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Resumen

De manera natural los bosques tropicales tienen una influencia masiva en el ciclo global del
nitrogeno (N) dada su participacion en la fijacion bioldgica y en la emision de 6xido nitroso
(N20). Las actividades antropogénicas han alterado el ciclo del N aumentando las tasas de
ingreso desde la atmosfera y las de pérdidas en ecosistemas terrestres. Ante esta
problematica se desconocen los efectos de éste incremento en el ingreso de N en la
dinamica del nutriente en los bosques tropicales. Particularmente, el desconocimiento es
mayor en los bosques tropicales secos a pesar que éste ecosistema tiene una gran extension
en el mundo. Ante esta situacion, el presente trabajo tuvo como objetivo determinar la
participacion de la vegetacion en la retencion del N que ingresa al suelo, asi como la
importancia de las diferentes vias de pérdida del N en un bosque tropical seco en la
Peninsula de Yucatan. Para cumplir con el objetivo se realizé el estudio de la abundancia
natural de N en el ecosistema y un experimento de adicion de **N al suelo como un
trazador isotdpico, los ensayos fueron realizados en campo. Los resultados indicaron una
recuperacion media del is6topo que oscil6 entre 30 y 60% de la cantidad afiadida. Del *°N
recuperado, entre el 15 y el 40% fue tomado por parte de las raices finas del bosque,
indicando que la vegetacidn es un importante mecanismo de retencién del N que ingresa al
ecosistema. Los resultados obtenidos respecto a la abundancia natural de & *>N,O (4 a 6 %o)
y °NO5" (-30 a +11 %o) en el suelo y en lixiviados (-5 a +4 %o), asi como de los flujos de N
por lixiviacién y por emision de >N,O demostraron que es el lavado del N inorgénico
presente en el suelo mineral la principal via de pérdida desde el ecosistema. Por otra parte,
el 25% del N producido por nitrificacion en el suelo salid del ecosistema por lixiviacion
(*NO3 ", 24 %) y en forma gaseosa (*>N,O; 1%). Este estudio permiti6 concluir, que si bien
los procesos internos (sistema suelo-planta) del ecosistema, son mecanismos que permitiran
retener una parte importante del N aumentado por deposicion atmosferica; es posible que
este incremento en el N producird una fuerte contaminacion de aguas subterraneas y
marinas, debido a los incrementos esperados en la lixiviacion del N desde los ecosistemas
terrestres tropicales secos. Finalmente, éste estudio demuestra que el implementar

herramientas de is6topos estables genera evidencias directas respecto a las respuestas de los



ecosistemas ante el aumento observado, y tambien el esperado, en el ingreso de N

contribuyendo al entendimiento de la dindmica futura del nutriente.

Palabras clave: Isétopo °N, Liberacién de oxido nitroso, Lixiviacion de N, Tasa bruta de

mineralizacion y nitrificacion, Toma de N por la vegetacion.

Abstract

Natural tropical forests have a massive influence in the global nitrogen (N) cycle, given for
their inputs on the biological fixation and their outputs of nitrous oxide emissions.
Anthropogenic activities have altered the N cycle, increasing the atmospheric inputs and
terrestrial ecosystems outputs. It remains unknown how the nitrogen atmospheric inputs
could affect the tropical forests nutrient cycles. Particularly, there is a lack of knowledge in
regard to dry tropical forests even though this ecosystem has a global extension.
Considering these issues, the aim of this study was determinate the participation of the
vegetation on the retention of N that enters in to the soil, and to evaluate the main pathways
for N losses from dry tropical forests. To accomplish that we evaluated the natural
abundance of N and conducted a field experiment with >N addition as isotopic tracer.
The results indicated that 30 to 60% of the °N added was recovered by the ecosystem.
Around 15 to 40 % of this >N recovery was taken by fine roots, indicating that the
vegetation is an important mechanism of N retention of the N that’s enters in to the
ecosystem. The natural abundance results of §°N,O (4 to 6 %o) and *°NOs (-30 to +11 %o)
in soil and the leaching (-5 to +4 %), and also the N leaching flux and emission of **N,O
demonstrate the N inorganic leaching in soil mineral is the main way of N loss. Also, we
found about 25% of the nitrified nitrogen lost by leaching (**NOs’, 24%) and a small
amount was transformed into gas (**N,O; 1%). We conclude that internal process (plant-
soil system) are the mechanism that will allowed conserve N under increasing N
deposition; but it is possible that part of these new N inputs could produce contamination of
aquifer and the coastal marine water, due to the expected increment in N leaching in

ecosystems dry tropical. Finally, this study demonstrates that the implementation of stable



isotopes tools generates direct evidences regarding the response of the ecosystems of N

inputs observed and contributes to future knowledge on the nutrient dynamic.

Key words: N isotope, N leaching, N plant uptake, nitrous oxide, rate gross

mineralization and nitrification.



Introduccion

El nitrogeno (N) es un elemento esencial para cualquier forma de vida en la Tierra. Los
organismos vivos utilizan N para formar una serie de compuestos organicos tales como
aminoacidos, acidos nucléicos y proteinas. Su mayor reservorio se encuentra en la
atmosfera, sin embargo el 99% del N existente no se encuentra en formas disponibles para
los organismos (Galloway et al. 2003), por lo que esta baja disponibilidad de N es uno de
los principales limitantes del funcionamiento de los ecosistemas (Elser et al. 2007). Las
plantas disponen de este elemento a traves de la descomposicion de la materia organica y
por la fijacion bioldgica del N atmosférico o N molecular (FBN), proceso por el cual los
microorganismos del suelo juegan un papel fundamental no solo para la fijacion y las
trasformaciones del N (N, — NH,") (Figura 1), sino también en la regulacion del sistema

suelo-planta (Robertson y Groffman 2007).

N, N>
*
N;0
*
Fijacion 7
biolégica , i NO
MOS Toma de N por la 4
vegetacion
Mineralizacion| o
Nitrificacion
| e ___ ~| NO;s - .
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NBM

Inmovilizacion

Lixiviacion

Figura 1. Ciclo del nitrogeno en ecosistemas terrestres (modificado de Chapin et al. 2011). MOS,

materia organica del suelo; NMB, nitrégeno en biomasa microbiana.



A escala global, las tasas de ingreso y de pérdidas de N en los ecosistemas terrestres han
aumentado como consecuencia del incremento en el deposito atmosférico de N reactivo
(Nr) (Galloway et al. 2008); considerando al Nr como todas las formas biolégicamente
activas en la biosfera y fotoquimicamente reactivas en la atmdsfera (nitrato, NO3; amonio,
NH,"; oxido nitrito, NO,; oxido nitrico, NO; oxido nitroso, N,O; amoniaco, NHa. entre
otros). La quema de combustibles fdsiles, el uso de fertilizantes inorganicos en la
agricultura, el cultivo de leguminosas con capacidad simbiotica para fijar el N atmosférico
y otras actividades humanas, han causado la alteracion del ciclo global del bioelemento
(Fowler et al. 2013). Durante las Gltimas décadas, la creacion de Nr producido para la
fertilizacion de cultivos (conocido como el proceso de Haber-Boch) ha tenido un impacto
severo en el ciclo global del N, puesto que ha doblado la fijacion global, aumentando en un
80% las emisiones del N,O a la atmosfera (IPCC 2013). El aumento en la disponibilidad
del Nr ha acelerado la movilidad del nutriente dentro de la bidsfera, la hidrosfera y
atmosfera (Galloway et al. 2003). Asi mismo esta movilidad de N ha tenido impactos en
los ecosistemas como la eutrofizacion de cuerpos de agua, aumento en la concentracion en
los Oxidos de nitrogéno (NOy), aerosoles y ozono troposférico, ademas de la reduccién o
pérdida de biodiversidad en los ecosistemas terrestres y/o acuaticos (Galloway et al. 2008).
Particularmente, el depo6sito de N en los trépicos ha aumentado durante las Ultimas décadas
y se prevé un aumento significativo para el 2030 (Dentener et al. 2006).

Los bosques tropicales contienen grandes reservorios de N y contribuyen con el 70 % a la
fijacion natural terrestre de N (Townsend et al. 2011). Ademas se estima que estos bosques
son responsables del 40-70% de las emisiones naturales de N,O (Bai et al. 2012). Estos
ecosistemas contienen abundantes especies vegetales con capacidad simbiotica para fijar el
N (Pennington et al. 2009); sin embargo, en éste bioma la disponibilidad de N en el suelo
puede limitar cietos procesos ecosistemicos, tales como el crecimiento de la vegetacion
(Lebauer y Tresender 2008). Ante el incremento esperado en el depdsito de N es dificil
estimar la magnitud de estas respuestas en los tropicos debido a la gran heterogeneidad que
presentan estos ecosistemas (Heitz et al. 2011), y aunque recientemente se ha demostrado
sus efectos en la vegetacion y actividad microbiana (Bejarano-Castillo et al. 2015), no se

conoce con precision la magnitud de los destinos de éste N.



En particular, ha Illamado la atencion el analisis de los efectos del enriquecimiento con N en
bosques tropicales secos (BTS), dado que éstos ecosistemas ocupan el 42% del area forestal
pantropical (Murphy y Lugo 1986, Miles et al. 2006). En Meéxico, los bosques tropicales
secos tienen una amplia distribucion cubriendo aproximadamente el 11% de la superficie
nacional (Challenger y Soberdn 2008) (Figura 2). La distribucién més al norte alcanza las
latitudes 29y 27 °N. Se extienden desde el Estado de Sonora hasta el sur del pais por la
vertiente del Pacifico alcanzando el Estado de Chiapas (Miles et al. 2006 y Trejo 2015), y
por la vertiente del Golfo hasta la Peninsula de Yucatan; y estan presentes, también, en el
centro del pais y en la Peninsula de Baja California. Particularmente en la Peninsula de
Yucatan se localiza una region de BTS con una amplia extension (Miles et al. 2006,
Challenger y Soberdn 2008, Trejo 2015).

= Bosque Tropical Seco

Los BTS se caracterizan por tener un régimen estacional de lluvias, que concentra
aproximadamente el 80 % de la precipitacion anual en 5 meses, y una estacion de sequia
que dura de 3 a 6 meses y que recibe una cantidad de lluvia menor que 100 mm por mes,
dependiendo de la region (Murphy y Lugo 1986, Banda-R et al. 2016). Esta estacionalidad
modula la dindmica de N, presentandose pulsos en la estacion de lluvia (Gei y Powers,



2014). Estos ecosistemas pueden contener altas cantidades de N acumulado en el suelo,
facilitado por un periodo de secas en que la desnitrificacion es baja (NO3” — NO,” — NO
— N,O — Ny) v la lixivacion nula (Garcia-Méndez et al. 1991, Saynes et al. 2005). Los
destinos del N en los bosques tropicales secos no han sido documentados como en su
contraparte humeda (bosques tropicales himedos) (Templer et al. 2008, Bejarano-Castillo
et al. 2015). Dada la amplia extension de los BTS, este ecosistema tiene una influencia
masiva en el ciclo global del N. La carencia de informacion limita nuestra capacidad
predictiva respecto a los escenarios futuros del ciclo del N en el bioma ante el cambio
global en su depdsito (Bejarano et al. 2014a). Ante esta necesidad, en el presente trabajo se
analizan los mecanismos de retencion de N como es la participacion de la vegetacion; asi
como las salidas del nutriente desde el ecosistema (desnitrificacion y/o lixiviacion), en un

bosque tropical seco de la Peninsula de Yucatan.



Antecedentes

El ciclo del nitrogeno en bosques tropicales

La gran heterogeneidad del bioma forestal tropical, tiene consecuencias en los ciclos de los
nutrientes como es el caso de N (Townsend et al. 2008). Los estudios en estos bosques han
demostrado que contienen grandes reservorios de N (Hedin et al. 2009). Las relaciones
bioldgicas entre las plantas y microorganismos fijadores de N atmosférico, que en su
mayoria pertenecen a la familia Fabaceae, podrian explicar las altas entradas de N a los
ecosistemas tropicales, donde esta familia es abundante (Pennignton et al. 2009). La
fijacién biologica alivia las necesidades de N en suelos infértiles (Batterman et al. 2013).
En condiciones ricas de N (bosques maduros) los arboles parecen regular la fijacion, como
una estrategia benéfica para minimizar los costos energéticos (Hedin et al. 2009). Sin
embargo, surgen varias interrogantes ante la participacion de la fijacion biologica de N en
estos ecosistemas, puesto que se ha determinado que no todo el N fijado es utilizable por

las plantas (Freitas et al. 2010).

A pesar de las evidencias que marcan que estos ecosistemas son ricos en N, diversos
factores abidticos y bidticos contribuyen a limitar la disponibilidad de este nutriente para la
vegetacion (Elser et al. 2007, Hedin et al. 2009). Bejarano-Castillo y colaboradores (2015)
al comparar experimentos con enriquecimiento de N demostraron que los BTS son més
ricos en N que los humedos de montafia. EI aumento en la concentracién de N total,
amonio, N microbiano en el suelo, y la baja concentracion de N disuelto indica que el
estado inicial del N en BTS es alto (Bejarano-Castillo et al. 2015). Asi mismo se ha
demostrado la influencia de la cantidad de lluvia anual, mediante estudios en un gradiente
de precipitacion, en el ciclo del N en BTS, con efectos en la disponibilidad de N (Campo
2016). Esta baja disponibilidad de N puede limitar la descomposicién de la materia

organica en el piso forestal (Campo y Vazquez-Yanes 2004; Bejarano et al. 2014b).



Retencion y pérdidas de nitrogeno en bosques tropicales

En los bosques tropicales humedos, donde las pérdidas del N son altas (Templer et al.
2008, Brookshire et al. 2012), la toma de amonio por parte de las plantas y la via
desasimilatoria de nitrato (NOs” — NO, — NHjy"), son los principales mecanismos de
conservacion del N a escala del ecosistema (Silver et al. 2001, Templer et al. 2008). Las
plantas y el suelo retienen aproximadamente el 70% del N que ingresa al ecosistema
(Gurmesa et al. 2016). En el caso de los BTS estos procesos estan regulados por la
estacionalidad de la precipitacion. La estacion de lluvia estimula la inmovilizacion de N por
parte de los microorganismos del suelo y la toma de N por la vegetacion (Saynes et al.
2005, Gei y Powers 2014), pero también incrementa la actividad microbiana y las
transformaciones del N en el suelo (Bejarano et al. 2014a). En la temporada de secas el N
inorganico es inmovilizado en la biomasa microbiana (Saynes et al. 2005, Anaya et al.
2007), ante la reduccién de su toma por parte de la vegetacion debido a la falta de agua en

el suelo y a la muerte de las raices finas (Castellanos et al. 2001).

En cuanto a la toma de N por parte de la vegetacion, las especies hacen un cambio de sus
preferencias de las diferentes formas de N organico e inorganico presentes en el suelo,
dependiendo de la disponibilidad del nutriente en respuesta al cambio de precipitacion
(Houlton et al. 2007). En especies tropicales al cambiar de ambientes semiaridos a
humedos, las preferencias cambian de NOs™ a NH4". De igual forma la relacion NH;:NO; en
el suelo experimenta un cambio, en ambientes himedos la descomposicion de la materia
organica es alta y el NO3™ es mayormente lixiviado, permitiendo que la relacion NH;:NOs
aumente (valores mayores a uno) (Houlton et al. 2007, Wang y Macko 2011). El pH del
suelo puede limitar el transporte del N inorganico. Existe una mayor absorcién de NO3™ en
suelos alcalinos, mientras que la absorcion de NH," esta favorecida en suelos con pH bajo
(Britto y Kronzuchaer 2013). Por otro lado, las plantas invierten recursos para sostener
simbiontes micorrizicos que les permitan acceder a fuentes de N inorganico (Andersen et
al. 2017).



Los bosques tropicales son el bioma terrestre que mas contribuye al N exportado a la
atmosfera por via de desnitrificacion, principalmente como N,O, y a las zonas costeras
marinas por lixiviacion, principalmente de NO3’, representando alrededor del 70% de las
pérdidas globales de N desde ecosistemas terrestres (Townsen et al. 2011, Bai et al. 2012).
Diversos estudios indican que las grandes pérdidas son ocasionadas por desnitrificacion
aportando grandes emisiones de N,O a la atmdsfera, cerca de 7.3 a 13.2 Teragramos (1 Tg
= 10" g) al afio (Houlton et al. 2006, Bai et al. 2012). Estas emisiones estan vinculadas
principalmente con procesos microbianos (Houlton y Bai 2009, Butterbach et al. 2013,
Fang et al. 2015). Actualmente las emisiones totales de N desde las regiones tropicales son
inciertas, y se piensa que podrian estar subestimadas (IPCC 2013). En los BTS se ha
reportado altas pérdidas de N desde los ecosistemas por emision de N,O en respuesta a los
pulsos de disponibilidad de agua (Bejarano et al. 2015, Bai et al. 2012). Con las primeras
lluvias, al finalizar la temporada de sequia, se presenta una alta emisién de N,O y de NO
(Garcia-Méndez et al. 1991, Erickson et al. 2002, Bejarano et al. 2015). Las emisiones de
N,O no presentan un pico tan alto, como las de NO, pero permanecen continuas durante la
temporada de lluvias (Matson y Vitousek, 1995). La movilidad del NO3; mediante la
lixiviacion del agua resulta mayor en estos ecosistemas humedos (Bejarano et al. 2015,
Brookshire et al. 2012), superando a las perdidas por desnitrificacion, hasta en un 75%
(Templer et al. 2008). En los BTS las altas concentraciones de N lixiviado estan
relacionadas con la estacionalidad en la precipitacién (Anaya et al. 2007). En las primeras
lluvias, el mayor aporte de N inorganico lixiviado proviene del mantillo acumulado durante

la época de sequia (Gei y Powers 2014).

Al comparar las pérdidas en bosques (desnitrificacion vs lixiviacion) estudios recientes
reportan que la exportacion de N por desnitrificacion es seis veces mayor que el NO3
lixiviado en ecosistemas terrestres (Fang 2015); sin embargo, esta relacion podria ser de
menor magnitud ya que el nimero de bosques utilizados es limitado y no se contemplan los
BTS.
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El ciclo del nitrégeno en los bosques tropicales secos de la Peninsula de Yucatan

En la Peninsula de Yucatan los fendmenos meteoroldgicos como los huracanes y la
ocurrencia del fendmeno de EI Nifio impactan los ciclos de los nutrientes en general, y el de
N en particular (Hasselquist et al. 2010). Se plantea que la frecuencia de incendios en la
peninsula y la composicion de compuestos recalcitrantes en el mantillo estén relacionados
con el almacenamiento de la materia organica en el suelo (Campo y Merino 2016) y por lo
tanto, con el de N, almacenado en la materia orgéanica en el suelo (Chapin et al. 2011). Se
ha descrito que en estos bosques la disponibilidad de N no es homogénea, existiendo una
gran variabilidad regional en los ciclos biogeoquimicos que refleja la variabilidad en la
cantidad anual de precipitacion (Cuevas et al. 2013, Bejarano et al. 2014a, Campo 2016).
Parte de esta variabilidad refleja cambios en el almacenamiento de C en el suelo en
respuesta a la cantidad anual de precipitacion (Campo et al. 2015, Campo y Merino 2016).
Asi mismo, existe también heterogeneidad biogeoguimica entre sitios dentro de una misma
condicion climatica, la cual es producida por la gran variacion espacial de los suelos a
escala local (Ceccon et al. 2003, Maldonado 2013, Ortega 2014).

Estudios previos han demostrado que un aumento en la disponibilidad de N en el suelo
podria producir cambios en su inmovilizacion por parte de la biomasa microbiana del suelo
(Solis y Campo 2004) e incrementar su absorcion por parte de la vegetacion (Dirzo y
Campo 2003, Campo et al. 2012) incrementando el flujo del N desde la vegetacién al suelo
(Campo et al. 2007). Si bien se dispone, de estas evidencias indirectas del aprovechamiento
por parte de la vegetacién del N agregado al sistema, ninguno de estos estudios ha
cuantificado la participacién de la vegetacion como destino del N que ingresa al
ecosistema. Este destino es particularmente importante, considerando que las relaciones
isotopicas >N:*N en las hojas de los arboles y en el suelo de la Peninsula de Yucatan
sugieren la existencia de una considerable pérdida de N desde éstos ecosistemas (Roa-
Fuentes et al. 2015), lo cual podria explicar la limitacion por N observada en el
funcionamiento del ecosistema de la regién (Campo y Vazquez-Yanes 2004). Sin embargo,
no se han realizado estudios en campo que cuantifiqguen las pérdidas, tanto por

desnitrificacion como por lixiviacion, en los bosques tropicales secos de Yucatan.
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El uso de isotopos estables en el estudio del ciclo del nitrogeno

Los isotopos estables son aquellas formas de un elemento que difieren en el nimero de
neutrones en el nucleo, y que ademéas no son radioactivos. Los is6topos estables han sido
utilizados como herramientas en los procesos ambientales y, especificamente, para el
estudio de los ciclos biogeoquimicos. Normalmente se trabaja con isdtopos pesados como
el °C, 2H y 0 y N, este Gltimo nos ayuda en el entendimiento del funcionamiento del
ciclo del N (Fry 2008).

La composicidn isotopica es comunmente expresada con la letra delta (5) que denota partes
per mil (%o). El is6topo pesado es comparado con el is6topo més comdn en la naturaleza, en
el nitrégeno el is6topo comdn o ligero es el *N. La relacion *N:**N en la muestra es
comparada con la de un estandar que en el caso del N es la relacion de N:**N del N,
atmosférico (Fry 2008).

5= [(R muesta/, estandar) — 1] +1000 Ecuacion 1
5N muestra/ “*Nmuestra
6=\l o — 1| * 1000
N estandar/~*N estandar
En donde:

R muestra: Relacion *°N:*N en la muestra
R estandar: Relacion °N:'*N en el aire (0.0036765 %)
>N estandar: >N en el aire atmosférico (0.36630 %): y

N estandar: N en el aire (99.63370 %)
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La mayor abundancia en la naturaleza de N se encuentra en aire en forma de dinitrogeno
(N2) razdn por la cual se le considera como el estandar. Por lo tanto el valor de & para N es
cero.

La abundancia natural de >N en los almacenes de N est4 determinada principalmente por:
(1) la concentracion de N en las entradas de N al ecosistema por depésito desde la
atmosfera y fijacion bioldgica, y las salidas del nutriente desde el ecosistema relacionadas
a la movilidad de N por lixiviacion, (2) por el fraccionamiento isotdpico, o la fluctuacion en
las relaciones de isétopos de nitrogeno que ocurre durante las transformaciones de N dentro
de los ecosistemas en las que participan los microorganismos y las plantas (Mariotti et al.
1981, Hogberg 1997, Evans 2007, Craine et al. 2015). Esta diferencia entre los almacenes,
y sobre todo la huella isotdpica que deja esta discriminacion por parte de los organismos, ha
permitido dar mas informacion respecto al estado actual del N en los ecosistemas terrestres
naturales (Amudson et al. 2003, Bai et al. 2012, Craine et al. 2015, ver Figura 3); e
identificar las fuentes y los destinos del N relacionado con actividades humanas (Fry 2008,
Koba et al. 2012, Wang et al. 2014). Se han reportado valores de 8'°N cercanos a cero en
las plantas que tienen simbiosis con microorganismos fijadores de N (Figura 3). Sin
embargo, se observan valores de enriquecimiento (positivos) a valores indicadores de
empobrecimiento (negativos) por discriminacion respecto a su isétopo liviano **N en los
flujos por deposito himedo desde la atmosfera, fijacion bioldgica, toma de N por parte de
plantas y procesos de descomposicion en suelos. También, las rocas presentan rangos de

abundacia natural de *>N que implican procesos de discriminacién y de enriquecimiento.
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Figura 3. Rangos de abundancia natural de N en los ecosistemas terrestres y derivados de
actividades humanas. Los valores son expresados en partes por mil (%.) (modificado de Fry 2008;
con base en datos de Amudson et al. 2003, Evans 2007 y Craine et al. 2015).

Técnica de dilucion *°N

La adicién de un isétopo pesado (**N) a un determinado sistema sirve como un trazador,
cuyo principal objetivo es rastrear los destinos del is6topo mediante las transformaciones
que pueda sufrir una vez que ingresa al dico sistema (Robinson 2001). Una de las técnicas
més utilizadas en campo es la dilucién isotopica de *>N (**N pool dilution en inglés) la cual
implica la adicién de N para etiquetar el almacén del producto (NHs;* 6 NO3) y se
monitorea la tasa a la cual la produccion altera el enriquecimiento isotopico de ese almacén
(Hart et al. 1994). La adicion del isétopo consiste en utilizar compuestos enriquecidos con
el is6topo pesado de N (i.e., *°N) como ®NH,Cl y K*®NOs. Esta técnica permite medir las
tasas brutas de mineralizacion y nitrificacion, asi como las perdidas de N por
desnitrificacion y por lixiviacion, y el consumo de N (Evans 2007). También se puede
evaluar la retencion de N en el ecosistema, y gracias al rastreo del isotopo es posible
detectar la participacion de cada compartimento (raices, hojas, suelo, gases, entre otros) en

la retencidon del nutriente del ecosistema (Templer et al. 2012).
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Al utilizar esta técnica se deben considerar tres supuestos: (1) al adicionar **N no debe
existir discriminacion por el isétopo pesado *°N, puesto que al adicionar una concentracion
més alta de la que originalmente se encuentra se obliga a los organismos a tomar el
nutriente enriquecido, al menos durante el experimento; (2) el N inmovilizado por la
biomasa microbiana no sera remineralizado, se espera que el consumo del N sea muy
rpido (una semana o menos), por lo que s6lo se analizara las tasas del ciclo en ese periodo
;'Y (3) la adicion del is6topo serd homogenea, es decir, se requiere que la concentracion del

isétopo debe ser equitativa en el area asignada (Barraclough 1995).

Aunque las dos técnicas (abundancia natural y trazadorisotdpico) busquen objetivos
particulares, es claro que ambas herramientas proporcionan informacion util para el
entendimiento de los ciclos biogeoquimicos y en el caso particular del ciclo del N en los

ecosistemas.

Justificacion

Los trabajos recientes en BTS sugieren que existen grandes pérdidas de N desde el
ecosistema. Considerando que se espera que la deposicion de Nr en el trépico aumente en
32 kg N ha afio™ para el afio 2030 (Dentener et al. 2006), en el presente estudio se plantea
determinar los destinos del N una vez que ingresa al suelo, utilizando: (1) el estudio de la
abundancia natural de *°N en el sistema y, (2) la realizacién de ensayos en campo con la
adicion del trazador isotdpico. En conjunto, los resultados obtenidos permitiran determinar
la participacion de la vegetacion en la retencion del Nr en los tropicos, asi como cuantificar

la importancia de sus pérdidas por desnitrificacion y por lixiviacion en BTS.
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Objetivo general

Determinar la participacion de la vegetacion en la retencion del N que ingresa al suelo, asi
como la importancia de las diferentes vias de pérdida del N desde el ecosistema, como una

aproximacion en el estudio de los destinos del nitrégeno reactivo.

Hipotesis

H;. La preferencia por la forma reducida de N por parte de la vegetacion producird una
mayor toma de amonio respecto a la correspondiente al nitrato en bosques tropicales

SeCos.

H,. Puesto que en los trdpicos la desnitrificacion es la principal via de pérdida del
elemento desde los ecosistemas forestales, se considera que las pérdidas por liberacién del
gas N,O seran mayores respecto a aquellas que ocurren por la lixiviacion del suelo en

bosques tropicales secos.

16



Materiales y métodos

Area de estudio

El estudio se desarroll6 en el Municipio de Tzucacab (palabra derivada de la lengua maya
que significa tzuc “parte del pueblo pequefio” y kakab “pueblo pequefio”) (20°00°06*” N y
89°02°30°” O; altitud 36 m) al sur del Estado de Yucatan. La temperatura promedio anual
es de 25.5 °C y el promedio de lluvia de 1240 mm afio™ (Figura 4). En el sitio de estudio
existe una marcada estacionalidad en la distribucion de las lluvias, con una estacion seca de
siete meses (de noviembre a mayo), y una de lluvias (de junio a octubre) que concentra el
80% de la cantidad total de lluvias en el afio. EI material parental es roca caliza que data del
periodo Plioceno Terciario (Bautista et al. 2011). Los suelos dominantes en el area se
clasifican como Luvisoles (suelos de color café-rojizo y con bajo contenido de materia
orgénica), acompafiados por Leptosoles molicos calcarico-humicos (suelos de color negro,
con alto contenido de materia orgénica; Maldonado 2013). La vegetacion se conforma por
selva mediana subcaducifolia. La familia Fabaceae, es la mas importante en el area (Roa-
Fuentes et al. 2012). En el Cuadro 1 se presentan algunas caracteristicas de los suelos y de

vegetacion en el area de estudio, reportadas en trabajos anteriores.
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Figura 4. Temperatura del aire (linea) y precipitacion (barras) en el area de estudio. (a) datos de
largo plazo (periodo de 1950 a 2010) y (b) del afio de estudio (2013). Estacion meteoroldgica de
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Tzucacab (20°04'14" N, 89°02'38" Q). Las escalas (10 °C = 20 mm) fueron elegidas, porque cuando

la linea de temperatura esta por debajo de la barra de precipitacion, la demanda de agua es menor
que la precipitacion mensual, y cuando la linea de temperatura esta por encima de la barra de

precipitacion, la demanda de agua excede a la precipitacion. La flecha indica el mes en que se

realizo el experimento de adicion de *N.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales del sito de estudio. Los valores son medias + 1 E.E.

Coordenadas
Altitud (m)
Clima®
Temperatura media anual °
Precipitacién media anual (mm afio™)"
Relacion precipitacion media anual:
Evapotranspiracién media anual (mm mm™)®
Suelo (0- 10 cm de profundidad)®*
Densidad (g cm™)
Arena (%)
Limo (%)
Arcilla (%)
pH
C total (mg C g™)
N total (mg N g)
NO; -N (ug N g™)
NH,"-N (ug N g™)
Tasa neta de mineralizacion N (mg N g* d %)
Vegetacion ©
Altura de los arboles (m)
Area basal (m* ha™)
Biomasa de raices (Mg ha™)
Didmetro <1 mm

Didmetro 1-4 mm

20°00°06°" N, 89°02°30>* O
36

Aw1 (calido subhimedo)
25.5

1240

0.72

0.80+0.01
65.8+2.8
1.3+05
30.0+2.4
7.4 +0.02
142 +9
8.7+0.9
26.8 + 3.3
352+21
1.35+0.36

5.35+0.19
309+49

2.72+0.33
4.86 £ 0.37

®Garcia (1998)

® Campo (2016)

¢ Roa-Fuentes et al. (2012)
¢ Cuevas et al. (2013)

® Bejarano et al. (2014a)
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Disefio experimental

En el area de estudio se establecieron tres parcelas (5 mx 9 m) en el mes de octubre del
2011. En cada una de las parcelas se formaron seis columnas en las cuales se escavaron 10
hoyos a una profundidad de 10 cm (Figura 5). Al suelo removido se le extrajeron las raices
y las rocas. Este suelo se coloco en nucleos de 5 cm de diametro y 10 cm de profundidad,
construidos con una maya de nylon (malla 2 mm para permitir la entrada de las raices finas
menores o igual a ese diametro). Se instalarén 60 ndcleos por parcela, éstos tuvieron una
separacion de 1 m entre si. Cada parcela se dividio en tres grupos y cada grupo conto con
dos filas de 10 nucleos (Figura 5). Cada grupo representd la recolecta de los ndcleos
después de la adicidn del is6topo a diferentes tiempos: 30 minutos (Inicial), 1 dia (1d) y
cinco dias (5d). A cada cilindro del grupo correspondiente a la recolecta en tiempo 5d se le
coloco una bolsa que contenia 10 g de resina de intercambio i6nico (Dowex Monosphere
MR-3 UPW Mixed lon Exchange Resin), para recolectar el N lixiviado (Anexo: Figura Al).
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Figura 5. Representacion gréfica del disefio experimental empleado en el estudio. Las columnas
representan el isétopo utilizado para el enriquecimiento con®KNO; (+ *NOs, indicadas en color
naranja) y >NH,CI (+ °NH,, indicadas en color verde). Los grupos (indicados en cuadros naranjas)
son los tiempos en que fueron recolectados los ndcleos (tiempo Inicial, 1 dia y 5 dias). Los ultimos

dos ndcleos de cada fila (indicados en color azul) no recibieron el is6topo (testigos).
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Para calcular la cantidad del is6topo que se requieria adicionar, se determind la
concentracion de NO3'y de NH,"en el suelo (i.e., el background de N mineral en el sitio;
Robinson 2001). Para ello, en el mes de octubre del 2012 se colectaron muestras del suelo
(0-10 cm de profundidad) cercanas a las parcelas experimentales, y se determinaron las
concentraciones maximas de NO3™ (64.0 pg N g %) y de NH,;" (81.9 pg N g™). Utilizando la
siguiente formula se determind la cantidad de N mineral que debia adicionarse.

Background o
abundancia natural  Trazador isot6pico

[ | )
E 05 = [([A]) (dtomos A %)+([B])(a&tomos B %) | Ecuacion 2
[A] +[B])

En donde:

E = Enriquecimiento esperado en el experimento

[A] = Concentracion de NH," o de NO; en el suelo (ug N g* suelo)

[B] = Concentracion de ®NH," o ""NO; de la sustancia que se debe adicionar en el experimento (pg
N g*suelo)

Atomos A (%) = "N atomos (%) en abundancia natural del *°N atmosférico (0.3663 %):y

Atomos B (%) = °N &tomos (%) de la sustancia adicionada (p.ej. >KNOs, 98%)

Por ejemplo, considerando exceder en 15% de la abundancia natural de *>NO5’, se necesitan 11.28

ug °NO; por gramo de suelo.

[(64.0 ug NO3 g~1)(0.3663 4tomos %) +([B]) (98 &tomos %) |

0f =
15% (64.0 ig NO3 g+ +[B)

[B]=11.28 g NO3 g *
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Adicion de °N en el experimento

En la temporada de lluvias (octubre del 2013) se realiz6 el experimento de adicién con N.
Al suelo contenido en cada nicleo de todas las columnas que recibirian el *°NH, se le
afiadi6 2.64 mg de cloruro de amonio (**NH4ClI, 98 4tomos %; Sigma-Adrich), mientras que
a cada nucleo de los correspondientes de las columnas que recibirian el *>NO5” se les afiadi6
2.06 mg de potasio de nitrato (K**NOs, 98 atomos %; Sigma-Aldrich). Finalmente, dos
ntcleos de cada columna no fueron marcados con el isotopo >N y solo se les inyect6 agua
destilada, siendo considerados como testigos. Para las adiciones de *°N al suelo se utiliz6
una aguja (No. 18) realizando cinco inyecciones de 1 mL, cuidando que la adicién del
isétopo fuera lo mas uniforme posible. Los nucleos fueron recolectados en tres tiempos: 30
minutos (aqui considerado como la condicidn inicial), 1 dia (1d) y cinco dias (5 d) después
de la adicién del isétopo. Inmediatamente después de la extraccion de los nlcleos, estos
fueron refrigerados a 4 °C. Un dia antes de la adicion del isétopo, a los 36 nicleos del
tiempo 5 se les coloco una camara de gas estatica sobre la superficie del suelo, con el fin de
colectar muestras del N,O liberado. La cAmara de gas consistio en un tubo de PVC de 7.5
cm de didmetro y 7 cm de alto (volumen 309.25 mL, Figura A2). La liberacion de N,O se
muestred con una jeringa de 60 mL extrayendo 30 mL de gas a las primeras 24 horas y a
los cinco dias después de la adicion de N. Cinco mL de la muestra del gas fueron
expulsados al aire y los restantes 25 mL se inyectaron en viales de vidrio, a los que
previamente se generd vacio. Tres muestras de gas fueron tomadas durante el lapso de una
hora; la primera al cierre de la cdmara estética y las restantes a los 30 y 60 minutos del

después del cierre de la camara.
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Anadlisis de laboratorio

Concentracién de nitrégeno y abundancia natural de N en las raices finas

Las raices finas (< 2 mm) presentes en las muestras de suelo fueron sustraidas al inicio y
final del experimento, se lavaron con agua destilada y se secaron a 40 °C durante dos dias;
posteriormente se pesaron con una balanza analitica. Para determinar la concentracion de N
y de N en el tejido vegetal, las raices fueron molidas con un mortero y pistilo.
Posteriormente, el material vegetal fue analizado en un analizador elemental Euro EA y los
gases producidos por la combustién separados en una columna de cromatografia de gas. La
concentracién de °N se determind en un espectrémetro de masas de relaciones isotopicas
GVI IsoPrime Radio Isotope. Estos analisis se realizaron en el Laboratorio de Is6topos

Estables de la Universidad de Boston en Estados Unidos.

Contenido gravimétrico de agua en el suelo

Se utilizaron 5 g de muestra hiumeda para determinar el contenido gravimétrico del agua en
cada nlcleo. Las muestras se secaron a 105 °C en un horno por 24 horas. Después se volvio
a pesar la muestra seca y se determind el contenido gravimétrico de agua en el suelo

mediante la siguiente Ecuacion 3;

) ) ) Peso de suelo humedo (g) — Peso de suelo seco (g)
Contenido gravimetrico de H,0 (%) = * 100
peso de suelo seco (g)

Concentracion de nitrégeno total y abundancia natural de *°N en el suelo

La concentracion de N total en el suelo se determiné por digestion &cida Kjeldhal
(Anderson e Ingram 1993). La muestra (0.5 g de peso seco) se digiridé con acido sulfurico

(H,S04) concentrado a 360 °C, y la digestion se filtrd (Whatman No 1) y se almacend en
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refrigeracion. Posteriormente el filtrado se analiz6 por colorimetria en un autoanalizador
Elemental NP (Technicon Autoanalyzer I1). Para determinar el N en peso seco del suelo se

utilizé el contenido gravimetro del agua.

Para determinar la abundancia natural de N total en suelo, las muestras del grupo testigo
se secaron por dos dias a 60 °C y se molieron en mortero de agata y pistilo. Al igual que las
raices, la concentracion de °N se determiné en un espectrémetro de masas de radio is6topo

GVI IsoPrime Radio Isotope.

Concentracién de nitrégeno inorgéanico y abundancia de **N inorganico en el suelo

El N inorganico de los suelos se extrajo utilizando 15 g de suelo en 75 mL de cloruro de
potasio (KCI) 2 M, la muestra se filtr6 (Whatman No. 1) y se almacend en refrigeracion. Se
determiné la concentracion de amonio (NH,") y de nitrato (NO3’) utilizando el analizador
elemental NP (Technicon Autoanalyzer Il). Una vez obtenida la concentracion inicial de N
inorganico del extracto se llevé a cabo la técnica de difusion para la recuperacion de N
inorganico (tanto del isétopo pesado como ligero, ***** NH," y ®"*N05), utilizando una
trampa acida (Stark et al. 1996). La trampa acida consistio en un filtro (7 mm de didmetro)
de microfibra de vidrio Whatman GF/F, previamente incinerado en una mufla a 450 °C por
3 horas. Al filtro se le adicion6 15 L de sulfato &cido de potasio (KHSO,) y con una cinta
de teflon PFTT se empaquetd el filtro; la cinta no permite la entrada de liquido al filtro,
pero si es permeable para gases. Para la captura de NH," se adiciond 6xido de magnesio al
extracto; el reactivo permite que el amonio se volatilice en forma de amoniaco (NH3), este
gas es absorbido por la trampa 4cida. Las muestras se mantuvieron en agitacion continua
durante una semana. Después de la agitacion la trampa se extrajo de la solucion. Para la
captura de NOj3 se agregd aleacion de Devarda al extracto y se colocd una nueva trampa.
Este reactivo permite que el NO3 en solucion se reduzca a NH,", y con el MgO convertir el
NH,"a NHs, El extracto se mantuvo en agitacion por una semana, para después pasar al

proceso de secado.

Las trampas se limpiaron con HCI al 10% y con agua destilada, posteriormente se secaron
con H,SO, concentrado durante dos dias en un desecador. Una vez secos los filtros, se

registrd su peso con una balanza analitica, y se empaquetaron en capsulas de estafio (5 mm
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x 8 mm). Para la determinacién del contenido *°N inorgénico en la muestras, las capsulas se
analizaron mediante cromatografia de gases en el Laboratorio de Is6topos estables de la
Universidad de Boston en Estados Unidos.

Concentracion de nitrégeno en la biomasa microbiana (NBM)

El N contenido en la biomasa microbiana se determind mediante la técnica de fumigacion-
extraccion con cloroformo (Vance et al. 1987). Se utilizaron 20 g de suelo (peso himedo),
esta muestra se dividié en sub muestras de 10 g. Una submuestra se incub6 dentro de un
desecador que contenia cloroformo libre de etanol, por un lapso de 24 horas a 25 °C. La
otra submuestra no pasé por el proceso de fumigacion. Para la extraccion se les adicioné 40
mL de sulfato de potasio KSO, 0.5 M a ambas muetras. Posteriormente, se utilizd una
alicuota de 5mL de cada extracto para ser digerida con H,SO4. Las muestras fueron
almacenadas a 4 °C para determinar la concentracion de N. Utilizando la siguiente ecuacion

se determind la concentracion de NBM (Brookes et al. 1985).

NBM = dN/ky Ecuacioén 4

En donde:
dN= Diferencia entre la concentracién de N en la muestra fumigada y la no fumigada; y

kn= Constante de N en biomasa microbiana (0.54)

Concentracion de nitrégeno inorgéanico y abundancia de **N inorgénico en lixiviados

Al extraer las raices de los nucleos las resinas también fueron separadas del suelo y se
almacenaron en una bolsa ziploc a 4 °C. Se pesd la resina y se extrajeron el amonio y
nitrato con 30 mL de KCI 2 M, después se filtrdé (papel Whatman No.1) el extracto sin
perder la resina. El proceso de extraccion se repitid dos veces, obteniendo un volumen final
de 90 mL. El extracto se almacend en refrigeracion para su posterior lectura de las lecturas
de la concentracion de N inorganico (NH," y NOj3) contenido en la resina. Para la

recuperacion de °N se procedié al método de difusion, descrito anteriormente. Los
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paquetes de trampas se secaron en acido sulfarico (H2SO,), y los filtros se pesaron y

empaquetaron en capsulas de estafio, para el analisis isotdpico.

Concentracion de N,O en las muestras de gas

Para calcular las proporciones de isétopo N y N del N,O, las muestras de gases se
analizaron en un sistema de concentracion de gases traza Thermo Finnigan GasBench +
PreCon conectado a un espectrometro de masas de relaciones isotopicas (IRMS)
ThermoScientific Delta V Plus. Estos analisis se realizaron en la Universidad de California

en Davis, Estados Unidos.

Calculos
Abundancia natural del isétopo *°N

La abundancia natural de N en el N total e inorganico del suelo, N en raices y lixiviados y
en el 6xido nitroso se determind Gnicamente en el grupo testigo. Mediante los andlisis por
cromatografia de gases se obtuvo el porcentaje de 4&tomos N de una muestra, lo cual
también se puede expresar como el valor de delta (3) en unidades per mil (%o), (Ecuacion
1). Cuando el valor de 6 es mayor a cero o positivo se dice que la muestra esta enriquecida
en N, y al contrario si el valor de 6 es menor a cero o negativo se dice que la muestra esté

empobrecida de *°N.

Recuperacién del *°N adicionado

Para la estimacion de recuperacion del N (%) adicionado en cada uno de los
compartimentos analizados (suelo mineral, raices, lixiviados y gases), se utilizo la siguiente
ecuacion (Nadelhoffer et al. 1999):

Mc ( ’NfF-1°Nr)

Mt ( Ne— Nr) * 100 Ecuacion 5

1SN Rec (%) =
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En donde:

N Rec = Recuperacion de **N adicionado (%)

Mt = Almacenamiento de N en el compartimento (g N m™)

Mt = **N aplicado en en el nticleo (g N m™)

Nc = Atomos de N en el compartimento (%)

Nr = Atomos de N en la referencia del compartimento (%); y

Nt = Atomos de N de la sustancia trazadora (98 % atomos de *°N).

En el caso del N de referencia se utiliz6 la abundancia natural de cada compartimento

analizada en el presente trabajo.

Tasas brutas de mineralizacion y de nitrificacion

Como se menciond anteriormente mediante los analisis por cromatografia de gases se
obtiene el porcetaje de 4&tomos °N de una muestra, que también se expresa en unidades per
mil (%o) como valor de & “°NH," y *°NOs” (ver Cuadro Al). Apartir de este valor se calcul6

las tasas de trasformacion del *°N adicionado.

Antes de determinar las tasas de transformacion de N se calcul6 la fraccion de is6topo en el

tiempo inicial, mediante la siguiente formula (Hart et al. 1994).

15N exceso (ng kg~ H*peso del nicleo (g) .,
Ecuacion 6

F =
N15 15N inyectado (mg)

En donde:
N exceso = (**N Ty — N nat) ([N])/ 100

>N Inicial = Enriquecimiento >N (4tomos %) del almacén al adicionar el >N
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N nat = Abundancia natural de **N (background del suelo); y

[N]= Concentracién de N en el suelo (g N g™suelo)

La tasa bruta de mineralizacion de N (m) y el consumo de NH4" (ca) fueron calculados con

las siguientes ecuaciones.

[NH,*]o— [NH,*]¢ log(APE/APE;) .,
m = * Ecuacion 7
t log ([NH,*1o/[NH,*]¢)

NH, *],—[NH, * .,
m — IVHs ]tt[ s Jo Ecuacion 8

En donde:

m = Tasa bruta de mineralizacién de N (ug de N g*suelo dia™);

ca = Tasa de consumo de NH,* (ug N g™ suelo dia™);

t = Tiempo (dias);

APE, = Exceso de atomos de >N del almacén de NH," al tiempo 0 (%)
APE; = Exceso de 4&tomos de N del almacén de NH," al tiempo t (%)

Donde APEt = Enriquecimiento de 4&tomos % de °N del almacén de N enriquecido con
>N menos el enriquecimiento de 4&tomos % de *°N de ese almacén antes de la adicién de
15

N;

[NH4*]o = Concentracién total de NH," (ug N g™) al tiempo 0; y

[NH,]; = Concentracién total de NH,* (ug N g™) al tiempo t.
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Para calcular la nitrificacion y el consumo de nitrato se procedio con las formulas anteriores
utilizando los resultados de "°NOs" y NOs de las muestras adicionadas con K*°NOs, en los
tiempos 1 y 5 dias. El célculo de las tasas brutas de transformacion de N y el del consumo

de N por cada parcela se realizaron por triplicado.

Tiempo medio de residencia (TMR) del nitrégeno mineral en el suelo

El TMR para el NH," y NOs  se calculé dividiendo los datos de consumo de N (ug N g™
suelo dia®) entre la concentracion de N inorgéanico (ug N g™ suelo) en los tiempos 1y 5 dias.
Por cada parcela se realizaron tres calculos para obtener el mismo nimero de muestras que

las tasas de transformacion.

Toma de N por parte de la vegetacion

Para calcular la toma de >N por parte de la vegetacion se utiliz6 la siguiente formula
(Templer 2005):

. (Nr+>Nr 4tomos% )—(Nr+'>Na dtomos% )

15Ns 4tomos%

Nt =B Ecuacion 9

En donde:

Nt = Toma de N por parte de las raices (ug N g™ raiz dia™)

B = Biomasa de raices al final del experimento (g)

Nr = Concentracién de N en raices al tiempo 1 y 5 dias (ug N g™ raices)
Na = Concentracion de N en raices en el testigo To (ug N g raices)

>Nr 4tomos % = El promedio de °N en las raices con adicién de isétopo (°*NO3, * NH,")
al 1°diay 5 dias); y

>Ns atomos % = N inorgénico (NH, 0 NO3) en el suelo al final del experimento
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Lixiviacién de nitrégeno y *°N inorganico

El calculo de la lixiviacién del N inorganico disuelto (NID), se determiné por la
concentracion del NID contenido en la bolsa de resina entre el area que ocupo la resina en
el nicleo (19.635 cm?) y por los dos afios que los nlicleos estuvieron en campo, este calculo
se considerd en los grupos testigo. Las unidades se reportan en pg N m dia™, pero para la
comparacion del experimento de is6topo se determind el N disuelto en la cantidad de masa
de suelo contenido en los nécleos (g N g™ suelo dia™). Para determinar el **N inorgénico
disuelto (®NH," y NO3) en el enriquecimiento se utilizaron las férmulas descritas
anteriormente (Tasas brutas del N). En el caso de la tasa de lixiviacion, el NO; se
determiné en los ndcleos enriquecidos con **NOs” y *NH,", y para la tasa de NH,*

solamente con adicion de °NH,"

Emisiones de N,O y *°N,O
La concentracion de N,O se calcul6 mediante la Ley de Gas ideal segun la Ecuacién 10;
PV=nRT Ecuacion 10

n=PVIRT

En donde:

n = Moles del trazador N,O (mol L™)

P = Presion atmosférica (atm)

V = Lectura del cromatografo de gases GC (umoles) * Volumen de la camara (L)
R = Constante de la ley de gases (0.0821 L atm mol™ K™); y

T = Temperatura del suelo (K).
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La concentracion de N,O se reporta en ugN kg’ de muestra de gas. Se calculd la
concentracion de N,O en los flujos de gas para cada uno de los tiempos (0, 30 y 60
minutos) en que se hizo la toma de gases. Se graficaron las concentraciones con respecto al
tiempo para obtener la tendencia lineal, la cual indica el cambio de concentracion de N,O
en el tiempo de incubacion (Collier et al. 2014). La tasa de liberacion de N,O se expreso

en microgramos de N emitidos por rea y por el tiempo (ug N m™ dia™).

Para la comparacion del experimento con el isétopo se considerd el N perdido por gramos
de suelo por el tiempo de incubacion (g N g™ dia™). Para calcular las emisiones de *N,O

se utilizo la siguiente féormula (Miranda 2014):

(**Nm atomos %— "°Na dtomos %) Ne

Liberacion de N0 = ——— —
(*°Nt atomos% — “>Na atomos %)

Ecuacion 11

En donde:

Liberacién de >N,O: N proveniente del trazador (ug N g™ dia™ o ug N m? dia™)
>Nm atomos % = N de la muestra de gas

>Na atomos % = *°N en la atmésfera (0,3663 %)

Nt 4&tomos % = °N del trazador (98 %); y

Ne = Nitrégeno emitido en forma de N,O (ug N g™ suelo dia™ o pg N m? dia™).

Analisis de los datos

Las variables consideradas para el presente trabajo se dividieron en tres secciones que se
presentaran en los resultados como se muestra en el Cuadro 2. En la primera seccion, los
factores que se consideraron para el analisis fueron la adicion y el tiempo. La adicion contd

con tres tratamientos: sustancias adicionadas *KNOs (+ °NO3) y ®NH.CI (+ *NH,), y el
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agua como Testigo (T). El factor tiempo incluyé tres momentos de cosecha: tiempo 30
minutos (Inicial), tiempo 1 dia (1d) y tiempo 5 dias (5d). En el caso de los flujos de
lixiviacion de N indrganico no se contempla el factor tiempo debido a que solo existen
nucleos en el ultimo dia. Para las emisiones de gases el factor tiempo se consideré como el

tiempo de toma de gases (al 1° y al 5° dia).

En la segunda seccién se analizo la abundancia natural de N de los compartimentos
(suelo, planta, lixiviados y liberacion de N,O) en las muestras testigo, como se menciond
en los métodos. Por lo tanto, se analizo el efecto del tiempo en la abundancia natural de los

compartimentos, con excepcién de los lixiviados.

En la tercera seccion se presentan los resultados del trazador *°N, las variables se dividieron
en la recuperacion de isétopo y las tasas y flujos calculados apartir de la adicion del
isétopo. En el caso de la recuperacion de is6topo se analizaron los factores tiempo y
adicion, con excepcion de los lixiviados. Las tasas de mineralizacion y nitrificacion, el
consumo, el tiempo medio de residencia y la liberacion de gases se calcularon en el primer
y Gltimo dia después de la adicién. En estas variables no existe el factor adicion porque la
adicion de NH,*y ®NOs es especifica para el calculo de la variable. En la toma de N
por parte de la vegetacion se contemplé el tipo de enriquecimiento (+ *°NOsy + *NH,) y el
tiempo (1 y 5 dias). Unicamente la lixiviacién de ®NOjsse analizé por el tipo de adicién o

enriquecimiento del isétopo.

Para corroborar que los datos cumplian con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianza se sometieron a las pruebas estadisticas de Shapiro y de Levene,
respectivamente. En los casos en que los datos no cumplian al menos con alguno de estos
supuestos, se realiz6 un analisis de Kruskall Wallis evaluando el efecto de los factores
(adicion y tiempo) y la combinacién de estos (Zar 1999). Se realizd una prueba Pos Hoc
Tukey para encontrar diferencias significativas entre los tratamientos. Todas las pruebas
estadisticas se analizaron con el programa R version 3.0.2 2013 (R Development Core
Team 2011).
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Cuadro 2. Variables y factores considerados en este trabajo.

Variables

Factores
Adicion Tiempo

1. Concentracién y flujos de N

1.1.N total en el suelo (ugN g*)

NH,"en el suelo (ugN g%

NO; en el suelo (ugN g?

N en la biomasa microbiana en el suelo (ugN g%
N en raices finas (ugN g%

Flujo de N por lixiviacion de NH," (ug N cm?d?)
Flujo de N por lixiviacién de NO3™ (ug N cm?d*
Liberacion de N,O desde el suelo (ngNcm?d?)

Inicial,

T, + ®NOs, + °NH, 1d. 5

T, + °NO;, + °NH,
T, + °NO;, + °NH, 1d, 5d

2. Abundancia natural de N
5N total en el suelo

8°NH," en el suelo

8°NO5 en el suelo

8N en las raices finas

§™NH," en los lixiviados del suelo
8°NO5 en los lixiviados del suelo
3"°N,O

Inicial, 5d

Inicial,
1d, 5d

1d, 5d

3. Destinos del trazador *N adicionado

3.1. Recuperacion del isotopo adicionado (en % del *°N adicionado)

> NH," en el suelo

®NO; en el suelo

5N en las raices finas

> NH," en los lixiviados del suelo
®NO; en los lixiviados del suelo

>N,O en muestras de gases

Inicial,

15 15
+ NOs, + °NH, 1d. 5d

+ 15NO3, + 15NH4

+ 5NO,, + 5NH, 1d, 5d

3.2 Tasas y flujos de N en el sistema suelo (0-10 cm de profundidad)

Mineralizacion bruta de N (ugNg*d?)
Consumo de NH," (ug N g d™)

Tiempo medio de residencia del NH," (d)
Nitrificacion bruta de N (ugN gt d?)
Consumo de NO3 (ugNg*td?

Tiempo medio de residencia de NO;™ (d)

N tomado por parte de la vegetacion (pg N g™ d™?)

Lixiviacion de NH," (ug N g*d?)
Lixiviacion de NO3 (ugN g*d?)
Liberacion de N,O desde el suelo (ugNg*d?)

1d, 5d

+ BNO;, + °NH, 1d, 5d

1d, 5d
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Resultados

Condiciones iniciales

En este apartado se presentan las concentraciones de N en el suelo y en la vegetacion
(raices finas), y las tasas de pérdidas de N desde el sistema de estudio, previamente al
ensayo de adicion. Las condiciones iniciales se obtuvieron mediante el muestreo de un
subgrupo de cilindros testigo en el muestreo del tiempo inicial (ver segunda columna en los
Cuadros 3 a 6).

Los suelos del sitio estudiado son ricos en N, como lo indica la concentracion de N total. La
concentracién de NBM se mantiene en rangos de 30 a 50 pg N g* suelo seco. Las
concentraciones de NH4* son mas altas que las de NO3, y por lo tanto la relacion entre
ambas formas de N inorganico se mantiene en valores menores a uno. EI N inorganico y el

N de la biomasa microbiana representan ~ 2 % del N total en el suelo (Cuadro 3).

Al sustraer las raices finas (diametro < 2mm) de las parcelas en el mes de octubre de 2011,
antes de la instalacién de los nacleos, la biomasa de las raices finas fue de 331.20 + 13.40 g
m™. Dos afios después de montar los nicleos, la biomasa de las raices fue de 185 +8.61 g
m, lo que representé el 55% de la biomasa original en el sito, en algunos ncleos se

alcanzé el 100% de biomasa original.

En la segunda columna del Cuadro 4 se presentan las concentraciones de N en las raices
finas al inicio del experimento. El almacén de N en raices tiene un coeficiente de variacion

del 60%. En los grupos testigo, la lixiviacion de NOj3 fue aproximadamente un orden de
magnitud mayor que la de NH,;" (Cuadro 5), (H6s = 12.79, p < 0.001). En el caso de las

emisiones de N,O al primer dia del muestreo se presentd una alta variabilidad espacial

(coeficiente de variacion = 141%; Cuadro 6).
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Cuadro 3. Concentracion de nitrogeno total, nitrégeno en biomasa microbiana (NBM), amonio (NH,") y nitrato (NO3), y relacién NO3:NH, en suelos (0-

10 cm de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Adicion Testigo + PNO, + P°NH,

Tiempo Inicial 1dia 5 dias Inicial 1dia 5 dias Inicial 1dia 5dias
N total 16.42a 17.33a 22a 17.53a 15.97a 18.63a 17.12a 15.59a 17.12a
(mg N g-l) +1.17 +1.79 +12.02 +0.96 +0.11 +3.03 +1.47 +1.09 +0.7
NBM 69.34ab 117.67b 93.03b 160.85ab 82.67ab 980.84a 227.58ab 121.35ab 1201.53a
(ug N g-l) +21.29 +62.68 +30.26 + 3551 +16.76 +218.42 +19.92 +21.13 +194.03
NH," 26.27a 25.94a 37.728 34.41a 30.43a 31.47a 30.81a 38.37a 33.72a
(ug N g-l) +1.09 +1.92 +6.98 +3.71 +4.14 +4.19 +2.77 +3.52 +2.62
NO; 6.88a 8.72a 15.79a 12.70a 18.48a 16.82a 21.77a 25.28a 15.21a
(ug N g-l) +0.78 +0.44 +6.08 +3.28 +4.14 +4.07 +5.50 +4.65 +4.33
NO;: NH,4 0.27a 0.35a 0.34a 0.41a 0.62a 0.49a 0.67a 0.60a 0.39%a

+0.03 +0.03 +0.07 +0.09 +0.11 +0.07 +0.16 +0.10 +0.10

Adicion con is6topo n =18, testigo n =12

Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05) entre el tipo los tratamientos. Prueba pos hoc Tukey.
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Cuadro 4. Concentracion de nitrogeno en raices finas (< 2mm) en suelos (0- 10 cm de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Adicion Testigo + PNO; + PNH,

Tiempo Inicial 1 dia 5 dias Inicial 1dia 5 dias Inicial 1dia 5 dia
N en raices 14.70ab 15.79ab 16.88a 12.58b 13.19ab 14.17b 14.66ab 13.34b 15.54ab
(mg N g™ +0.88 +0.78 +0.81 +0.42 +0.69 +0.67 +0.58 +0.60 +0.70
N raices 2.36a 2.60a 2.61a 2.43a 2.36a 2.14a 2.66a 3.30a 3.15a
(gN m'z) +0.43 +0.45 +0.41 +0.24 +0.31 +0.27 +0.39 +0.51 +0.46

Adicion con isotopo (n =18), testigo (n =12)
Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos. Prueba Pos Hoc Tukey
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Cuadro 5. Flujo de amonio (NH,") y de nitrato (NO3) en lixiviados desde el suelo (0-10 cm
de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Testigo +°NO; + °NH,
NH4+ 123.23a +£20.27 82.93a £ 19.53 116.90a + 20.02
(Mg N m?d?)
NO5 1171.31a £77.51 803.03a +107.51 988.83a +169.72
(mg N m?d?)

Adicién con isétopo (n =18), testigo (n =12)
Prueba no paramétrica Kruskal Wallis
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Cuadro 6. Flujo de 6xido nitroso N,O liberado desde el suelo (0-10 cm de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Adicion Testigo + °NO;3 + °NH,

Tiempo 1dia 5 dias ldia 5 dias 1dia 5 dias
N,O 14.25a +14.23*  0.36a+0.13 6.38a +5.39  4.0la +1.14* 2.09a +0.76 2.24a +0.28
(Mg N m?d?)
(n=5,*n=3)

Prueba no paramétrica Kruskal Wallis.
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Efectos de la adicién de *°N en la dindmica del nitrégeno en el suelo

En esta secci6n se analizan los efectos de la adicién del is6topo pesado de N (*°N) presente
en el suelo. Los analisis estadisticos comparan el efecto de la adicién de *NO; (*KNOs) y
el de la adicion de ®NH, (*°NH.CI), y los efectos del tiempo (inicial, al dia 1 y al dia 5).

Efectos de la adicion en las concentraciones de nitrogeno total, amonio, nitrato y

nitrogeno en la biomasa microbiana, y en la relacion nitrato: amonio del suelo

La adicién con N no afect significativamente (p > 0.05) las concentraciones de N total,
NH;"y NOs en el suelo y tampoco la relacion NOs: NH; (Cuadro 3; las comparaciones
estadisticas se incluyen en el Cuadro A2 del Anexo). En cambio, la inmovilizacion de N
(i.e., la concentracion de N en la biomasa microbiana: NBM) aument6 en aquellos suelos
que recibieron *NH," (Hp1s = 22.63, p < 0.01); (Cuadro 3). En general, las
concentraciones de N en el suelo y la relacion NO3:NH, no variaron de forma significativa
con el tiempo (p > 0.05), con la excepcidn de la concentracién de NBM que aumento a los
5 dias (Hp,144)= 25.82, p < 0.01). Al analizar la prueba pos Hoc Tukey entre las muestras
de NBM se encontraron diferencias entre los suelos Testigo y los enriquecidos (p < 0.05),
las concentraciones mas altas se presentaron en los enriquecidos y aumentando en el tltimo
dia (Cuadro 2).

Efectos de la adicion en la concentracion de nitrégeno en las raices finas

La concentracion de N en las raices finas fue mayor en el grupo testigo que en aquellas que
recibieron adicion de °N (H(2,142y= 30.75, p < 0.01). En general, las concentraciones fueron
mayores en el dia 5 (H(,144)= 10.79, p < 0.01) (Cuadro 4). Al realizar la prueba pos hoc
Tukey se encontraron diferencias (p <0.05) entre los suelos Testigo al final del experimento
(dia 5) y los que recibieron el isétopo (tanto en forma de + >NH, como en forma de +
>NO3) (Cuadro 4).
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Cuando se analiz6 la masa de N en el compartimento de las raices finas, es decir el
producto de la concentracién de N por la biomasa de raices finas, no se presentaron
cambios significativos con los tratamientos, ni con el tiempo (p > 0.05), (Cuadro 4; Cuadro
A2).

Efectos de la adicion en las pérdidas de nitrogeno por lixiviacion de amonio y de nitrato

desde el suelo

Independientemente del tratamiento (i.e., sustancia adicionada), la lixiviacion de NOjs fue
mayor que la de NH;" (H (1,34 = 60.73, p < 0.01), (Cuadro 5). Estas pérdidas de N mineral
desde el sistema no variaron de forma significativa entre tratamientos (p >0.05), (Cuadro
A3).

Efectos de la adicién en las pérdidas de nitrogeno por liberacion de 6xido nitroso desde

el suelo a la atmoéfera

Las pérdidas de N desde el sistema por liberacion de gases presentaron una gran
heterogeneidad espacial, principalmente en el primer dia donde los coeficientes de
variacion fueron de 141% en el testigo, de 169 % en los ndcleos que recibieron + ®NO; y
de 73% en aquellos que recibieron + *NH, (Cuadro 6; Cuadro A4). Dada esta gran
variabilidad espacial, no se tuvieron efectos significativos de la adicion en la liberacion de
N,O desde el suelo a la atmoésfera. Durante el experimento se observo que la liberacion de
gases desde los suelos testigo y de aquelllos que recibieron + *NOj; tendian a disminuir con
el tiempo, sin embargo, tomados en conjunto los tres tratamientos no se evidencidé una

variacion temporal significativa (p > 0.05) (Cuadro A4).
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Abundancia natural de **N

Los datos de la abundancia natural de °N se representan con el simbolo & y en partes por
mil (%o). Como se menciond anteriormente el & >N representa la relacién del cociente *°N:

YN en la muestra con aquella en el estandar (ver Ecuacion 1).

La abundancia natural de N en el suelo al inicio del experimento fue 7.23 + 0.22 %o
(media + 1 error estandar). La abundancia natural de >N inorganico en el suelo presentd
contraste entre ambas formas inorganicas; el valor de 5 *®NH,* se encuentra enriquecido,
mientras el valor & >’NO;™ est4 empobrecido. En el caso de las raices finas presentaron
valores positivos o de enriquecimiento en °N. En cuanto a las pérdidas, la abundancia
natural de N inorganico lixiviado presentd valores negativos. Contrariamente, el 5°N en
las pérdidas por liberacion de N,O indico enriguecimiento, sugiriendo que no existe la

esperada discriminacion del is6topo pesado durante la desnitrificacion (Cuadro 7).

El valor del "°N-total y 8 >°NO5 en el suelo, asi como en el 6xido nitroso no variaron con
el tiempo (p > 0.05) (Cuadro A5). En cambio, el tiempo afectd significativamente la
abundancia natural de >NH," (H(130) = 8.85, p < 0.05) y la de "N en las raices finas (H,10)
= 6.81, p < 0.05) (Cuadro A5). El "NH," se enriqueci6 al final del experimento; mientras

que N en las raices finas disminuy6 con el tiempo (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Abundancia natural de "N en el nitrégeno total e inorganico presentes en el suelo, en las raices finas (< 2mm de diametro), en los
lixiviados (como amonio NH," y nitrato NO5), y en la liberacién de 6xido nitroso (N,O) desde el suelo (0-10 cm de profundidad) en los

ndcleos testigo. Los valores representan las medias + 1 E.E.

Tiempo Inicial 1dia 5 dias
Suelo
SN Total 7.73a+0.22 7.38a+0.22
SNH, (%) 10.89b + 2.07 11.33ab + 3.80 21.68a +5.82
55NOs5 (%) -16.57a + 3.42 -16.22a + 2.86 -12.54a + 1.40
5N en raices (%) 4.95a +0.70 3.72ab + 0.58 2.76b + 0.49
Lixiviados
§NHL" (%) 0.59 +0.92
8"NO5 (%) 1118+ 0.90
Gas
5'*N20 (%0) 4.89a +0.06 5.21a+0.08
(n=10)

Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) en el tiempo. Prueba pos hoc Tukey.
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Destinos y flujos del *°N al emplear el trazador isotépico

Recuperacion del *°N adicionado

En el Figura 6 se observa la recuperacion de N (en porcentaje) de cada uno de los
compartimentos analizados (suelo, raices, lixiviados, ver Cuadro A6). Al sumar los
porcentajes se obtuvo la recuperacién promedio por dia. En ambos tratamientos, +>NO3y
+ ®NHy,, la recuperacién al inicio de la adicién fue muy baja variando de 8 a 24%, y al final
del experimento se incrementd a 30% con +*°NOsy a 56 % con + *°*NH,. Del 100% de N
adicionado solo el 4% enriqueci6 el almacén de *°NH.," y una fraccién de alrededor del 2%
se mantuvo como N mineral en el compartimento del *®NOs". En general la recuperacién de

>N, fue menor de 0.01% por lo que se presenta en Cuadro A6 del Anexo.

Al analizar por compartimento se encontré que la vegetacion retuvo al menos entre 15 y
40% del N adicionado con +>NOs y + °NH, respectivamente; su participacion podria ser
mayor porque no se cuantifico el N en otros 6rganos de forma que se carece de
determinaciones respecto a la traslocacion de *°N desde las raices al tallo, ramas y hojas. El
suelo mineral no retuvo gran cantidad (menos del 10%) del *°N.

Una importante fraccion del N que ingresé al suelo (entre 15 y 20%) se recuperé en forma
de ""NO;” disuelto. Mientras que una menor fraccién, menos del 0.001 %, se recuperd como
N,O. El tipo de adicion con °N tuvo un efecto significativo en la recuperacion, en el
NH," en el suelo (H,72 = 21.39, p< 0.001), el N contenido en raices (H 72 =26.39, p <
0.001), y el **NOs’ lixiviado(H.24= 14.28, p < 0.001); mientras que el °N recuperado en
forma de °NOj3 en el suelo varié con el tiempo (H, 72 =13.96, p< 0.001) y el **N en raiz
(He72 = 15.13, p < 0.001 ) (Cuadro A7). En el caso de la liberacion de dxido nitroso el tipo
de adicion "NH,* aumentd con la recuperacion del N adicionado (H20) = 26.39, p <
0.001); la combinacion entre tiempo y enriquecimiento no fue significativa (p > 0.05),
(Cuadro A7).
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Figura 6. Variacion temporal en la recuperacion del N adicionado (en %). Profundidad del suelo
de 0-10 cm. EI *N recuperado en la liberacion de N,O no se presenta porque su contribucion fue

despreciable (ver Cuadro A6). Los cuadros representan las medias + 1 E.E. (n=12).

Tasas brutas de mineralizacidn de nitrégeno y de nitrificacion

Los resultados de la tasa bruta de mineralizacion de N (TMN) y de nitrificacion (TN), el
consumo de N inorganico y su tiempo medio de residencia (TMR) para el primer y quinto
dia del experimento se muestran en el Cuadro 8. La TMN disminuyé significativamente
con el tiempo en 81% entre el dia 1 y el dia 5 (H(1,18) = 7.74, p < 0.05). En contraste, la TN
no vario con el tiempo (p > 0.05, ver Cuadro A8), la cantidad de N nitrificado fue el mismo
en ambos tiempos. La comparacion de ambas tasas indica que mientras que el 40% del N
mineralizado al dia 1 se nitrificd, en los suelos con mayor tiempo de incubacién, el N

mineralizado fue totalmente nitrificado al dia 5 (Cuadro 8). El consumo de **NH,"* (valores
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en ugN g* d) que pudo ser inmovilizado por raices y/o por la biomasa microbiana del
suelo disminuyo6 con el tiempo (H,18) = 4.68, p < 0.05). En cambio, el tiempo no tuvo
efecto significativo (p > 0.05) en el consumo de *°NOs™ (Cuadro 8). El TMR en dias vari6
entre formas inorgénicas, siendo entre 3 y 4 veces mayor para el >NH," que para el **NO5"

(Cuadro 8), pero no vario entre el tiempo (p > 0.05, ver Cuadro A8).

Toma de N adicionado por parte de la vegetacion

El exceso de N en las raices finas fue entre dos y tres 6rdenes de magnitud mayor en los
suelos que recibieron *°N respecto al testigo (Cuadro 8; Cuadro A8). Como se menciond
anteriormente con estos datos se calculd la cantidad de ®NH;"y **NO3 tomado por las
raices (ver Ecuacion 9). En la Figura 7 se observa que al inicio del experimento las raices
tomaron mas N en comparacion al ultimo dia, sin importar la adicion. Al analizar el efecto
de la adicion se observo que este no tuvo efecto en la toma de N de las raices (p > 0.05, ver
Cuadro A8), es decir, la cantidad de N tomada por las raices es la misma entre las formas
inorganicas. Mientras que el factor tiempo si es significativo (H 36 = 4.46, p < 0.05). Al
realizar la prueba de pos hoc de Tukey solo se encontraron diferencias significativas (p <

0.05) entre la adicion de + '°NO; al quinto dia y la + *°NH, del primer dia.
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Cuadro 8. Ciclo del nitrgeno en el suelo (0-10 cm de profundidad) con base en las mediciones de *°N adicionado realizadas en al dia uno

y al dia cinco. Los valores representan las medias + 1 E.E.

Flujos 1dia 5 dias
Mineralizacion de N (ug °N g* d?) 19.56a + 3.99 3.70b +0.76
Nitrificacion (ug N g* d™) 7.93a+1.59 3.71a+ 2091
Consumo de NH," (ug N g™ d™) 23.41a +9.02 5.15b + 2.68
Consumo de NOz (ug °N g™ d™) 22.49a + 11.66 12.02a+5.71
Tiempo de residencia del NH," en el suelo (dias) 2.13a+1.06 4.76a + 3.82
Tiempo de residencia de NO3™ en el suelo (dias) 0.53a+0.80 1.89a+1.30
N tomado por las raices bajo adicion de + ®NO; (ug N g*d™) 224a * 61 76b +22
N tomado por lar raices bajo adicion de + ®NH, (ug ®Ng*d?) 252a *70 177a +51
Lixiviacion de ®NOj3 bajo adicion de + *°NO; (ug *°N g* d?) 1.19+0.12
Lixiviacion de *NOj3 bajo adicion de + **NH, (g *°N g* d*?) 1.70 +0.23
0.89 +0.44

Lixiviacion de ®NH," bajo adicion de + ®NH, (ug *N g™ d™)
Liberacion de *N,O bajo adicion de + ®NO; (ug N g™ d™)*
Liberacion de N,O bajo adicién de + ®NH, (ug °N g* d*)*

1.39e-04a *+0.41e-0.4
1.72e-04a + 0.52e-04

1.02e-03a + 0.61 e-03
2.92e-04a + 1.29-03

(n=9,*n=5)

Letras diferentes indican diferencias significativas (p <0.05) en el tiempo. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis.
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Figura 7. Variacion temporal en la toma de N por parte de las raices bajo dos tipos de adicion.
Letras distintas indican diferencias significativas (p <0.05) para la prueba pos hoc Tukey.
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Pérdidas de nitrogeno por lixiviacion del suelo y por liberacién de N,O calculadas con
base en la adicion de *°N

Al calcular las tasas de lixiviacién de amonio y de nitrato del trazador >N se observaron
que presentan los mismos rangos (1 a 2 ug N g™ d™). Este resultado es mayor al calculado
para el N lixiviado durante dos afios (2 y 19 ng N g* d* para ®NOs y ®NH,",

respectivamente) (Cuadro 5y 9).

La adicién con + ®NO; no tuvo efecto significativo en la tasa de lixiviacién de *NH,"y
NO; (p >0.05, ver Cuadro A8). Para el caso del amonio lixiviado solamente se calcul6
con la adicion de + **NH, (Cuadro 9 y Cuadro A8). El coeficiente de variacién para la tasa

de lixiviacion de >NO3 y *>NH," fue del 30 y 160%, respectivamente.

En todas las muestras la liberacién de 6xido nitroso *°N,O durante el muestreo fue menor
de 1 ng N g* d™* (Cuadro 9). Como se mencioné anteriormente la recuperacion del is6topo
fue menor al 0.01% (Cuadro A6) y los valores del 5 N al adicionar el is6topo son
similares a la abundacia natural de >N (ver Cuadro 7 y Cuadro Al), por lo que no se
detectd un exceso de N en el 6xido nitroso. En el caso de la liberacién de gases el
coeficiente de variacion se encuentra en rangos de 120 a 190%. Dada esta gran variabilidad
espacial, no se comprobaron efectos significativos de adicion y del tiempo de muestreo en
la liberacién de °N,O (p >0.05, ver Cuadro A8).
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Discusioén

Caracteristicas del ciclo del nitrégeno en el bosque tropical seco de Yucatan

La Figura 8 representa una sintesis de los resultados obtenidos para los suelos testigo y que
nos indican las caracteristicas iniciales del N (sin adicion de is6topo) en el BTS; integrando
resultados de otros estudios en la zona de Tzucacab.

El N mineral y la biomasa microbiana representan solo el 2 % del N total del suelo en el
BTS de Tzucacab (Figura 8). El 98% del total de N se encuentra asociado a la materia
organica del suelo. EI contenido de NH," al ser cuatro veces mas alto que el NOs', indica
que procesos como la mineralizacion siguen transformando el N organico durante la
temporada tardia de lluvia (Saynes et al. 2005). El contenido de NO3 en suelo y en
lixiviados, y la baja liberacion de N,O determinaron que cerca del 50% de NOj3 producido
por nitrificacién se pierda mayormente por lixiviacion. Se debe tomar en cuenta que la
precipitacion del afio en que se realizo el experimento (2013), superd la precipitacion
historica (ver Figura 4). EI mes de septiembre se registrdé con la maximas precipitaciones
clasificandolo como el més mas himedo (CONAGUA, 2013), debido a los ciclones
tropicales que se presentaron durante ese afio. Por lo tanto el porcentaje de N lixiviado
podria estar relacionado a la cantidad de la cantidad de lluvia.

A pesar de esto la cantidad de N perdido es baja, ya que representa solamente el 2% del N
que ingresa al suelo cada afio asociado a la hojarasca (ver Campo, 2016). En el sitio de
estudio la descomposicion del mantillo es muy répida (alrededor de 1 afio) (Campo y
Merino 2016). Sin embargo, el N es retenido por el suelo y por la biota (vegetacion y
biomasa microbiana; Figura 8), impidiendo que una fraccion mayor de N sea exportada del
ecosistema, considerandose como un sistema cerrado, en el cual las salidas son limitadas
(Chapin et al. 2011).

Las magnitudes de N en el suelo, biomasa microbiana y raices obtenidos en el presente

estudio son similares a las encontradas en otros BTS primarios y secundarios, muestreados
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en temporada de lluvias para el suelo superficial (primeros 10 cm del perfil); (ver Cuadro
9).

Produccidnde
hojarasca
11.8 +1.0
Liberacion de
Raices finas 0.029 TEE?DDE}H
" 2.72 +0.08 : - [
MOS NH;* NO;s
1305.15 £0.09 2.10 £0.08 0.55 £ 0.03
NBM
5.54 +£0.10
Lixiviacion Lixiviacion
0.025 +0.004 0.24 +0.16

Figura 8. Almacenes y flujos del nitrdgeno analizados al inicio del experimento (en tiempo inicial).
Los almacenes de nitrégeno se indican con cuadros y estdn dados en unidades de masa por
superficie (g N por m?). Los flujos de nitrégeno se indican con flechas sélidas y estan dados en
unidades de masa por superficie por tiempo (g N por m® por afio™). Las flechas punteadas indican
los flujos que no fueron calculados en el testigo. La hojarasca ha sido tomada de Campo (2016).

Todos los valores representan las medias = 1 E.E.
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Cuadro 9. Concentracion de nitrégeno en el suelo, la biomasa microbiana y las raices finas, en bosques tropicales secos (lluvia total <
2,000 mm por afio) y himedos (lluvia total > 2,000 mm por afio). Los valores representan los minimos y maximos reportados.

Presente estudio Tzucacab Bosques tropicales Otros Bosques
Yucatan Secos Bosques tropicales tropicales
Yucatan Secos hamedos
Biomasa de raices finas
(Mg ha™) 2-3 2-5° 3-6° 1-5P¢ 2¢
N total
(mgNg™) 15-24 4-220°" 1-30°" 0.2-19 " 1-3'm
N en biomasa microbiana
(MgN g™ 50 - 120 110" 98 - 400 ™" 10 - 2150 "
NH,"
(MgN g™ 25 - 40 10-32°f 34-50°" 3 - 240 'oP 4-10""
NO;’
(MgN g™ 8-27 10 - 47°f 73-100 °f 1-461i0P 1-13'™

N en raices finas
(mg N g™ 12-15 10-20" 10-30 " 5 oo

a) Roa-Fuentes et al. 2013, b) Castellanos et al. 1991, c) Jaramillo et al. 2003, d) Templer et al. 2008, e) Cuevas et al. 2013, f) Bejarano et al.
20144, g) Roa-Fuentes et al. 2015, h) Rivero-Villar (datos no publicados), i) Montafio et al. 2007, j) Anaya et al. 2007, k) Pan et al. 2008, I) Wang
et al. 2014, m) Fang et al. 2015, n) Ortega 2014, o) Fang et al. 20093, p) Koehler et al. 2012, q) Hasselquist et al. 2010, r) Yuan et al. 2011
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La abundancia natural de N en el suelo y las raices tienen valores positivos lo que en un
principio indica que estan enriquecidos en *°N (Figura 9), debido a grandes pérdidas del N
en forma de gases (como NHj;, NO, N,O y Ny; ver Mariotti et al. 1999, Houlton y Bai
2009), provocando el empobrecimiento de & *N,O. Otros estudios indican que la
discriminacion de las bacterias desnitrificantes da como resultado valores de sustrato
(**NO3) enriquecidos, quedando el producto (**N,O) empobrecido (Mariotti et al. 1981,
Houlton et al. 2006), como se presenta en muchos bosques tropicales (Cuadro 10). En los
resultados obtenidos en este estudio los valores de 5°NO3" y §*°N,O no evidencian una alta
pérdida por desnitrificacion (Figura 9 y Cuadro 10). Por otro lado, en el presente estudio
la abundancia natural de *N en NOsy N en NH,4", asi como el aumento de este Gltimo,
indican una alta participacion de los microorganismos nitrificantes (de acuerdo con Mariotti

et al. 1981, Hogberg 1997), lo que explicaria el empobrecimiento de NO3”.

Los valores de  >NOj3 en lixiviados se encuentran méas empobrecidos que en otros bosques
tropicales secos, por lo tanto este resultado es un indicador de que en este bosque presenta
una alta lixiviacion, y que probablemente los rangos de 5>NO3 estan mas relacionados con
bosques himedos, en estos ecosistemas las pérdidas por lixiviacion son mas altas que por

desnitrificacion (Cuadro 10).

Los resultados de abundancia natural del isétopo *°N al igual que los de concentracion de N
en el suelo, raices, lixiviados y 6xido nitroso indican que el ecosistema conserva el
elemento en el ciclo interno o en sistema planta-suelo, es decir, las plantas y los procesos en
el suelo mantienen el nutriente limitando su salida del sistema, considerandolo como un
sistema cerrado (Chapin et al. 2011). Consistente con este resultado, la abundancia natural
de N en el suelo, las raices, las hojas y la concentracién de N en lixiviados y en gases del
mismo bosque demostraron que las pérdidas de N son de menor magnitud que en otro
bosque de Yucatan (Rivero-Villar datos no publicados) que recibe menos lluvia y tiene una

mayor concentracion de N en el suelo (Rivero-Villar et al. 2018).
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Finalmente, el bajo enriquecimiento de *°N en la liberacién de N,O sugiere una completa

desnitrificacién a N, como ha sido observado en otros bosques tropicales (Koba et al.

2012).

T 515N Raices
- =15
Eg 57N Suelo 2 a8 %o
“ g 6 a7 %o
=5
o B
o & 1°NH."Suelo 51°NOs Suelo
2ali%e 30 a+11 %o
S15NH,* S15NOs
Lixiviados Lixiviados
-2 a+4d %o -5 a+4d %o

515N,0
4 a6 %o

Figura 9. Rangos de la abundancia natural de **N en los distintos compartimentos analizados en el

experimento. Los valores de abundancia representan los rangos obtenidos en las muestras.
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Cuadro 10. Abundancia natural de "N en el suelo, raices finas, lixiviados y en la liberacion de N,O desde el suelo de bosques tropicales secos (lluvia
total < 2,000 mm por afio) y himedos (lluvia total > 2,000 mm por afio). Los valores representan los minimos y maximos reportados.

Abundancia natural Presente estudio Tzucacab, Yucatdn Bosques tropicales  Otros Bosques tropicales

8 °N (%o) secos de Yucatan  Bosques tropicales hamedos
secos

Suelo

>N Total 6a7 2a62 2a8 *h° -0.5a+9 " 09a10%

BNH," 8a13 6a15° -0.7a+8'

15NO3_ -30a +11 la7 ek 9a+11 h-,l-n

Raices 2a8 -1a+3 " -1a+5"° -la+1” 2a+06"

Lixiviados

NH, -2a+4 -7a+9°°

BNO5 -5a+4 la6 ®° 2a+8!"

N,0 426 -14 a +7 ° 34a+2"

a) Roa-Fuentes et al. 2015, b) Rivero-Villar et al. 2018, ¢) Huasselquist et al. 2010, d) Pan et al. 2008, ) Koba et al. 2012, f) Zhao et al. 2015, g) Amudson et al.

2003, h) Thilo et al. 2011, i) Wang et al. 2014, j) Fang et al. 2015, k) Koehler et al. 2012, I) Houlton et al. 2007, m) Pérez et al. 2000, n) Houlton et al. 2006, 0)
Brandes et al. 1996.
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Retencion y pérdidas del nitrégeno que ingresa al ecosistema

Al emplear un trazador isotopico las respuestas del ecosistema a su ingreso al suelo pueden
ser inmediatas; por ejemplo, el nutriente puede ser inmovilizado por la biomasa microbiana
del suelo, tomado por parte de la vegetacion, adsorbido al complejo de intercambio del
suelo, o perdido del sistema por via de lixiviacion o desnitrificacién. En experimentos con
adicién de >N un porcentaje alto del isotopo afiadido puede ser retenido en el ecosistema
(Corre et al. 2010, Templer et al. 2012). El presente experimento demostré cambios en la
abundancia natural del *>N inorgénico y de **N en raices finas a los 30 minutos de aplicado,
obteniéndose de 30 a 60% de recuperacion de la cantidad de is6topo afiadido al final del
experimento (5 dias). Este rango de valores se encuentra por debajo de la recuperacién
promedio del is6topo en experimentos de adicién con mayores lapsos de tiempo (~ 80% de
recuperacion en 7 dias; Templer 2005, Sotta et al. 2008). Considerando que en el
experimento no se determind la participacion de la biomasa microbiana del suelo en la
retencion del **N que ingresa al suelo (un participe importante en la dindmica del N en el
suelo; Gurmesa et al. 2016), los resultados sugieren que la inmovilizacién del N por parte
de microorganismos pudiera ser el destino de gran parte del >N no recuperado (es decir, la
respuesta inmediata principal al ingreso del N). Cabe resaltar que la retencion medida en
éste estudio corresponde a aquella que ocurre en la rizésfera, donde participa también la
biomasa microbiana asociada a la misma. Por otra parte, la retencion del is6topo por parte
de las plantas, en este estudio, es probablemente, una subestimacion de la misma al no
considerar la traslocacion del >N desde las raices a otros érganos de las plantas. Es decir,
las medidas de "N en las raices finas de la vegetacién que fueron obtenidas para el dia 1y
el dia 5, indican que al menos esa abundancia del *°N agregado al sistema fue absorbido por

parte de la vegetacion, pudiendo ser esta toma, problablemente, mayor a la estimada.

En la Figura 10 se muestra las tasas y flujos del N al adicionar el is6topo, considerando el
promedio de los dos dias muestreados (Cuadro 8), y comparando con otros bosques
tropicales (Cuadro 11), mientras que en la Figura 11 se presentan los almacenes y flujos

estimados en el presente estudio y considerando otros estudios realizados en Tzucacab.
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Emision de
N,O

0.0006 + 0.0003

Raices finas
214.6 +60.25 149,87+ 41.50
Tomade N

e sy

MOS v NH4+ > NDS- __________
Mineralizacion Nitrificacién
11.63 £2.37 5.87 +2.75
Inmovilizacidn NEM nmovilizacion
~8.89 £19.22 17.25 + 8.68
Lixiviacion Lixiviacion
0.89+0.44 1.41 + 0.17

Figura 10. Flujos de nitrégeno analizados en el experimento con *°N. Los almacenes de nitrégeno
se indican con cuadros, y estan dados en g N por gramo de suelo. Los flujos de nitr6geno se indican
con flechas, y estan dados en pg N por g de suelo seco por dia (ug N g™ d). La inmovilizacion de
NH," es el consumo total de nitrdgeno menos la nitrificacion total. Los valores representan las

medias + 1 E.E.
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Producciénde

hojarasca*

11.8+ 1.0
Emisién de N,;0

0.00001 +0.0001

Raices finas

| 23.5 ? 5.7 +0.08 16.4 +4.54

MOs ) (  NH;" NO;-
1305.15+0.09 | pineralizacién| 2.10+0.08 Nitrificacion 0.55 £ 0.03
339.6 +69.20 169.94 £ 65.70
NBM
Inmovilizacion | 5.54+0.10 |Inmovilizacién
? ?
Lixiviaciéon Lixiviacién
25,99 1£12.85 40.88 £4.96

Figura 11. Almacenes y flujos de nitrdgeno analizados en tiempo inicial del experimento. Los
cuadros en negro representan los almacenes de nitrégeno en g N m, las flechas representan las
tasas de transformacion bruta y la lixiviacion de nitrégeno en g N m? afio™. Los valores representan

las medias + 1E.E. Los valores de inmovilizacion reales no se calcularon para el presente estudio.
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Cuadro 11. Mineralizacion bruta de nitrogeno y nitrificacion bruta, lixiviacion de nitrégeno y liberacion de dxido nitroso en bosques tropicales

secos (lluvia total < 2,000 mm por afio) y himedos (lluvia total > 2,000 mm por afio). Se presenta el rango con base en los valores minimos y

maximos reportados.

Presente estudio Tzucacab Bosques tropicales  Otros Bosques tropicales
Yucatan secos de bosques tropicales hamedos
Yucatan Secos
Mineralizacién bruta 12 8-18*° 2-14%7
(ug N g™ dia™)
Nitrificacion bruta 6 2-21%° 0.6 - 10"
(ug N g™ dia™)
Lixiviacion de NH,* 0.02* - 25 0.01-0.1" 0.02-0.12!
(g N m?afio™)
Lixiviacion de NO5 0.24* - 40 0.39-39" 0.25-18.4]
(g N m?afio™)
Liberacion de N,O 1e-5 - 0.05* 3e3 X 1.4e3" le-4-0.9""° 0.1-05'
(g N m?afio™)
Liberacion de N,O 4e-4 - 58* 98e3" 48e3 " 141

(ng N g™ dia™)

a) Davidson et al. 1993, b) Silver et al. 2005, c) Sotta et al. 2008, d) Booth et al. 2005, e) Silver 2001, f) Templer et al. 2008, h) Fang et al. 2009a, i) Koba et
al. 2012, j) Fang et al. 2015, k) Bejarano et al. 20144, ) Vitousek et al. 1995, m) Garcia-Mendez et al. 1991, n) Fang et al. 2009b, 0) Bai et al. 2012. * Valores

estimados sin la adicion del istopo.
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La relacion mineralizacion: nitrificacion fue de 2:1, lo que significa que una parte del N
mineralizado fue inmovilizada ya sea por la vegetacion o por la biomasa microbiana. A
pesar de las necesidades de la biota, el tiempo de residencia de *>NH," calculado en este
estudio fue de 3 dias, valor que se ubica en la parte media del rango reportado para otros
BTSs (rango de 1 a 5 dias; Sotta et al. 2008, Gurmesa et al. 2016), y superior al estimado
para bosques tropicales himedos (menos de 1 dia; Templer 2008). En comparacion con el
TMR del > NO; que se calculé en un dia 0 menos, lo que indica una fuerte remocion del
NOjs desde el ecosistema por la trasformacion biologica a formas reducidas y por la

lixiviacion.

El hecho que la biomasa de las raices dentro de los nucleos, después de dos afios de
establecer las parcelas experimentales sea similar a la reportada en la vegetacion en un
levantamiento previo para la localidad (Roa-Fuentes et al. 2013) indica que las condiciones
de las parcelas, anterior a la adicion se asemejan a las condiciones del ecosistema. La toma
de N por parte de las raices finas en el experimento fue muy alta al superar a las tasas de
mineralizacion del bioelemento y de su consumo como a partir de formas inorgéanicas
(Figura 10). Los datos obtenidos indican que una vez adicionado el is6topo (ya sea como
NH,* 0 como NOy) las raices finas acceden rapidamente al nutriente, probablemente
favorecidas por una buena disponibilidad de agua en el suelo durante la estacién de lluvias.
En cuanto a la toma de las formas inorganicas de N (i.e., NH;" 0 NO3) por parte de la
vegetacion al comienzo del experimento (dia 1), no se detectd una preferencia por alguna
de las dos formas de N. Esta falta de preferencia observada en este estudio es consistente
con los resultados reportados en otros ensayos en bosques tropicales (Houlton et al. 2007,
Mayor et al. 2014) y, en conjunto, indican que la respuesta de la vegetacion a la
disponibilidad de N no esta asociada a preferencias sino a la abundancia de cada forma de
N inorganico al menos a corto plazo. Al dia 5 (i.e., al final del experimento) las plantas
siguieron tomando NOsz, pero su toma relativa a la toma de NH," disminuyd, sugiriendo
una preferencia de la vegetacion por la forma reducida de N inorganico. Sin embargo, mi
estudio no permite determinar si este Gltimo resultado es una consecuencia directa de la
preferencia por la forma reducida, o resultado de la mayor lixiviacion del NO3 respecto a
aquella del NH,", lo cual reduce la abundancia del ®NO;3 disponible, o ambas. Es

importante sefialar que la posible preferencia por parte de una u otra forma de N varia entre
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especies en bosques tropicales (Gei y Powers 2014 Andersen et al. 2017), por lo cual los

resultados del presente trabajo reflejan el promedio de esta variabilidad en las preferencias.

Al comparar entre los bosques tropicales se ha encontrado que la inmovilizacion de *NH;*
por parte de la biomasa microbiana es mayor que la de ®NOs demostrando que los
microorganismos del suelo, al igual que ocurre con la vegetacion, prefieren las formas
reducidas a las oxidadas de N inorganico debido al costo energético que implica su uso
(Gerschlauer et al. 2016). Si bien en este estudio no se midi6 el >N en la biomasa
microbiana del suelo, Davidson y colaboradores (1991) consideran al consumo de *NO3
resultado de su asimilacion por parte de la biomasa microbiana del suelo, y su
desasimilacion y desnitrificacion. En el sitio de estudio la desnitrificacion fue muy baja
(Cuadro 8), mientras no es esperable la participacion de la desasimilacion reductiva ya que
estd asociada a suelos inundados (Silver et al. 2001). Considerando la exclusion y/o baja
participacion de los dos ultimos procesos en el BTS de este estudio, se puede considerar al
consumo de NO;3 como una estimacion de su inmovilizacién por parte de la biomasa
microbiana. En la Figura 10 se muestra una estimacion de la inmovilizacion de NH," por
la biomasa microbiana, considerada como el consumo promedio de NH," menos la
nitrificacion promedio (ver Gerschlauer et al. 2016). Este dato podria indicar que cerca del
50% de *>NH,* podria ser inmovilizado por la biomasa microbiana, siendo las magnitudes
variables dependiendo de la relacion C:N en la biomasa microbiana (Booth et al. 2005,
Bejarano et al. 2014a). El hecho que el consumo de **NH," involucre la toma del i6n por
parte de la biomasa microbiana del suelo, pero también el *°NH," que queda adsorbido al
complejo de intercambio del suelo, no permite comparar ambos consumos para poder
determinar si existe una preferencia por parte de la biomasa microbiana por la forma
oxidada (**NO3) o por la forma reducida (**NH,") del N inorganico disponible (Figura 10).
A pesar de las estimaciones expuestas, los resultados del presente trabajo no permiten
cuantificar esta participacion de la biomasa microbiana del suelo en la retencion del N que
ingresa al sistema (Figura 11), sin embargo, los altos valores de consumo de *NO5"y de
“NH," (Cuadro 8) sugieren una participacién importante de los microorganismos y del
complejo de intercambio del suelo en la retencion del nutriente en éste ecosistema. Estudios

con trazadores indican que la inmovilizacién del *>N por parte de la biomasa microbiana es
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un importante mecanismo de retencion de N (de 6 a 36 %) en bosques y en otros

ecosistemas terrestres en general (Templer et al. 2012).

El experimento con adicion isotopica demostré que la mayor parte del N que ingreso al
sistema fue retenido (75%). El restante 25% del NOj3 fue perdido del ecosistema por
lixiviacion °NOs (24 %) y por liberaciéon de N,O (1%) (Figuras 10 y 11). Esta
comparacion entre vias de pérdidas de N desde bosques tropicales es contraria a la
importante participacion de la desnitrificacion en el tropico humedo, pero parece ser
consistente con el Gnico estudio que utilizd N, segln mi conocimiento, en bosques
tropicales secos (Cuadro 11). A pesar que se menciono anteriormente que la lixiviacion del
N en las parcelas podria estar mas relacionada a un proceso hidrolégico, como la
precipitacion registrada un mes antes de la adicién (Figura 4), el experimento con N
demostro la significancia de este proceso en la pérdida de N (Figura 10). Por lo tanto los
resultados indican que contrariamente a la Hipoétesis 2, en Yucatan es el lavado del suelo la
principal via de pérdida del N. Confirmar la prepoderancia del lavado del suelo respecto a
las pérdidas de N debido a la desnitrificacion exige la realizacion de nuevos estudios que
contemplen medidas de emisiones de N, (ver Pérez 2005, Templer et al. 2008, Koba et al.
2012). A pesar de ello, estos resultados sugieren que las pérdidas de N por lixiviacion
podrian ser importantes en el BTS de Yucatan considerando que el prolongado periodo sin
eventos de lluvia durante la estacion de secas favorece la acumulacion de grandes
cantidades de nutrientes en forma soluble en el suelo organico y en el suelo mineral de
estos ecosistemas los que son lavados al comienzo de la estacion de lluvias (Campo et al.
1998; Saynes et al. 2005). Ante el escenario que se pronostica para los BTS del mundo v,
particularmente, los de Yucatan, la existencia futura de periodos méas prolongados y mas
intensos de sequias ante el cambio en el clima global del planeta (IPCC 2013; ver también
Rivero-Villar et al. 2018), es esperable que las pérdidas de N por ésta lixiviacion produzcan
pulsos de grandes pérdidas del nutriente al comienzo de cada estacion de lluvias, pero
también se incrementen las pérdidas de N por volatilizacion al ser méas frecuentes e intensos
los incendios naturales (IPCC 2013, Campo y Merino 2016).
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Heterogeneidad biogeoquimica en el bosque tropical seco de Yucatan

Los experimentos realizados con la técnica de dilucién con °N estan expuestos a la gran
heterogeneidad del sitio (Hart et al. 1994). Particularmente los bosques tropicales presentan
una alta heterogeneidad a escalas de espacio y de tiempo, provocando que procesos
ecosistémicos como los ciclos de los nutrientes se vean afectados (Townsend et al. 2008,
Asner et al. 2015). El coeficiente de variacion es un indicador de la variabilidad a la que
puede estar expuesta una muestra (Zar 1999). La Figura 12 muestra el coeficiente de
variacion calculado para los datos de N y de *°N, y se puede comprobar que los flujos de N
y algunas de las concentraciones del nutriente en el suelo alcanzaron el 100% de coeficiente
de variacién, evidenciando la existencia de una gran heterogeneidad biogeoquimica a escala
local en la Peninsula de Yucatan. Si bien hay homogeneidad en el material parental (roca
caliza), la region presenta una alta heterogeneidad de suelos a escalas locales (Krasilnikov
et al. 2013) reflejando profundos cambios microtopogréficos y la influencia de la alta

diversidad de su flora (Ceccon et al. 2002).
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Figura 12. Coeficiente de variacion (%) en las concentraciones y flujos calculados en el experimento de adicion de *°N de
éste estudio. Las barras negras representan los datos de N y las barras grises son datos de *°N.
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Perspectivas

Ante el aumento del depdsito de nitrégeno reactivo en los tropicos son necesario mas
estudios que permitan determinar las respuestas que tendran sus ecosistemas, ante su
participacion masiva en los ciclos globales de este elemento asi como en el del carbono vy,
por tanto, en la evolucién del clima futuro del planeta. Para ello es imprescindible un
adecuado conocimiento de las respuestas que ocurren en los ecosistemas ante los
incrementos en el depdsito atmosférico de nitrégeno. El presente trabajo sugiere que una
gran parte del nitrégeno reactivo que ingresara desde la atmodsfera mediante deposito bruto
sera retenido por parte de la biota del bosque tropical seco de Yucatan. Por lo que es
necesario realizar estudios a nivel de especies de plantas (Fabaceae), asi como su
asociacion con otros microorganismos (bacterias y hongos) que contribuyen en la toma del
nitrégeno. De igual manera se requiere de estudios que caractericen a las comunidades
microbianas del suelo y como éstas responden no solamente al aumento del nitrégeno

reactivo sino a cambios ambientales pronosticados en la peninsula de Yucatan.

A pesar de la alta capacidad de retencion de N en los bosques, las salidas del nutriente al
ambiente circundante se aumentaran, generando un fendmeno en cascada favorecido por la
gran movilidad del nitrato en el suelo, lo que podria tener consecuencias ambientales
negativas para los cuerpos de agua epicontinentales y las zonas marinas costeras, al
favorecer los pulsos de productividad primaria (eutrofizacion). Particularmente, dado los
suelos delgados y el fragmentado material parental presente en la peninsula de Yucatén, los
cuales favorecen una rapida infiltracion del agua hacia el acuifero y el movimiento del agua
en direccion a las costas, se aportaria de grandes cantidades de NOs desde los bosques
nativos (y también, tierras bajo cultivo) con consecuencias negativas para el

funcionamiento de los ecosistemas costeros.

Finalmente, éste estudio demuestra que al implementar herramientas de isétopos estables
genera evidencias directas respecto a las respuestas de los ecosistemas en el ingreso de N

contribuyendo al entendimiento de la dindmica futura del nutriente.
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Conclusiones

1.

4.

Los resultaodos obtenidos indican que una gran parte del nitrégeno que ingresa al
ecosistema es retenido en el bosque tropical seco de Yucatéan, y las pérdidas son en

términos relativos bajas, sugiriendo un ciclo del nutriente cerrado.

En esta retencion, la vegetacion tiene un papel importante y, aunque no se cuenta
con medidas particulares de la inmovilizacion microbiana del nutriente, hay
evidencias que sugieren una posible competencia de los microorganismos con la

vegetacion por el nitrdgeno que ingresa al ecosistema.

A corto plazo, la vegetacion no demostré preferencia por alguna de las formas
inorganicas del nitrégeno, ya sea amonio o nitrato, como se esperaba, y la toma del

nutriente parece reflejar la abundancia de éstas formas en el suelo.

A pesar que el bosque tropical seco estudiado presenta pérdidas de nitrogeno
menores en comparacion con otros bosgues tropicales, ya sean secos o humedos, la
lixiviacion del nitrogeno es, en términos relativos, la principal via de pérdida del

nutriente en las condiciones climaticas estudiadas.
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Anexo

Cuadro A1. Valor de & *°N en nitrégeno inorgéanico del suelo, en raices finas (< 2mm de diametro), en lixiviados (como amonio >NH," y nitrato

NO3) y en 6xido nitroso (*°*N,0) durante la adicion de is6topo en suelos (0-10 cm de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Adicion +PNO, + NH,
Tiempo Inicial 1dia 5 dias Inicial 1dia 5 dias
Suelo
815NH4+ (%o) 208.76 + 84.94 224.50 £ 60.07 182.49 + 38.16 787.53 +78.79 742.32+ 126.84 788.15 +164.90
s 15N03' (%) 3750.01 £ 701.19 2483.32 + 364.01 2144.88 + 838.88 7134.01+ 1403.19 8158.75 + 1168.87 2079.28 +340.36
15 , 94.71 + 9.59 219.77 + 26.46 243.71 £ 17.44 387.08 + 42.56 631.35 +58.26 744.18 + 66.45
0 N en raices (%o)
Lixiviados
5 R - - 1817.64 +636.16 - - 7223.04 +1698.96
0 °NH," (%o)
5 - - 3114.05 +402.18 - - 2201.81 +£183.81
67 NO3™ (%o)
Gases
15 *
8"N;O (%) - 5.93 +0.38 5.93 +0.38 ; 6.11 +0.49 539+ 0.26

(n=12, *n=5)
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Cuadro A2. Efectos de la adicidn con nitrégeno y del tiempo, y su combinacion, en la concentracion del bioelemento en el suelo, en la biomasa

microbiana (NBM), en las raices finas (< 2mm de didmetro), en la concentracion de amonio (NH,"), de nitrato (NO3) y en la relacion NO;:NH, en

el suelo. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis. Los valores significativos (p < 0.05) del test se presentan con negrita.

N total suelo

NBM

NH,"

NO;’

NO3:NH,

N raiz

N raiz

Adicion Tiempo Combinacion de Factores
gl 8 p gl 8 p gl ' p
2 0.57 0.75 2 1.70 0.42 4 4.04 0.85
2 22.63 1.22e-05 2 25.82 2.47e-06 4 53.37 9.11e-09
2 5.74 0.06 2 0.43 0.08 4 12.62 0.12
2 0.14 0.93 2 2.79 0.25 4 5.81 0.67
2 1.56 0.46 2 3.43 0.18 4 8.67 0.37
2 14.28 7.94e-04 2 10.79 4.54e-03 4 30.76 1.5e-04
2 4.16 0.12 2 0.61 0.74 4 6.92 0.54
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Cuadro A3. Efectos de la adicién con nitrogeno en el flujo del bioelemento en formas inorgéanicas
(amonio NH,", nitrato NO3) desde suelos por lixiviados. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis.

2

Factor gl X p
Flujo NH,

Adicién 2 4.08 0.13
Flujo NO3

Adicién 2 3.76 0.15
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Cuadro A4. Efectos de la adicion con nitrégeno y del tiempo en la liberacion del bioelemento
como Oxido nitroso (N,O) liberado desde los suelos. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis.

Factor gl H p

Adicion 2 3.62 0.16
Tiempo de toma de gases 1 0.89 0.34
Combinacidn de Factores 3 1.03 0.79
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Cuadro A5. Efecto del tiempo en la abundancia natural del 3"°N en el nitrégeno total y en

nitrégeno inorgénico del suelo mineral, en las raices finas (< 2mm diametro) y en la liberacion de

oxido nitroso (N,O) desde los suelos. Prueba no paramétrica Krukal Wallis. Los valores

significativos (p < 0.05) del test se presentan con negrita.

Tiempo

Gl H p
Suelo
§°N Total 1 2.71 0.09
815NH4+ 2 8.85 0.01
515 NOs 2 0.40 0.81
& N en raices 2 6.81 0.03
Gases
3°N,0 2 0.82 0.36
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Cuadro A6. Recuperacion de N (%) en los diferentes compartimentos del suelo (0-10 cm de profundidad). Los valores representan las medias + 1 E.E.

Adicion +NO; +°NH,
Tiempo Inicial 1dia 5 dias Inicial 1 dia 5dias
Suelo
BNH,* 0.17b + 0.06 0.40ab + 0.13 0.12b +0.02 0.64a + 0.06 1.32a+0.63 0.53a+0.13
BNO 1.44a +0.51 2.15a+0.67 1.01b +0.39 4.22a+0.46 417b +0.81 0.66b +0.19
>N Raices finas 6.88b + 1.29 14.08ab + 3.24 13.55ab + 2.89 19.16ab + 1.21 35.67a+ 6.65 40.23a + 8.44
Lixiviados
BNOy - - 16.14a + 3.21 - - 11.02a + 2.38
BNH,* 3 B 1.01a+0.54 3 3 4.26a+ 1.42
Gas
BN,0" - 4.9e-07a + 4.2e-07 8.1e-07a + 7.9e-07 -- 1.1e-10a +7.4e-11  7.8e-1la+3.2e-11
Total 8.48 +1.79 16.63 +4.07 31.83 +7.07 24.02 +1.73 41.16 +8.09 56.70 +12.56
(n=12,*n=5)

Letras distintas indican diferencias significativas (p <0.05) entre el tipo los tratamientos. Prueba pos hoc Tukey.
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Cuadro A7. Efectos de la adicion con nitrdgeno y del tiempo en la recuperacion del *°N adicionado. Prueba no paramétrica Kruskal Wallis. Los

valores significativos (p < 0.05) del test se presentan con negrita.

Adicion Tiempo Combinacion de factores
gl H p gl H p ol H p
Suelo
BNH,* 1 21.39 3.74e-06 2 1.29 0.52 5 31.30 8.16e-06
BNOy 1 3.02 0.08 2 13.96 9.3e-04 5 15.13 9.8e-03
N raiz 1 26.32 2.88e-07 2 7.75 0.02 5 49.17 2.04e-09
Lixiviados
BNH,* 1 1.21 0.27 - - - - - -
BNOy 1 14.28 7.94e-04 - - - - - -
Gas
BN,O0 1 4.68 0.03 1 0.80 0.37 3 6.29 0.09
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Cuadro A8. Efectos de la adicion con nitrogeno y del tiempo en los procesos del ciclo del nitrégeno en el suelo. Prueba no paramétrica Kruskal

Wallis. Los valores significativos (p < 0.05) del test se presentan con negrita.

Adicion Tiempo Combinacion de Factores

ol H p ol H p ol H p
Mineralizacion - - - 1 7.74 0.005 - - -
Nitrificacion - - - 1 3.60 0.06 - - -
Consumo de NH," - - - 1 4.68 0.03 - - -
Consumo de NO3 - - - 1 0.16 0.69 - - -
Tiempo de residencia de NH," - - - 1 0.86 0.35 - - -
Tiempo de residencia de NO3 - - - 1 2.37 0.12 - - -
Toma de N por raices 1 2.31 0.13 1 4.46 0.03 3 7.66 0.05
Lixiviacion de **NO5’ 1 2.40 0.12 - - - - - -
Liberacion de “N,O 1 0.04 0.84 1 0.77 0.37 3 1.03 0.79

-, No hay comparacion estadistica.

Figura Al. Bolsa de resina de intercambio indnico.
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Figura A2. Camara estéatica utilizada para la captura de gases.
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