Breraner y Keeney,
1965). Se determind la actividad deshidrogenasa
del suelo a través de la formacion del 2, 3, 5 clo-
ruro de trifenil-formazén (TPF) (Casida et al.,
1964).

Tabla 1. Algunas caracteristicas del suelo Argiudol vértico
utilizado en las experiencias de inoculacion con Azos-
pirillum cepa 7001, incubado a 20° C y 55% de hume-
dad P/P. . A

Mesde  Materia N-NH,* DHC) potencial  pH
muestreo  orgdnica (ppm) redox

(1) (mV)

(%)
Marzo 4,04 4 120 +407 7.1
Mayo 3,16 5 450 +437 7.6
Septiembre 2,19 26 60 +305 7,2

(1)C-oxidable (Walkley y Black, 1934) x 1,72 (Jackson,
1964)

(2)actividad deshidrogenasa: pg Tri-fenil-formazdn cloru-
ro (TPF). (24 h.g suelo seco)™ )

RESULTADOS Y DISCUSION
Evolucién del nitrégeno mineral

En la Tabla 2 se presenta Ja evolucion del con-
tenido de N-NH, ' y N-NO; NO7 en las muestras
incubadas. El contenido de N-NH.' al dia 3°
después del comienzo de la experiencia es signifi-
cativamente diferente (P = 0,01) entre ambos tra-
tamientos existiendo una fase de inmovilizacion
rdpida que puede asociarse con la actividad meta-
bolica de las células bacterianas nativas en los con-
troles, y nativas e introducidas en los inoculados.
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Tabla 2. Evolucion de la concentracion de N-inorganico y actividad deshidrogenasa en suelo Argiudol vértico inoculado con
Azospirilhim cepa 7001 y testigo sin inocular, incubado 20°C y 55% humedad P/P (promedio de cuatro repeticiones).

Dia de Mes de mues- Suelo incubado Suelo control
Incubacién treo del N-NH,* ~ N-NO,.No,  pH(D N-NH,*  NO, NO; pHL)
suclo . (ppm) (ppm) (ppm) {ppm)
marzo 424%25 4,8+ 03 156 £23 1083+ 9,1 0 346 * 60
30 mayo 450+ 1.2 2,0+ 0,8 176 £ 8 136,3 443 0 376 + 50
septiembre 479+ 1,8 66%23 188+ 8 1614 + 63,1 1919 212 £ 10
marzo 19,4 +4,3 7.8+27 164 + 30 82+ 0,7 0 181 + 30
10° mayo 12325 6,4+ 1,5 112+ 10 58+ 18 0 142 + 10
septiembre 23,0 £2,1 8,4 + 4,8 119+ 10 57+ 04 0 160 + 10
marzo 6,6 £2,6 1,1 £ 08 139+ 10 156 + 1.8 0 166 + 20
189 mayo 58+1,6 52127 148 £ 3 229 £ 1,6 103 £ 10
septiembre 702, 94 %14 105 * 30 19,1 £ 1,7 0 140 £ 10
marzo 10,1 £ 1,0 8,727 194 + 7 il 37 s2%07 96 + 14
250 mayo 36 1,6 32+ 1.4 165 9 322439 10,3401 87 * 10
septiembre 3,9 11,0 8,1 % 1,8 155+ 8 339 £ 22 27+09 83 + 10
marzo 26 1,9 96 %24 82+ 9 19,7 £ 6,3 1,2+ 04 138+ 7
41° mayo 74134 152%6,8 103 £ 9 296 £ 6,5 23%0,9 116 £ 6
septiembre 23%+18 258%39 112+ 7 288 £ 1,9 1,9%0,5 45+ 20
marzo 98+20 188%63 98 £ 6 173 £ 1,2 0,5+ 0,5 7B+ 5
66° mayo 10,1 £0,8 10,8*3,4 99 + 9 17,0 + 48 03+ 0,3 92+ 9
septiembre 13,6 +4,3  126+3,1 108 © 7 18,2+ 08 1,1+ 06 83 + 20

(1) actividad deshidrogenasa: ug Tri-fenil-formazdn cloruro (TPF). (24 h.g suelo seco)™

Luego de esta etapa inicial, los suelos inoculados
presentaron a lo largo de un periodo de 40 dias
una  disminucién constante de amonio (NH:" =
150.0/t) (Fig. l.a). Esta situacidbn no se observd
en los controles, donde a partir del dia 109 se re-
gistrO una nueva fase de mineralizacioén que llevd
a que hasta el fin del periodo analizado la concen-
tracion de N-NH,"' presentara valcres superiores
que los registrados en los inoculados. Este hecho
indicarfa que en las condiciones de temperatura y
humedad impuestas, Azospirillum modificéd la
dindmica del N, estabilizando una fase de inmovi-
lizacion del N-NH," independientemente de las
diferencias que existian los niveles de carbono re-
ducido disponible inicialmente en las tres mues-
tras (Tabla 1).

El contenido de N-NO; .NOj present6 valores
superiores en los suelos inoculados respecto a los
controles (Tabla 2). La presencia de Azospirillum
puede asociarse con una tasa de acumulacion de
nitrito y nitrato mas visible en comparacién con
los controles, donde, como se describid anterior-
mente, existié una mayor acumulacién de N-NH, ",

lo que sugiere que en’ estos suelos no intervino
el substrato como factor limitante de la nitrifica-
cién (Dommergues et al.,, 1978). En la Fig. 1.b
se ilustra el comportamiento del suelo inoculado
observindose que los promedios de la concen-
tracion de N-NO3 .NOj en los suelos inoculados
indican una relacion lineal respecto al tiempo
(r = 0,83; P + 0,01). El comportamiento obser-
vado en las 3 muestras inoculadas sugiere la exis-
tencia de una fase de nitrificacion que comienza
alrededor del dia 20 después del inicio de las in-
cubaciones (Tabla 2). La intensidad de esta fase,
estimada a través de la pendiente de la recta que
relaciona la concentracion con el tiempo (entre los
dfas 18 y 41) para las muestras de suelo consi-
deradas, es de 0,31 (marzo), 0,48 (mayo) y 0,78
(septiembre). Corresponde sefialar que este incre-
mento es inverso al contenido de carbono reducido
inicial que presentan las muestras (Tabla 1). Lo
que podria reflejar la relacion entre la disponibi-
lidad energética y la expresion de una actividad
esencialmente autotrofica como es la nitrificacion.
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Fig. 1. Evolucion del N-mineral de un suelo (Argiudol vér-
tico) inoculado con Azospirilium cepa 7001 inoculado
a 20° C y 55% de humedad p/p. a) N-NH,* y b)
N-NO, -N-NO, . Las lineas punteadas representan las
curvas calculadas a partir de los datos experimentales,
Los puntos son promedio de las muestras de marzo,
mayo y septiembre.

Pidello (op. cit.) observé que cuando se impo-
nia a un sistema suelo-planta o suelo solo condi-
ciones que aseguraban niveles elevados de N-mi-
neral, la presencia de Azospirillum no tenfa efec-
to sobre la dindmica del N-NH," o del N-NO3 y
N-NO3 . Los resultados que se presentan indica-
rian que cuando la inoculacion del suelo se reali-
za sin modificar abruptamente la dindmica del
N-mineral ésta podria ser afectada durante algu-
nas semanas por la presencia de esta bacteria.
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Evoluci6n de la actividad deshidrogenasa

En el momento de la obtencién de las mues-
tras, existieron diferencias significativas de activi-
dad deshidrogenasa (Tabla 1). Cuando las mues-
tras se inocularon con Azespirillum y se incuba-
ron, se observé una depresion inicial de esta ac-
tividad enzimdtica con respecto a los controles,
que se mantuvo durante los primeros 10-15 dias
(Fig. 2). La disminucién en esta actividad refle-
ja una reduccion de la actividad microbiana glo-
bal (Casida et al., op. cit.). Este efecto, que fue
observado en experiencias de inoculacion donde
se utilizd6 este mismo suelo, puede asociarse a
una accién depresora de la bacteria sobre las po-
blaciones microbianas nativas (Pidello et al,
1989), y es coincidente con otros resultados
anteriores que mostraban que el nimero de al-
gunos microorganismos diazdtrofos nativos, que
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Fig. 2. Evolucién de la actividad deshidrogenasa durante
incubaciones de suelo Argiudol vértico inoculado con
Azospirillum cepa 7001 y testigo sin inocular, a 20° C
y 55% de humedad p/p. Cada punto es el promedio de
las repeticiones de marzo, mayo y septiembre.

se presentaban en cantidad importante en el sue-
lo disminufan significativamente en la primer
semana que seguia a la inoculacién con A. brasi-
lense sp 7 (Perotti et al., 1985).

La Fig. 3 muestra la relacion observada a par-
tir del dia 100 después de la inoculacién (fecha a
partir de la cual puede considerarse que el sistema
superé el desequilibrio inicial impuesto por la hu-
mectacion e inoculacién del suelo) entre la acti-
vidad deshidrogenasa y la concentracién de
N-NH," en el suelo control e inoculado (valores
promedios). La correlacién (r = 0,74) que mues-
tra la Fig. 3.a (control) indicaria que las concen-
traciones mas bajas observadas de N-NH; " (en el
dia 109 por ejemplo) se presentan cuando hay
mayor actividad microbiana (inmohbilizacion pre-



Evolucidn del N en presencia de Azospirillum 45

dominante). Esta relacién no se observa en el sue-
lo inoculado (Fig. 3.b), probablemente en razon
de que el N-NH, " se present en concentraciones
inferiores respecto a las observadas en los contro-
les (Fig. 1), lo que estarfa reflejando una ausencia
de fases en las que predomine netamente la mine-
ralizacién o la inmovilizacion del nitrégeno del
suelo, con el correspondiente aumento o desa-
paricion de la forma N-NH,'. En estas condicio-
nes, es logico que no se presenten relacionados los
cambios en la concentracién del ién con la acti-
vidad microbiana global.
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Fig. 3. Relacién del N-NH, " y la actividad deshidrogenasa

durante incubaciones de suelo (Argiudol vértico) tes-

tigo a- e inoculado con Azospirillum cepa 7001 b-

(20° C y 55% humedad p/p). Cada punto es el prome-

dio de las muestras de marzo, mayo y septiembre. Los
niimeros corresponden al dia de muestreo,

Evolucién del ntimero de bacterias inoculadas

En la Tabla 3 se observa el comportamiento
de Azospirillum en las muestras incubadas. La
poblacion inicial decrece en el tiempo en todos
los casos, presentando una disminucion de entre
uno y dos ordenes de potencia al fin del periodo
estudiado, en coincidencia con observaciones
realizadas anteriormente (Perotti et al., 1987). En
las muestras de suelo de los meses de marzo a
#ayo la disminucion del nimero de microorga-
a«iSmos en el tiempo es lineal (r = —0,93 y —0,83,
Iespectivamente) con una pendiente similar en
ambos casos (b = —0,04). En el suelo del mes de
septiembre el comportamiento del inéculo fue al-
go diferente, observandose una disminucién en el
nimero de microorganismos menos pronunciada

o g TPE. (g suelo seco .24h)!

[V P —
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Fig. 4. Relazion de la actividad deshidrogenasa y las UFC

de Azospirillum cepa 7001 en el transcurso de las in-

cubaciones de suelo (Argiudol vértico a 20° C v 5504

humedad p/p). Cada punto es el promedio de las re-
peticiones de marzo, mayo y septiem bre.

Tabla 3. Azospirillum cepa 7001 en las muestras incubadas, comportamiento en el transcurso de las experiencias de ino-
culacion de un suelo Argiudol vértico incubado a 20° Cy 55 wde humedad P/P.

Tiempo después

UFC. (g suelo seco)™

de la incubacion (logy )
(dias) marzo(l) mayoll) septiembre(1) Promedio de las tres
muestras
3 6,7 10,4 6,9%0,1 6,9 10,2 6,8 +0,1
10 6,3 +0,2 55 % 54 *0,5 3,7+0.3
24 54 10,2 5,810,02 6,2 70,1 58 10,1
4] 5,340,086 48104 5,7 20,1 5,3 *0,1
Ecuacién de y=-004x + 6,8 y=- 0,04x + 6,5 y=0,02x +6.3
regresion
r -0,93 - 0,83 ~ 0,43

(1) mes de muestreo del suelo

Ciencia del Suelo - Vol, 8 NO 1-1990



46 E. B. R. Perotti y A. Pidello

(b = —0,02), no existiendo buen ajuste con la
funcion lineal (r = —0,43) (Tabla 3).

No obstante la diferencia observada, el compor-
tamiento del indculo puede considerarse similar en
los suelos de los distintos meses, y tomando los
valores promedios del mimero de Azospirillum por
gramo de suelo para cada fecha, se observo una
relacién positiva con la actividad deshidrogenasa
(r = 0,78) (Fig. 4). Esta relacion indicaria que el
indculo activo incide visiblemente en una acti-
vidad enzimdtica que es reflejo de la actividad
microbiana total del sistema, lo que permite su-

suelo en forma directa (en razén de las diversas

potencialidades fisiologicas del inéculo) o indi-
recta (a través del efecto sobre otros grupos fun-
cionales bacterianos) (Pidello y Chapo, resul-
tados inéditos).
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poner -que el efecto de la inoculacion con esta
bacteria podria reflejarse igualmente de manera
significativa en diversos procesos bioguimicos del
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