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RESUMEN 

La rizósfera es el volumen del suelo afectado por la actividad de las raíces.  
Es un sitio de intensas interacciones entre la planta y el suelo. La liberación de protones 
(H+) desde las raíces a la rizósfera estaría afectada por varios factores. El objetivo 
general de esta tesis fue analizar el efecto del pH del medio, la fuente de nitrógeno (N) y 
su interacción sobre las variables de crecimiento y la liberación de H+ en la rizósfera de 
plantas de algodón, girasol y soja. Los ensayos fueron realizados en hidroponia 
suministrando distintas formas de N (NH4NO3, NH4

+, NO3
-) a diferentes pH (4,5 – 6,0 – 

7,5). El crecimiento de las tres especies de plantas fue afectado significativamente por la 
forma de N suministrada y no por el pH del medio. Las plantas tratadas con las fuentes 
NH4NO3 y NO3

-
 presentaron el mayor crecimiento. Las plantas de soja inoculadas 

crecieron menos que las no inoculadas. La liberación de H+ fue afectada por el pH y en 
plantas de soja se detectó interacciones con las fuentes de N. El flujo de H+ fue mayor 
hacia el interior celular cuando las raíces crecieron en medios ácidos, alcalinizando la 
rizósfera. Por el contrario, las raíces acidificaron la rizósfera cuando crecieron en 
medios de pH 6,0 y 7,5. Las plantas de soja tratadas con NH4

+
 acidificaron la rizósfera 

en todos los rangos de pH. Las restantes fuentes de N siguieron el mismo patrón que en 
algodón y girasol.  
 

Palabras claves: liberación de H+, pH, nitrógeno, rizósfera.  
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ABSTRACT 

The rizosphere is the soil volume affected by the activity of the plant roots. The 
release of protons (H+) to the rhizosphere is affected by several factors. The general 
objective of this thesis was to analyse the effect of the pH of the growth media, the 
source of N and their interaction on the growth and the release of H+ to the rhizosphere 
of cotton, sunflower and soybean plants. The plants were grown in hydroponics. 
Compared treatments comprised sources of  N (NH4NO3, NH4

+, NO3
-) and a range of 

pH (4,5 - 6,0  and  7,5). Growth of the three species was affected by the N source, but 
not by the pH level. The treatments with NH4NO3 and NO3

-
 presented the highest 

growth. Inoculated soybean plants grew less than the non-inoculated counterparts that 
where supplied with inorganic N. The release of H+ was affected by the pH. Some 
significant interactions N x pH were found. When the external medium was acid, the 
root alkalinized the rizosphere, because H+ influx predominated over H+ efflux. At pH 
6,0 and 7,5, roots acidified the rhizosphere. When the soybean plants grew with NH4

+
, a 

stronger rhizosphere acidification was verified at all pH levels. The other N sources 
followed the same pattern verified in cotton and sunflower.  
 

Key words: release of protons, nitrogen, pH, rhizosphere 
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1.1 Rizósfera y sus propiedades 

Los nutrientes de la solución del suelo se encuentran en forma de iones 
inorgánicos. Llegan a la rizósfera por flujo masal, difusión y en menor medida, por 
intercepción (Marschner 1990). Su concentración en el suelo suele decrecer 
enormemente- en la vecindad de la raíz debido a la absorción vegetal. Sin embargo, si la 
absorción es por flujo masal, puede haber acumulación de nutrientes en zonas 
adyacentes a la raíz. Esto suele ocurrir en nutrientes poco móviles como el calcio y el 
potasio. (Hylander et al. 1999; Hinsinger et al. 2009; Calvaruso et al. 2011).  

La rizósfera es la porción del suelo que se ve afectada de alguna forma por la 
raíz y se diferencia del seno del suelo. Puede representar entre el 0,1 % y en casos 
excepcionales más del 5% del volumen total del suelo. El radio de la rizósfera es 
variable, dependiendo de la propiedad edáfica considerada, la estructura del suelo, 
tamaño de las partículas, el contenido de agua y la capacidad buffer (Darrah 1993). El 
límite exterior de este radio se establece cuando ya no hay diferencia en las propiedades 
del suelo rizosférico y el suelo no rizosférico. En términos de pH, la rizósfera puede 
tener en promedio un radio de 3 mm. Para  fósforo (P) puede oscilar entre 2 y 5 mm y 
para nitrógeno (N) puede excederse mucho de esos valores (Hinsinger et al. 2009). Por 
otro lado, las micorrizas poseen hifas que se extienden hacia el seno del suelo por lo que 
pueden extender el radio de la rizósfera. 

Las raíces liberan compuestos hacia el medio afectando la actividad biológica y 
las propiedades físico-químicas del suelo (Lambers et al. 2009). Azúcares, aminoácidos, 
ácidos orgánicos, vitaminas, proteínas, metabolitos secundarios, enzimas, agua, 
protones (H+) y oxidrilos se encuentran entre los principales compuestos excretados por 
las raíces (Marschner 1995; Jones et al. 2009). Estos compuestos propician el 
crecimiento de ciertos microorganismos, convirtiendo a la rizósfera en un escenario de 
intensas interacciones entre éstos, las raíces y la matriz del suelo (Gregory y Hinsinger 
1999). Debido a las lógicas dificultades metodológicas, el conocimiento disponible 
sobre la rizósfera es decididamente menor con respecto al seno del suelo.  

1.2 Factores que alteran el pH rizosférico 

Uno de los factores de mayor contraste entre la rizósfera y el seno del suelo lo da 
el pH, el cual puede presentar diferencias de hasta varias unidades (Darrah 1993; Yu et 
al. 2000). Los cambios de pH a nivel rizósfera se dan como consecuencia de los 
compuestos exudados por las raíces (Neumann et al. 1999; Hinsinger 2001; Trolove et 
al. 2003), como H+, hidroxilos (OH-) o ácidos orgánicos, entre los principales. Estos 
compuestos químicos liberados al medio derivan de las células radicales que mantienen 
el pH del citosol a niveles constantes y contrarrestan el desbalance de cargas que se 
produce con la absorción de nutrientes (Imsande 1986). El mantenimiento del equilibrio 
del pH citosólico, que normalmente se encuentra en valores cercanos a 7,3, es un 
proceso bioquímico en el cual intervienen ácidos orgánicos, H+, OH- entre otros (Israel y 
Jackson 1982). Por ejemplo, si la suma de cationes totales que absorbe la planta es 
mayor a la suma totales de aniones, las raíces producirán una liberación de H+ al medio 
resultando en una acidificando y con una disminución del pH original. Por el contrario 
si la absorción es mayoritariamente de aniones, la planta liberará OH- al medio (o 
ingresara H+ a la raíz), resultando en una alcalinización y un aumento del pH (Kirkby y 
Mengel 1967; Römheld 1986; Imas et al. 1997).  
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En su tesis de Maestría, Faggioli (2008) comparó las eficiencias de absorción del 
P sobre plantas de soja, girasol y maíz, en distintas localidades de la Región Pampeana. 
Esas mismas especies también fueron experimentadas en macetas. El tercer medio de 
crecimiento utilizado por Faggioli (2008) fue la hidroponia, observando que a los 20 
días las raíces de las tres especies acidificaron el medio, independientemente de la oferta 
de P. Las raíces de girasol experimentaron en agar y colorante la mayor tasa de 
acidificación que soja y maíz. Esta acidificación también fue observada en maceta. La 
acidificación de las raíces de soja se mantuvo en valores intermedios entre el girasol y el 
maíz. En maíz la deficiencia de P realzó el descenso de pH del ambiente rizosférico. La 
mayor tasa de acidificación del girasol no mejoró la eficiencia de adquisición del P 
como se podría haber esperado para esta especie. Estos resultados sirvieron de base para 
incursionar en nuevas líneas de investigación, de la cual surgió esta tesis.   

Raíces de plantas de algodón, trigo y lupino blanco solubilizaron distintas 
fracciones de P inorgánico e orgánico producto de una acidificación, provenientes ya 
sea de una liberación de H+, ácidos carboxílicos o fosfatasas (Wang et al. 2008). En 
algodón, la absorción de las fracciones lábiles de P se relacionó con las fosfatasas tanto 
ácidas como alcalinas y no a la liberación de H+ o ácidos carboxílicos. Las leguminosas 
en simbiosis con las bacterias fijadoras de N atmosférico tienen la capacidad de 
acidificar el medio, como consecuencia de una mayor tasa de absorción de cationes 
sobre los aniones (Hinsinger et al. 2003; Tang et al. 2009). Este efecto acidificante de 
las leguminosas cuando utilizan N fijado fue observado además en alfalfa (Nyatsanga y 
Pierre 1973; Aguilar y Van Diest 1981) y en lupino (Coventry y Slaterry 1991; 
Neumannet al. 1999). Tang et al. (1997) observaron un aumento en la acidificación del 
seno del suelo en 12 especies de pasturas, luego de 5 años de producción.  

Otro factor que podría incidir en el pH de la rizósfera es la respiración de las 
raíces de las plantas y los microorganismos del suelo. La respiración contribuye al 
aumento del pCO2 en los suelos: se han registrado valores entre 30 a 100 veces mayores 
que la concentración atmosférica (Hinsinger et al. 2003). Estas concentraciones pueden 
ser afectadas por el estado del suelo como anegamiento, costras y compactación. En el 
suelo y especialmente en la solución de este, el CO2 se transforma rápidamente en 
HCO3, lo que provoca una acidificación a nivel rizósfera. Esto es válido en casi todos 
los suelos, excepto para aquellos suelos muy ácidos que impide la disociación del HCO3 

.En estos suelos se observó que la respiración no contribuye a cambiar en forma 
significativa el pH rizosférico. En cambio, en suelos calcáreos y neutros el pH del suelo 
disminuye considerablemente con el incremento de la concentración de CO2 edáfico 
(Hinsinger et al. 2003). El fenómeno de liberación de ácido carbónico determina que el 
pH de la rizósfera de suelos calcáreos se encuentre normalmente en valores cercanos a 7 
en lugar de 8,3, como estaría determinado por la reacción de equilibrio del CaCO3 a 
concentraciones ambientes de CO2 (Hinsinger et al. 2003). En sus experimentos, 
Nguyen et al. 1999 destacaron un efecto pobre del pCO2 sobre el pH rizosférico, 
concluyendo que posee una relevancia menor. 

En ciertas especies de plantas, los ácidos orgánicos contribuyen de manera 
importante en el cambio del pH rizosférico. Entre los ácidos orgánicos que participan 
activamente se encuentran el ácidos cítrico, oxálico y málico (Bertin et al. 2003; 
Cawthray 2003; Hinsinger et al. 2003), siendo este último el anión dominante en la 
mayoría de plantas. El oxalato es el dominante en familias como Chenopodiaceae, 
Polygonaceae y Portulaceae. Estos ácidos orgánicos provenientes del metabolismo 
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celular están presentes en grandes concentraciones en el citosol de las células radicales, 
jugando un rol preponderante en la regulación del pH (Smith y Raven 1976; Kirkby y 
Knight 1977). Uno de los mecanismos de regulación es su capacidad para almacenarse 
en vacuolas. Los ácidos orgánicos tienen una constante de disociación baja (pK), por lo 
cual al ser liberados lo hacen en sus bases conjugadas como aniones orgánicos. Estos 
aniones tienen que ser balanceados por una equivalente entrada de OH- o salida de H+ 
de la célula radical (Haynes 1990; Hinsinger et al. 2003; Wouterlood et al. 2004). Los 
aniones orgánicos, al poseer un pK bajo, generalmente reaccionan con los H+ del suelo 
y en algunos casos su liberación es acompañada por cationes como el K+, por lo tanto su 
contribución al pH rizosférico puede llegar a ser nula (Jones 1998; Gerke et al.2000 a 
b). Se observó que los ácidos orgánicos exudados presentan una notoria variación entre 
especies. Petersen y Bottger (1991) observaron que en maíz era despreciable (0,3%) 
pero en lupino era muy significativa. Tang et al. (2009) destaco una pobre participación 
de los ácidos carboxílicos exudados en plantas de soja ante deficiencias de P. Wang et 
al. (2008) no detectaron liberación de ácidos orgánicos en plantas de algodón, tratadas 
en condiciones normales y deficitarias de P.  

Otra característica importante a tener en cuenta a la hora de cuantificar los iones 
exudados por las raíces es la capacidad buffer de los suelos. En suelos que poseen una 
baja capacidad buffer y un pH cercano a 6 se observaron los mayores cambios de pH. 
Mientras que en suelos con una capacidad buffer alta no se produjeron cambios 
importantes de pH (Schubert et al. 1990). Schaller (1987) menciona que los H+ 
liberados al medio reaccionan por intercambio de cationes, por protonación-
deprotonación de los grupos de ácidos débiles o por la disolución o precipitación de 
minerales del suelo (reacciones que consumen o producen H+, respectivamente). En 
consecuencia, se cree que la capacidad buffer del suelo juega un rol importante en los 
cambios de pH producidos en la rizósfera (Durand y Bellon 1994). Si la capacidad 
búffer del suelo es alta, el cambio producido a nivel rizósfera será mínimo, por el 
contrario si la capacidad buffer es baja o pobre la diferencia de pH entre la rizósfera y el 
seno del suelo será mayor (Hinsinger et al. 2003). En tal sentido, la medición directa del 
pH en la rizósfera no refleja solamente el fenómeno de liberación de exudados 
radiculares sino que integra la reacción de estos con el seno del suelo. 

Otro factor clave en la regulación del pH rizosférico es la forma en que la planta 
absorbe el N del suelo. Las formas predominante en el suelo son como anión (nitrato - 
NO3

-) y como catión (amonio - NH4
+) (Miller y Cramer 2004). Los mecanismos 

involucrados en la absorción de las distintas formas de N y la liberación de H+ u OH- se 
dan como consecuencia de la electro neutralidad citosólica que son bastante conocidas 
(Kirby y Mengel 1967; Marschner 1995). Si la planta absorbe en mayor medida NO3

-
 el 

medio sufrirá una alcalinización como consecuencia del equilibrio homeostático celular. 
Esto se produce por un movimiento denominado antiporter (entrada de un anión NO3

-
 y 

salida de un OH-) o symporter (entrada conjunta de un NO3
-
 y dos H+). Si la planta 

absorbe en mayor medida NH4
+ la rizósfera sufrirá una acidificación como 

consecuencia de la entrada de un catión - NH4
+ - y la salida de un H+, generalmente por 

un movimiento antiporter (Kirkby y Mengel 1967; Haynes y Goh 1978; Marschner 
1995). En plantas de soja, Riley y Barber (1971) observaron que las raíces producían 
una mayor acidificación rizosférica cuando el nitrógeno era suministrado como NH4

+ en 
lugar de NO3

-, resultando en una mayor absorción y acumulación del P en sus tejidos.  
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 La mayoría de las plantas cultivadas generan las mayores tasas de crecimiento 
cuando están estas dos formas de N (NH4

+ y NO3
-). Sin embargo, el crecimiento se ve 

deprimido cuando predomina alguna de ellas como fuente principal, lógicamente 
dependiendo de la especie, la edad y el órgano en cuestión. Schortemeyer et al. (1993) 
observaron una mayor biomasa total alcanzada en maíces de 12 días con el suministro 
homogéneo de las dos formas de N. Por el contrario, la biomasa total fue menor cuando 
se les suministró NH4

+ o NO3
-
 individualmente. Hebered y Below (1989) en dos 

variedades de trigo observaron la mayor biomasa total y rendimiento en granos con una 
relación de NO3

-/NH4
+ de 50-50 o 75-25. Leidi et al. (1992) detectaron el mayor 

crecimiento con la forma NO3
-
 que NH4

+
 en plantas juveniles de algodón. Para Ricinus 

commnunis Allem y Raven (1987) y Van Beusichem et al. (1988) detectaron el mayor 
crecimiento con la fuente NO3

-
 que con NH4

+. Imsande (1985) obtuvo la mayor biomasa 
total con la fuente NO3

- seguida por la forma combinada (NH4NO3) en plantas de soja 
de 50 días. Cuando la absorción de la solución del suelo se da con la fuente NH+

4 la 
mayoría de las plantas cultivadas experimentan un cierto grado de toxicidad. El efecto 
tóxico afecta la tasa de crecimiento (acumulación de materia seca) y en casos severos la 
tasa de desarrollo (Britto y Kronzucker 2002). Sin embargo Brix et al.(2002) en plantas 
de Typha latifolia observaron el máximo crecimiento con la fuente NH4

+
 que con NO3

-.  
La combinación de fuente de N y pH del medio puede generar respuesta 

disimiles entre especies y dentro de una misma especie, las cuales podrían cambiar 
durante la ontogenia. Lang y Kaiser (1994) no encontraron diferencias en la biomasa 
aérea en plantas de cebada, por el contrario la biomasa radical fue afectada por la 
interacción N x pH. El menor crecimiento radical fue presentado en plantas tratadas con 
NH4

+ y pH ácido (4,0) a diferencia de los pH 5,0 y 6,0 y la forma NO3
-
 que resultaron en 

los mayores pesos. Ruan et al. (2002) en plantas de “Te” no observaron efecto 
interactivo entre N x pH para biomasa total, pero si efectos independientes para los 
factores principales. La mayor biomasa total fueron para aquellas plantas con las fuentes 
NH4

+ y NH4NO3, y en un orden decreciente para los pH de 5 > 4 > 6. Tolley-Henry y 
Raper (1986) también observaron el menor crecimiento en plantas de soja 
principalmente para ambientes ácidos y fuentes amoniacales (NH4

+), pero esto se 
revirtió cuando aumentó el pH del medio. Así también Brix et al. (2002) en sus 
experimentos con Typha latifolia no encontraron diferencias para los factores 
principales (N y pH) en el crecimiento, pero efectos interactivos en la concentración de 
nutrientes como el P, Ca y K. En el caso de algodón, girasol y soja, son muy escasos los 
antecedentes sobre los efectos de la fuente de N en el crecimiento, y su interacción con 
el pH del medio. 

El efecto del pH del seno del suelo sobre el pH rizosférico ha sido relativamente 
poco estudiado (Hinsinger et al. 2003) y juega un rol importante en la solubilización y 
absorción de nutrientes como así también en los procesos de escape frente a la toxicidad 
de algunos elementos del suelo (Chaignon et al. 2002; Hinsinger et al. 2003). Jones 
(1998) y Hinsinger et al. (2003) en estudios realizados sobre suelos ácidos y 
concentraciones elevadas de aluminio, reportaron que genotipos de maíz resistentes 
tenían la capacidad de absorber más aniones que cationes y alcalinizar su ambiente, 
posibilitando una aliviación frente a este elemento tóxico (Pellet et al.1995; Heim 
2001). Hinsinger et al. (2003) reportaron que plantas creciendo en suelos ácidos 
producen una alcalinización a nivel rizósfera, mientras que aquellas que lo hacían en 
suelos alcalinos acidifican la rizósfera. Tagliavini et al. (1995) observaron algo similar 
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en suelos de elevado pH (calcáreos y no calcáreos), donde raíces apicales de árboles de 
Prunus pérsica acidificaban su ambiente externo favoreciendo la absorción de 
nutrientes. Guivarch (1999) observó que la colza produce una alcalinización de la 
rizósfera en suelos de pH menor a 4,8 y una acidificación en suelos con pH superiores a 
ese valor. Schubert et al. (1990) demostró que raíces de poroto creciendo en medios 
líquidos liberaban H+ a pH superiores a 6,0 mientras que alcalinizaban la solución a pH 
menores a 5,0. Hawkins y Robbins (2010) observaron que plantas de soja cultivadas en 
medios ácidos producían una alcalinización, producto de la entrada de H+ al interior 
celular, y una reducida actividad de las ATP-asa situadas en las MP. A pesar de que 
existe ciertas evidencias empíricas del fenómeno, no están del todo dilucidados los 
mecanismos mediante el pH del suelo modifica la eventual acidificación o 
alcalinización de la rizósfera inducidas por las raíces. Una posible causa reside en que el 
bajo pH del medio (ácido) podría desencadenar una alteración de la actividad de la 
ATP-asa, resultando en una disminución de la actividad de la bomba de H+, seguido por 
una reducción en la absorción de nutrientes (Hinsinger et al. 2003).  

Los cambios de pH en la rizósfera se deben principalmente a la extrusión de H+ 
al medio, producida por las raíces de las plantas. Esta liberación de H+ al medio externo 
es realizada por unas proteínas situadas en la membrana plasmática (MP) de la raíz, 
denominadas ATP-asas. Estas tienen como principal función expulsar H+ generando un 
gradiente electroquímico y suministrar la fuerza necesaria para la absorción de los iones 
y metabolitos a través de la MP (Sze 1999). 

Investigadores destacaron que la fuente de N es el factor determinante en la 
liberación de H+ al medio, mientras que otros sostienen que el pH del medio es el factor 
principal en la extrusión de H+. En algodón y girasol no se encontró bibliografía que 
cite específicamente el efecto combinado del pH y la fuente de N sobre la liberación de 
H+, en soja solo los aportes citados por Hawkins y Robbins (2010).   

En esta tesis se estudiará el efecto de la fuente de N y pH del medio sobre el 
crecimiento y la acidificación rizosférica promovida desde raíces de las plantas de 
algodón, girasol y soja. 

1.3 Objetivos e Hipótesis Generales 

Los antecedentes en la literatura indican que la fuente de N sería un factor clave 
en el crecimiento de la planta y en la liberación de H+ al medio, como así también lo 
sería el pH del medio. El objetivo general de esta tesis fue analizar el efecto de la fuente 
de N y el pH del medio y su interacción sobre las variables de crecimiento y la 
liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de algodón, girasol y soja.  

La hipótesis general que se pondrá a prueba es que el flujo de H+ en la rizósfera 
es regulado en mayor magnitud por el pH del medio que por la fuente de N 
suministrada.  

Para responder a la hipótesis se utilizaron como modelo tres especies anuales: 
algodón, girasol y soja. La elección de las tres especies se basó principalmente por su 
relevancia económica y social tanto en el ámbito regional, nacional e internacional. La 
soja es la leguminosa que ocupa cerca de 2/3 partes de la superficie cultivada en el país, 
siendo la principal oleaginosa a nivel nacional. Se cultiva en distintos tipos de suelos, 
con variada provisión de N y de niveles de pH edáfico. Por su parte girasol es otra 
oleaginosa adaptada a diferentes tipos de ambientes. En los tiempos recientes, se han 
incorporado una amplia gama de materiales adaptables a distintas condiciones. Además 
de la importancia que representa esta oleaginosa en la industria aceitera, estudios de una 
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tesis de maestría de la EPG (Faggioli 2008) encontraron que el girasol acidificaba el 
ambiente rizosférico en mayor magnitud que el maíz y la soja. Tanto la soja como el 
girasol poseen un rol preponderante en la floreciente industria aceitera nacional 
posicionándose ventajosamente en la producción de biocombustibles orgánicos 
(biodiesel). Por su parte el algodón se concentra en la región Norte de la argentina entre 
los 25° y 31° de latitud sur. Es un cultivo de importancia económica y social para la 
región, donde intervienen un gran número de agentes en la cadena productiva. Esto 
genera una actividad agroindustrial importante con un número elevado de personas 
participantes en el proceso del cultivo. Su principal destino es la fibra textil para 
hilanderías y productos secundarios como oleaginosos y alimenticios, empleándose su 
semilla para la extracción de aceites comestibles e industriales, y también en la 
alimentación de animales por su alto contenido proteico. 

El primer desafío a superar en el presente estudio, fue definir la aproximación 
metodológica a ser utilizada. La fuerte interacción entre los microorganismos del suelo 
y las plantas crea un ambiente particular en la rizósfera de las plantas. De hecho lo que 
ocurre en la rizósfera no sólo es producto de la actividad de la raíz sino también de otros 
componentes del suelo (ej. microorganismos). Este trabajo se encuentra basado en 
conocer los posibles efectos involucrados en la combinación de factores como N y pH 
sobre algunos parámetros de crecimiento en las plantas bajo estudio. Es por ello que se 
escogió un sistema experimental que aísle de cierto modo a la misma de los 
microorganismos, de modo que estos no enmascaren su efecto y creen efectos 
confundidos. De hecho se tuvo que hacer una serie de ensayos preliminares para poner a 
punto la solución que más se adecue en las plantas modelos. 

La tesis posee 5 capítulos, en el presente se realizó una revisión bibliográfica de 
antecedentes de los distintos factores que afectan el crecimiento, principalmente cuando 
son suministrados con la forma de N y el pH de crecimiento y sus respuestas para 
distintas especies. El capítulo 2 se centra en las respuestas de crecimiento obtenidas de 
las especies de algodón y girasol cuando son sometidas a dos factores, N y pH del 
medio y sus interacciones. También y como foco principal se estudia el flujo de H+ en la 
rizósfera para aquellos tratamientos. Estas dos especies se analizaran en forma conjunta 
debido a comparten las mismas metodologías de trabajo. 

El capítulo 3 describe el efecto de los factores N y pH sobre las variables de 
crecimiento y flujo de H+ en plantas de soja. Estos experimentos de soja requieren un 
mayor número de mediciones que girasol y algodón, por la simple utilización de los 
nódulos como otra fuente de aporte de N a las plantas. 

 El capítulo 4 aborda una discusión general que incluye la integración de los 
resultados de los capítulos previos, incluyendo varios gráficos. Uno de esos gráficos 
resumen el flujo de H+ y el crecimiento de las plantas para las tres especies. Finalmente, 
el capítulo 5 contiene las referencias bibliográficas y un anexo de tablas y gráficos no 
incluidos en capítulos previos.  
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CAPÍTULO 2: 

 

 

 

EFECTOS DE LAS FUENTES NITROGENADAS Y 
NIVELES DE pH SOBRE LA LIBERACIÓN DE 

PROTONES EN LA RIZÓSFERA DEL GIRASOL Y 
ALGODÓN 
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2.1 INTRODUCCIÓN 

El nutriente del suelo requerido en mayor cantidad por las plantas es el N 
(Marschner 1995; Rubio et al. 2003), cuyas formas disponibles en el suelo son como  
anión -NO3

-- y como catión -NH4
+-. La proporción de ambas formas es variable 

dependiendo de las propiedades físico-químicas del suelo y de las condiciones 
ambientales (Miller y Cramer 2004; Fragaria y Stone 2006). Generalmente el NO3

-
 es el 

que se halla en mayor proporción en los suelos cultivados. En los suelos no cultivados, 
fríos, ácidos y anegados predomina el NH4

+
 (Britto y Kronzucker 2002). Smirnoff et al. 

(1984) identificaron familias que se especializan en la absorción de NO3
- como 

Chenopodeacea, Rosaceae, Urticaceae y otras en NH4
+ como Ericaceae, Pinaceae, 

Proteaceae, usando como indicador la actividad de la nitrato reductasa.  
Cuando la fuente principal en la solución del suelo es NH4

+, la mayoría de las 
plantas reducen el crecimiento, en algunos casos con síntomas de toxicidad (Chaillou et 
al. 1986; Britto y Kronzucker 2002). Las distintas especies de plantas presentan algún 
tipo de tolerancia dada por su mayor o menor sensibilidad a esta fuente. Esta 
sensibilidad cambia durante las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo de las 
plantas (Vollbrecht et al. 1989). Por ejemplo Britto y Kronzucker (2002) mencionan 
que las plantas crecidas en medios predominantemente con la fuente NH4

+ producen una 
serie de síntomas visuales y/o fisiológicos como desbalance iónico y hormonal. 
Mientras que Schortemeyer et al. (1993) observaron cambios en la morfología de la raíz 
del maíz, cuando el medio contenia NH4

+; como la asimilación del NH4
+ ocurre 

preferentemente en raíces, el flujo descendente de carbohidratos a través del floema es 
acompañado por ciertos tipos de fitohormonas, presuntamente responsables de los 
cambios morfológicos, sostuvieron los autores.  

La mayoria de los tratabajos, sobre este tema, cítan NO3
- como asi también al 

NO3NH4 como las responsables del mayor crecimiento en plantas cultivadas con estas 
fuentes nitrogenadas (Vessey et al. 1990; Schortemeyer et al. 1993). Weissman (1972) 
determinó que plantas juveniles de girasol y soja cultivadas con la fuente NO3

-
 

producían la mayor acumulación en biomasa que las tratadas con la fuente NH4
+. En 

plantas de algodón de 22 días Leide et al. (1992) encontraron el mayor crecimiento con 
la fuente NO3

- que con NH4
+. Kirkby y Mengel (1967) en sus experimentos observó un 

mayor crecimiento, en plantas de tomate juveniles, para la fuente NO3
-
 que para la 

fuente NH4
+. 

El pH del medio juega un rol fundamental en la absorción de los nutrientes, ya 
que incide directamente en la solubilidad de ellos, como el N, P, Fe, Mn, Zn, etc. 
(Marschner 1995). Por ejemplo ensayos desarrollados en hidroponia, los autores 
observaron que los pH ácidos favorecen la absorción de NO3

-
 en plantas de soja (Vessey 

et al. 1990) y en maíz (Schortemeyer et al. 1993), por el contrario en tomate se verificó 
que la absorción de NO3

-
 era menor a pH 4 (Ludewing et al. 2002). En Arabidopsis, la 

máxima absorción se dio entre pH 8-9 sobre un rango de 3-10 (Doddema y Telkamp 
1979). En Picea abies, se verificó la máxima tasa de absorción a pH 5,5 en un rango de 
2,5 a 6,5 (Peuke y Tischener 1991). Estos autores atribuyeron que los pH ácidos 
reducen la actividad de la nitrato reductasa, encargada de reducir el NO3

-
 a NO2

-. Glass 
y Siddiqi (1984) señalaron al pH como responsable de la alteración de las cargas de 
grupos R de los aminoácidos situados en los canales o carriers (de la MP). Con ello, se 
puede perder la identidad de un determinado flujo de ión, actuando independientemente 
al flujo de los H+ producto de las ATP-asa. En algodón y girasol no se encontró 
bibliografía de los pH óptimos para la absorción de las distintas fuentes de N. 
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Los antecedentes indican que el crecimiento de las plantas pueden ser afectado 
según como tomen o absrovan el N del medio. Cuando se incluye al pH de crecimiento, 
el abanico de respuesta es aún mayor, ya que se pede observar desde efectos simples 
para los factores principales, o interacciones para las distintas variables analizadas. 
Incluso en una misma especie, los distintos órganos puede presentar efecto diferentes.  
Por ejemplo, Lang y Kaiser (1994) no observaron diferencias en la biomasa aérea en 
plantas de cebada cultivadas con las fuentes NO3

-
 y NH4

+, combinadas con los pH de 
4,0; 5,5; 6,8. Sin embargo la biomasa radical y la longitud radical resultaron afectadas 
por la combinación entre la fuente de N y el pH (NH4

+
 y pH ácido). Por su parte Brix et 

al. (2002) encontraron efecto interactivo entre N y pH en la tasa de crecimiento relativa 
(TCR) en plantas de Typha latifolia; la máxima tasa fue registrada para la combinación 
de N-NH4

+ y pH-6,5; las plantas tratadas con la fuente NO3
- el patrón no fue claro. En 

girasol y en algodón no se encontraron antecedentes que evaluaran el efecto interactivo 
de N x pH sobre las variables de crecimiento. 

La forma en que la planta absorbe el N (NO3
-
 o NH4

+), determina en gran medida 
si las raíces liberarán al medio OH- o H+ como consecuencia del equilibrio homeostático 
celular (Marschner 1995). Si la fuente del medio contiene NO3

-, lo más probable es una 
alcalinización en la rizósfera; por el contrario si el medio contiene NH4

+
 debería 

esperarse una acidificación rizosférica (Nye 1981; Haynes 1990; Raven 1990). 
Hylander et al. (1999) observaron que raíces de algodón acidificaban en mayor 
proporción que las raíces de maíz, soja y arroz, cuando fueron crecidas en un rizobox 
con NH4NO3 hasta los 90 días. Römheld et al.(1984) observaron en plantas de girasol 
una fuerte acidificación con la fuente NH4

+, y ante situaciones deficitarias de Fe++. 
La acidificación observada por raíces de las plantas no se debe solo a la 

absorción diferencial de cationes y aniones, también se la vincula a situaciones de 
carencia de nutrientes o micronutrientes. Ramani y Kannan (1982) en plantas de 
algodón y Cakmak y Marschner (1990) en plantas de algodón y girasol observaron una 
fuerte acidificación al medio cuando estas fueron crecidas en condiciones deficitarias de 
Zn. Esto era consecuencia de que la raíz reducía la entrada de NO3

-, pero incrementaba 
la absorción de cationes. Wang et al (2008) menciona que las plantas de algodón no 
tienen la capacidad de modificar la química de la rizósfera y acceder a nutrientes pocos 
móviles y lábiles, ejemplo el P; distinto a lo que experimentaban otras especies, como 
lupino con la liberación de ácidos carboxílicos al medio. Faggioli (2008) observo que 
raíces de girasol, acidificaban en una magnitud mayor que raíces de maíz y soja, 
independientemente de la oferta de P, tanto en medios hidropónicos como en macetas. 
Alcantara y De la Guardia (1994) observaron que ciertos genotipos de girasol 
presentaban una alta tasa de acidificación cuando el medio era deficitario de Fe++ en 
relación a otro grupo de menor acidificación. Sin embargo estos dos grupos accedían a 
distintas fracciones de Fe++ mediante otros mecanismos que no era la liberación de H+, 
concluyeron los autores. Römheld et al. (1984) observaron que plantas de girasol 
producían una acidificación cuando el medio presentaba una baja concentración Fe++, 
presencia de fuscicoccin (toxina producida por un hongo) en la solución, o el medio de 
crecimiento conteniendo NH4

+
 como única fuente de N. Todas estas situaciones 

inducían a las ATP-asa a una liberación de H+. 
La acidificación rizosférica originaría de los exudados radicales puede provenir 

de ácidos orgánicos o de H+. Estos últimos provienen, en parte, de la bomba ATP-asa 
localizada en las membranas de las células radicales. Estas bombas ATP-asa actúan 
suministrando la fuerza necesaria para la absorción de los nutrientes, creando un 
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gradiente electroquímico y despolarizando a la MP de raíces con la consiguiente entrada 
de nutrientes (Palmgren y Harper 1999).  

El girasol pareciera presentar una fuerte acidificación al medio como destacaron 
Römheld et al. (1984) y Faggioli (2008), tal vez sea un carácter intrínseco de la planta; 
algodón por su parte la acidificación no parecería ser importante desde el punto de vista 
de accesibilidad a los nutrientes. Wang et al.(2008) detecto que plantas de algodón no 
produjeron cambios químicos en la rizósfera, ya sea con una liberación de H+ o de 
ácidos carboxílicos, ante situaciones de estrés de P; sin embargo mostro capacidad para 
modificar el crecimiento radical ante falta de P. 

A nivel rizósfera se observó que el pH del medio influye en el flujo de H+ al 
medio. Esto fue observado por Schubert et al. (1990) en Vicia faba, cuando la solución 
de crecimiento se mantuvo a un pH 6 y las plantas respondían con una acidificación. 
Por el contrario, cuando la solución estaba por debajo del pH 4 o 5 alcalinizaba el 
medio. Youssef y Chino (1989) observaron en especies de cebada y soja que la 
liberación de H+ u OH- al medio era dependiente del pH, pero independiente de la fuente 
de N absorbida. Chaignon et al. (2002) en raíces de colza y tomate observaron cambios 
significativos en el pH de la rizósfera con reducciones de este para suelos calcáreos, e 
incrementos del pH rizosférico para suelos ácidos. Hawkins y Robbins (2010) 
observaron que en soja y en Pinus contorta exhibían una liberación de H+ a pH 7 
mientras que a pH 4 existía una absorción de H+. Los procesos que se dan en las raíces 
como consecuencia del pH del medio, no están del todo dilucidados y son pocos 
conocidos los mecanismos que intervienen fisiológicamente.  

No se encontró bibliografía específica en algodón y girasol que describa la 
interacción entre la fuente de N y el pH del medio para variables de crecimiento ni 
mediciones in situ a nivel flujo de H+ en la rizósfera. Es probable que el flujo de H+, de 
estas dos especies tendrían que responder principalmente al pH del medio, similar a lo 
encontrado en plantas de soja como halló Hawkins y Robbins (2010), ya que no son 
especies que hayan sido mejoradas en ese sentido, como fue experimentado en maíz por 
Yan et al. (1998) 

2.1.2 Objetivos e Hipótesis 

El objetivo del capítulo fue evaluar el efecto combinado de la fuente de N y el 
pH del medio sobre parámetros de crecimiento, morfología radical, contenido de N y la 
acidificación en la rizósfera de plantas de algodón y girasol. Las hipótesis que se 
pondrán a prueba son:  
1. Existe interacción entre los factores fuente de N y pH del medio al menos para alguna 
de las variables de crecimiento, morfología radical y contenido de N. 
2. Las raíces de las plantas de algodón y girasol que crecen en medios ácidos producen 
una alcalinización rizosférica, por el contrario en medios alcalinos acidifican la 
rizósfera. 

 

 

2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 Material vegetal 

Las plantas utilizadas fueron algodón (Guazuncho 3) y girasol (Paraíso 20). La 
elección del material de algodón se hizo por ser una variedad convencional y de reciente 
aparición en el mercado superando a su antecesora Guazuncho 2. La variedad 
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Guazuncho 3 se caracteriza por poseer una buena calidad de fibra (longitud, microoner 
y resistencia de las fibras). Además cuenta con valores altos de la relación fibra/semilla, 
característica importante en la cadena hilandera del algodón. En el caso de girasol se 
utilizó el híbrido Paraíso 20, por tener un buen rendimiento en bruto y un alto contenido 
de aceite en semilla. 

2.2.2 Condiciones experimentales 

El ensayo tuvo lugar en el invernáculo de la Facultad de Agronomía de la UBA 
y las determinaciones posteriores fueron realizadas en la Cátedra de Fertilidad y 
Fertilizantes de dicha Facultad. El fotoperiodo aplicado fue de 14 hs de luz durante el 
crecimiento. El invernáculo contó con lámparas halógenas las cuales se encendían 
cuando el fotoperiodo estaba por debajo de ese umbral. El cultivo de algodón es 
insensible al fotoperiodo en todo su ciclo, por el contrario responde principalmente a las 
temperaturas y por arriba de su base de 15,5 °C (Lomas et al. 1977; Young et al. 1980). 
En tanto el girasol responde al fotoperiodo a partir del inicio de floración, mientras que 
en etapas juveniles es insensible al mismo (Andrade y Sadras 2002). El invernáculo 
también contó con un sistema de calefacción y refrigeración, regulados por sensores 
automáticos, y las temperaturas mínimas y máximas estuvieron comprendidas entre los 
20° y 38 ºC respectivamente para el optimo crecimiento de las plantas.  

El sustrato donde crecieron las plantas fueron soluciones hidropónicas. Este 
sistema permite independizarse de algunas interacciones como suelo-microorganismos y 
de este modo resaltar el efecto de los tratamientos sobre la rizósfera de las raíces y el 
crecimiento de la planta. Muchos experimentos son llevados a cabo en hidroponía 
durante todo el ciclo de vida de una planta, cuyos resultados son similares a los 
desarrollados a campo, ya que proveé los nutrientes necesarios para el crecimiento. La 
hidroponía es un medio donde los nutrientes están disponibles en forma inmediata, 
soluble y muchas veces en exceso, lo cual hacen de un medio de crecimiento similar o 
hasta mayor a lo observado a campo. En el caso del presente experimento, se utilizó 
hidroponia para individualizar los efectos simples y las interacciones entre los factores 
expuestos. En posteriores etapas del presente plan se podrán explorar otras condiciones 
experimentales, en base a los resultados que surgen de la presente.  

Se utilizaron bateas de 25 l de capacidad (22 cm ancho por 45 cm largo y 25 cm 
profundidad) para el pretratamiento y de 12 l (22 cm ancho por 21 cm largo y 25 cm 
profundidad) para el tratamiento. Cada solución fue oxigenada a través de una bomba de 
aireación para peceras. 

Germinación: Las semillas de algodón y girasol fueron esterilizadas con una 
solución al 10 % (v/v) de NaHOCl comercial (hipoclorito de sodio), durante 3 minutos 
y luego enjuagadas con agua destilada. Posteriormente fueron colocadas en papel 
secante y envueltas de modo de formar unos cilindros que permanecieron húmedos en 
una solución de Cl2Ca (0,8 mM) y mantenidas a 25-28º C durante 6 días. La figura 2.2.1 
muestra las etapas y duración (en días) del ensayo. 
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Germinación

0-6 días

Pretratamiento

6-16 días

Tratamiento

16-32 días

 

 

 

 

 

Figura 2.2.1. Etapas y duración en días del experimento: germinación, pretratamiento y 
tratamiento. 

Pretratamiento: posterior a la etapa de germinación, las plántulas fueron 
seleccionadas de acuerdo a su estado de desarrollo y con tamaños similares para ser 
llevadas a una etapa de pretratamiento. La duración de esta etapa fue de 10 días. Las 
plántulas seleccionadas fueron colocadas en planchas de tergopol sobre las bateas. Las 
planchas de tergopol sirvieron de sostén de las plantas, a modo de tapa, evitando la 
evaporación e impidiendo la entrada de luz (Figura 2.2.1). Estas presentaban 12 
orificios donde se alojaban las plantas sostenidas por un listón de guata en la base del 
tallo. La composición de la solución con los macronutrientes es presentada en la tabla 
2.2.1; los micronutrientes fueron los siguientes expresados en µmol/l: KH2PO3  0,1; Fe 
EDTA   5,0; MnSO4   4,6; H3BO3   23; CuSO4   1,6; MoO3   1,0; Co Cl2   1,0. 

 

 

Tabla 2.2.1. Composición química de las soluciones nutritivas para el pretratamiento y 
tratamiento y las distintas formas de N suministradas. 

 
 

 Solución del 
pretratamiento 

 
Soluciones de los tratamientos 

 
  

  
   

 
 

 Sales o compuestos  
 
    NH4NO3 

 
NH4NO3  NO3

- 
 

NH4
+ 

 

       mmol l-1
 

 

  mmol l-1
 

 

 

 KNO3      2,5   

 Ca(NO3)2      1,5   

 (NH4)2SO4        2,75 

 
NH4NO3  2,75  2,75   

 
 

 
Ca CL2  1,5  1,5  1,5 

 
2,5 

 
Mg SO4  0,5  0,5  1,0 

 
1,0 

 
K CL       

 
2,5 

 
K2SO4  1,5  1,5  1,0 

 
 

 
Mg CL2  0,025  0,025  
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El pH de la solución se lo mantuvo en un rango de 5,9 y 6,1 con el agregado de 
álcali (KOH) o ácido clorhídrico (HCl ). El cambio de solución nutritiva se realizó a los 
6 días para evitar el agotamiento de la solución nutritiva o su distorsión por los posibles 
compuestos exudados de las plantas. El agua de las soluciones fue desmineralizada 
obtenidas a través de un equipo de filtración de agua (Columnas: Deionex modelo MC-
160). La distribución de las bateas fue completamente al azar, que fueron rotadas al 
realizarse el cambio de solución. 

Tratamientos: Las plantas del pretratamiento fueron seleccionadas por similar 
estado de crecimiento y llevadas a las bateas (12 l) de tratamientos (Figura 2.2.1). Las 
bateas presentaban tapas de plástico con 2 perforaciones donde fueron alojadas las 
plantas y sostenidas por un listón de guata en la base del tallo.  

Se utilizó para cada especie un diseño factorial en bloques aleatorizados y cuatro 
repeticiones. Los factores principales fueron las formas de N y niveles de pH, y cada 
factor contó con tres niveles. Para el factor N, las fuentes fueron suministradas como 
NH4NO3, NH4

+ y NO3
-, y llevadas cada fuente a los siguientes pH 4,5; 6,0 y 7,5. Los 

bloques se basaron en fechas de siembra consecutivas (2 para cada especie), realizadas a 
intervalos de dos días entre las fechas. Las mediciones de liberación de H+ se hizo entre 
las 11 am y 16 pm, debido a que registros previos dieron las mayores tasas de liberación 
de H+. 

Las fuentes de N de las soluciones tratamiento tuvieron como base la utilizada 
por Faggioli (2008) pero presentando modificaciones con respecto a las fuentes de N 
(Tabla 2.2.1).  

La concentración total de N suministrada fue de 5,5 mM para las 3 fuentes 
(Tabla 2.2.1). Los micronutrientes utilizados fueron los mismos que para el 
pretratamiento.  

La duración del tratamiento fue de 16 días, correspondiente a 32 DDS. 

2.2.3 Determinaciones: 

pH de las soluciones y liberación de H+: el pH en la etapa de pretratamiento y 
tratamiento fueron mantenidos en los rangos establecidos con el agregado de hidróxido 
de sodio (0,5 y 4 M) o ácido sulfúrico (0,1 y 0,5 M). Se utilizó un pH metro marca 
Orion 410 tanto en las mediciones de las bateas de 25 l y 12 l. Este mismo aparato fue 
utilizado en las mediciones de liberación de H+ en los tubos de ensayos.  

Cosecha y medición de biomasa seca: a los 16 días del tratamiento (32 DDS) se 
procedio a la cosecha de las plantas, separando en parte aérea (hoja y tallo) y raíz. Estas 
fueron colocadas en estufas a 70°C durante 3 días para su posterior peso seco, excepto 
la raíz. Esta última fue frizada para su posterior determinación de los parámetros de 
morfología radical.  

Determinación de N: el nitrógeno total se obtuvo multiplicando la biomasa total 
seca por la concentración de N en planta, este último se determinó a través del método 
modificado de Kjeldahl (Baethgen y Alley 1989).  

Morfología Radical: las raíces previamente frizadas, se las descongelo y luego 
se las paso por un escáner para determinar el área radical total (ART) área específica 
radical (AER), longitud radical total (LRT), longitud específica radical (LER) y 
diámetro radical promedio, mediante el programa Winrhizo (versión 2008).  

Tasa de liberación de H+: A los 16 días de tratamiento, previo a la disección de 
las plantas, se les determinó el flujo de H+ en la rizósfera de las raíces, individuales, 
vivas y activas, sin ser cortadas de la planta madre (Henriksen et al. 1992). Para ello se 
ideó un sistema compuesto de dos recipientes de tamaño diferentes y 3 tubos de ensayos 
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intercalados entre estos dos recipientes (Figura 2.2.2). El recipiente menor de 6 cm de 
diámetro por 10 cm de alto, contenía a la planta seleccionada con sus raíces sumergida 
en la solución de origen. El recipiente mayor, de 11cm de diámetro por 15 cm de alto, 
alojaba al recipiente menor además de una serie de tubos de ensayos (Figura 2.2.2). El 
recipiente mayor en su parte superior contaba con una tapa y un orificio de salida para la 
parte aérea de la planta, quedando las raíces completamente tapadas, similar a una 
maceta. Las mediciones de liberación de H+ se hicieron en raíces de segundo orden, 
previamente lavadas con agua destilada e insertas en los tubos de ensayos. Estas raíces 
fueron manipuladas con cuidado para no producir corte ni lesión. Los tubos de ensayos, 
con una capacidad de 15 ml, contenía una solución con agua destilada más CaCl2 (0,08 
mmol) y llevada al pH del tratamiento a que fue cultivada la planta. Este sistema fue 
puesto en un agitador electrónico, con un movimiento oscilante de 60 rpm y durante 30 
minutos por planta para mantener una oxigenación en las raíces. Posteriormente se 
procedió al corte de la raíz contenida en el tubo de ensayo, solo en la porción que se 
encontraba en contacto con la solución. Luego era extraída y secada con papel tissue y 
pesada para obtener el peso fresco. En el líquido remanente del tubo de ensayo (una vez 
extraída la raíz) se le determinaba el pH final. Para el calculó del flujo H+ en los tubos 
de ensayo se registraba los valores de pH inicial y final, luego mediante una 
transformación logarítmica de esos valores y con los pesos fresco de raíz en mg 
(miligramos) y el  tiempo de agitación se obtenía el flujo de H+ en µmol g-1 peso fresco 
(PF) de raíz h-1 por hora en la rizósfera.  
 

Figura 2.2.2 Medición de liberación de H+. Sistema de recipientes y tubos de ensayos 
para medición de H+ en la rizósfera de las raíces de las plantas. 
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2.2.4 Análisis estadístico 
Los datos recolectados fueron analizados mediante un ANOVA, y las diferencias 

entre medias se determinaron con el Test de Tukey (p<0.05). La variable liberación de 
H+ fue transformada a variable rango, ya que no cumplía con los supuestos. Para esta 
misma variable y solo en los pH 6,0 y 7,0 se utilizó el test de “t” para verificar si 
realmente hubo una liberación de H+. El programa utilizado fue Infostat/Profesional 
versión 1.1 

 

2.3 RESULTADOS 

Especie: Girasol 

2.3.1. Parámetros del crecimiento 

El crecimiento de las plantas de girasol fue afectado principalmente por la forma 
de N suministrada (p< 0,001); por el contrario el factor pH no incidió en el crecimiento 
como tampoco la interacción entre ambos factores (Figura 2.3.1). Las plantas de girasol 
alcanzaron la mayor biomasa total, aérea y radical cuando fueron cultivadas con 
NH4NO3 y NO3

-, sin difirerencias estadísticas entre ellas. Las plantas con la fuente NH4
+

 

presentaron el menor crecimiento, diferenciándose de aquellas dos últimas. La biomasa 
total, aérea y radical de las plantas que crecíeron con la fuente NH4

+
 produjó el 40% en 

relación a las plantas con NH4NO3 (Figura 2.3.1). Esta reducción en iguales 
proporciones ocasionó que la relación raíz-tallo se mantuviera estable y no fuese 
afectada por los factores principales ni por la interacción (Tabla 2.3.1). 
 

 

Variables  Factores  Interacción 

  Fuente N  pH  N x pH 

Biomasa total  0,0001**  0,5185  0,9230 

Biomasa aérea  0,0001**  0,3768  0,8754 

Biomasa radical  0,0001**  0,5893  0,8927 

Raíz/Tallo  0,7187  0,1709  0,9149 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*); p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 

Tabla 2.3.1 Valores de “p” para variables de biomasa total, aérea, radical y relación 
raíz-tallo cuando son tratados con las fuente de N y niveles de pH y su interacción N x 
pH en plantas de girasol de 32 DDS. Tabla 2.3.1 Valores de “p” para variables de 
biomasa total, aérea, radical y relación raíz-tallo cuando son tratados con las fuente de 
N y niveles de pH y su interacción N x pH en plantas de girasol de 32 DDS. 
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Figura 2.3.1. Parámetros de crecimiento: biomasa total, biomasa aérea, biomasa radical, 
expresados en (g) y la relación raíz-tallo para plantas de girasol, para los tratamientos 
con fuentes de N y niveles de pH del medio a los 32 DDS. Las barras indica el error 
estándar de las medias. Letras iguales no difieren entre si y a<b<c. 
 

 

 

 

 

2.3.2 Morfología radical   

La morfología radical fue afectada por los tratamientos. La longitud radical total 
(LRT) presento diferencia por fuente de N (Tabla 2.3.2). Las plantas cuando crecieron 
con la fuente NH4NO3 experimentaron las máximas longitudes de raíces con valores 
promedio de 110 m raíz planta-1. Esta fue seguida y sin diferencias estadísticas por las 
raíces tratadas con NH4

+, con 65 m raíz planta-1, por el contrario las plantas que 
crecieron con NO3

- produjeron 35 m raíz planta-1 diferenciándose estadísticamente solo 
de aquellas plantas tratadas con NH4NO3 (Figura 2.3.2).  

La longitud específica radical (LER), es una medida de eficiencia radical e 
indica la cantidad de m de raíz producida por g de raíz invertida. Para esta variable las 
raíces presentaron diferencia por la forma de N y el pH del medio (Tabla 2.3.2). Las 
más eficientes resultaron las raíces cultivadas con NH4

+
 (55 m g raíz-1), seguidas por 

NH4NO3 y NO3
- con 31 y 12 m g raíz-1 respectivamente (Figura 2.3.2). Los medios de 

pH ácidos resultaron favorables para el crecimiento en longitud ya que produjeron 42 m 
por g raíz, mientras cuando el medio incrementó de pH (6,0 y 7,5) tendieron a una 
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disminución del 20% y 40% respectivamente. Solo ofrecieron diferencia significativa 
los dos pH extremos. 

Por su parte el área radical total (ART) presento interacción entre los factores 
principales (Tabla 2.3.1). Esta variable también de importancia desde el punto de vista 
de captura de recursos, ya que indica la superficie radical total que está en contacto con 
el suelo. Las raíces que originaron la mayor superficie fue cuando se combino la fuente 
NH4NO3 y el pH 4,5 con 1400 cm2 planta-1 (Figura 2.3.3). Esté valor máximo registrado 
en parte se debió a su biomasa radical. Esta misma fuente a los pH 6,0 y 7,5 se redujo 
en un 50 y 60 % la superficie respectivamente. 

El área específica radical (AER), otra medida de eficiencia, fue afectada 
únicamente por la fuente de N. Las plantas que crecieron con NH4

+
 resultaron en 

producir 350 cm2 por g raíz-1, sin diferencias estadísticas de NH4NO3 que se redujo en 
un 30%. Cuando fueron cultivadas con NO3

-
 redujeron un 60% significativamente 

diferente de los otros dos tratamientos (Figura 2.3.2).  
La fuente de N también afecto el diámetro radical promedio en una relación 

inversa al AER (Tabla 2.3.2 y Fig. 2.3.2) ya que raíces de mayor diámetro fueron las 
tratadas con NO3

- (0,36 mm), seguidas por NH4NO3 y NH4
+

 con valores de 0,27 y 0,20 
mm respectivamente.  

 
 

Tabla 2.3.2 Valores de “p” para variables de longitud radical total, longitud especifica 
radical, área radical total, área específica radical y diámetro promedio radical, cuando 
son tratados con las fuente de N y niveles de pH y su interacción N x pH en plantas de 
girasol de 32 DDS. 

Variables  Factores  Interacción 

  Fuente N  pH  N x pH 

Longitud radical total-
LRT- 

 0,0032**  0,1062  0,5912 

Longitud especifica 
radical-LER- 

 0,0001**  0,0451*  0,2584 

Área radical total-
ART- 

 0,0001**  0,0092**  0,0140* 

Área específica 
radical-AER- 

 0,0001**  0,0582  0,0873 

Diámetro radical 
promedio-DRP- 

 0,0002**  0,9989  0,5622 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*); p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 
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Figura 2.3.2. Morfología radical de las plantas de girasol: longitud radical total(LRT), 
longitud especifica radical (LER), área radical total(ART), área específica 
radical(AER), y diámetro radical promedio para los tratamientos de fuente de N y 
niveles de pH, evaluadas a los 32 DDS. Tratamientos con la misma letra no difieren 
significativamente con un p< 0,05 y donde a < b < c .Las barras representan el error 
estándar de las medias. 

 

 

 



20 

 

 

0

20

40

60

80

100

NH NN NO

0

300

600

900

1200

1500

NH NN NO

1500100

80

60

40

20

0

1200

900

600

300

0

4,5 6,0 7,5

ab ab ab ab ab
ab ab

b

a

NH+
4 NH4NO3 NO-

3 NH+
4 NH4NO3 NO-

3

2.3.3 Concentración de N. 

La concentración de N (µg de N mg-1) en planta presentó interacción significativa entre 
los factores N y pH (p<0,01**) Fig. 2.3.3. Esta interacción se originó con una respuesta 
contrastantes entre dos de las fuentes utilizadas, NH4

+
 y NO3

-, y solo al pH 7,5. A este 
nivel de pH, las plantas que concentraron mayor N en sus tejidos fueron las crecidas con 
NH4

+
 (70 µg de N mg-1), por el contrario las de menor concentración y estadísticamente 

diferentes fueron las crecidas con NO3
- (50 µg de N mg-1) (Fig. 2.3.3). Los restantes 

tratamientos, que incluyen a las plantas con NH4
+

 y NO3
-
 a los pH 4,5 y 6,0 y plantas 

con la fuente NH4NO3 en todos sus rangos de pH, se mantuvieron en valores 
intermedios de los dos primeros tratamientos (60 µg de N mg-1) 

El contenido de N total presento el mismo comportamiento a la biomasa total, 
diferencias significativas por la forma de N. Las plantas que crecieron con NH4NO3 y 
NO3

-
 fueron las que acumularon más N total en sus tejidos con 974 y 887 mg de N 

planta-1 respectivamente (Fig. 2.3.3). Por el contrario las plantas con NH4
+

 fueron las 
que acumularon menos N total en sus tejidos diferenciándose estadísticamente de las 
dos anteriores (413 mg de N planta-1). 

 

 

Figura 2.3.3. Concentración de N (µg de N mg-1 de PS vegetal o M.S) y contenido total 
de N  (mg de N por planta) en plantas de girasol de 32 DDS, bajo diferentes 
tratamientos de fuente de N y niveles de pH. Tratamientos con la misma letra no 
difieren entre sí, donde a < b < c; Significancia p< 0,05 *. Las barras indican el error 
estándar de la media. 

Tabla 2.3.3 Valores de “p” para Concentración de N y N total en plantas de 
girasol, cuando son tratados por los factores fuente de N y niveles de pH, y su 
interacción, a los 32 DDS. 

Variables  Factores  Interacción 

  Fuente N  pH  N x pH 

Concentración de N  0,0421*  0,9970  0,0081** 

N total  0,0001* *  0,8383  0,3227 

Niveles de significancia:  p<0.05 (*); p<0.01 (**); p>0.05 (ns) 
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2.3.4 Liberación de H+ 

La variable liberación de H+ presentó una respuesta diferente con respecto a las 
variables de crecimiento, ya que no fue afectada por la forma de N, en cambio fue 
afectada por el factor pH (p=0,0001**) (Figura 2.3.4). Las raíces de girasol presentaron 
una fuerte alcalinización al medio con el pH más bajo (respuesta negativa) mientras que 
en las otras dos condiciones la respuesta fue mucho menor y tendiente a una liberación 
de H+. En medio ácido (pH 4,5) independientemente de las formas de N las raíces 
alcalinizaron la rizósfera con un valor promedio de -307 µmol g-1PF h-1. Esta se 
diferenció estadísticamente de las raíces que crecieron a pH medios (6,0) y altos (7,5), 
que acidificaron o produjeron una alcalinización al medio con valores de 60 y 15 µmol 
g-1PF h-1de H+ respectivamente. 

Los pH 6,0 a 7,5 fue difícil establecer si hubo un flujo de H+ diferente de cero y 
para ellos se hizo una prueba de (“t”), indicando que todos los tratamientos a esos pH 
acidificaron el medio (p<0,01**). 

 

 

 

Figura 2.3.4 Efecto de las fuentes de N y los niveles de pH sobre la liberación de H+ 
expresados en µ mol de H+ g-1PF h-1 para el girasol de 32 DDS. Las barras con valores 
por debajo de cero (-) o por arriba el cero (+) indicarían una alcalinización o una 
acidificación al medio respectivamente. Las barras indican el error estándar de las 
medias. 
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Especie: Algodón 

2.3.5 Parámetros del crecimiento 

Las variables de crecimiento fueron afectadas significativamente por el factor 
fuente de N (Tabla 2.3.3). A las plantas de algodón les resulto igual crecer con los 
tratamientos NH4NO3 o NO3

-, ya que es donde expresaron la máxima biomasa total con 
6,36 g y 6,26 g respectivamente y sin diferencias entre ellas. Por el contrario cuando 
crecieron con la fuente NH4

+
 redujeron el crecimiento en un 40% (3,94 g) 

diferenciándose de las dos anteriores. 
La biomasa aérea presentó la misma tendencia que la biomasa total, se 

diferenció por el factor N (Tabla 2.3.3 y Figura 2.3.5). Las plantas tratadas con NH4NO3 

y NO3
-
 produjeron los máximos pesos con 5,58 y 5,50 g respectivamente, mientras que 

aquellas plantas con la fuente NH4
+

  redujeron el crecimiento en un 40% -3,32 g-(Fig. 
2.3.5), diferenciándose de las dos primeras. 

La biomasa radical fue afectada por la fuente de N, presentando los mayores 
pesos de raíces aquellas plantas tratadas con NH4NO3 (0,77 g) y NO3

-
 (0,76 g) sin 

diferencias entre ellas. Las plantas que crecieron con NH4
+

 redujeron el crecimiento en 
un 20%, sin diferenciarse de las raíces con las fuentes NO3

-, pero sí de aquellas raíces 
creciendo en NH4NO3 (Figura 2.3.5).  

La relación raíz-tallo fue afectada por la interacción entre los factores 
principales. La combinación entre la fuente NH4

+ y el pH 6,0 originaron plantas con la 
máxima relación raíz-tallo de 0,26. Para esta fuente los pH 4,5 y 7,5 no se diferenciaron 
ya que se redujeron en un 30% en ambos casos. Mientras NH4NO3 y NO3

- en todos los 
rangos de pH se redujó un 65% aproximadamente del tratamiento que obtuvo el 
máximo valor.  
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Variables  Factores  Interacción 

  Fuente N  pH  N x pH 

Biomasa total  0,0011**  0,7013  0,4033 

Biomasa aérea  0,0009**  0,6717  0,3366 

Biomasa radical  0,0451*  0,6831  0,9655 

Raíz/Tallo  0,0005**  0,2709  0,0348* 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*); p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 

 

Figura 2.3.5. Parámetros de crecimiento: biomasa total, biomasa aérea, biomasa radical, 
expresados en (g) y la relación raíz-tallo para plantas de algodón de 32 DDS, tratadas 
con las distintas fuentes de N y niveles de pH del medio. Tratamientos con la misma 
letra no difieren significativamente con un p< 0,05 para la interacción y a < b < c. Las 
barras indica el error estándar de las medias 

 

Tabla 2.3.4 Valores de “p” para biomasa total, aérea, radical y relación raíz-tallo (R/T) 
cuando son tratados con las fuente de N y niveles de pH y su interacción N x pH en 
plantas de algodón de 32 DDS.  
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2.3.6 Concentración de N y morfología radical. 

La concentración de N (µmol de N mg-1) en plantas de algodón no mostró 
diferencias significativas por los factores principales ni por su interacción. La cantidad 
de N total en planta fue afectada por la fuente de N (p< 0,05): las plantas que 
acumularon mayor N total fueron aquellas con las formas de NH4NO3 (455 mg N) y 
NO3

-
 (323 mg N), sin diferencias entre ellas. Con la fuente de NH4

+ las plantas 
redujeron el N total a 270 mg N y con diferencias significativas con respecto a las dos 
anteriores (Anexo: Figura A1). 

Al analizar la LER, LRT, AER, ATR y diámetro radical promedio, no se 
observaron diferencias significativas para los factores principales ni para sus 
interacciones (Anexo Tabla 1; Figura A 2). Estas variables presentaron los máximos 
valores para la fuente NH4NO3.  

 

2.3.7. Liberación de H+ 

El patrón de respuesta fue similar que en plantas de girasol: efecto significativo 
del factor pH (p: 0,0001) y no significativo para el factor N y su interacción. Cuando el 
medio de crecimiento estuvo al pH 4,5 las raíces tendieron a producir una absorción de 
H+ o liberación de OH-, observándose una fuerte alcalinización a la rizósfera. Por el 
contrario este patrón se reinvirtió, cuando el medio estuvo a los pH más altos (6,0 y 7,5) 
con una acidificaron a nivel rizósfera. Sin embargo no en todos los casos se observó una 
acidificación, solo para las fuente NH4

+ y NH4NO3 en el pH 6,0 el resto no fueron 
diferentes de cero. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.3.6. Efecto de las fuentes de N y los niveles de pH sobre la liberación 
de H+ expresados en µ mol g-1PF h-1para plantas de algodón a los 32 días de 
crecimiento. Valores negativos (-) indican una alcalinización al medio y 
positivos (+) una acidificación. Las barras indican el error estándar de las 
medias. 
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2.4 DISCUSIÓN 

Las plantas de girasol y algodón presentaron respuestas similares a los 
tratamientos efectuados. Estas fueron puestas de manifiesto en parámetros relacionados 
al crecimiento y a la tasa de liberación de H+ al medio.  

Los parámetros de crecimiento en las dos especies fueron afectadas por la fuente 
de N suministrada pero no por el pH del medio. Las plantas de girasol y algodón 
expresaron el máximo crecimiento con las formas de N como NH4NO3 y NO3

-
 ya que 

acumularon la mayor biomasa total, aérea y radical. Por el contrario, estas dos especies 
disminuyeron significativamente su crecimiento frente a la fuente NH4

+. Estos 
resultados están en línea con trabajos previos que detectaron la menor viabilidad del 
NH4

+
 como fuente de N, relacionada con efectos tóxicos y con la dinámica particular del 

NH4
+ en las membranas celulares (Britto et al. 2001; Ludewig et al. 2002; Chen et al. 

2013). Estos datos concuerdan con los encontrados con Leidi et al. (1992) quienes 
observaron en plantas de algodón de 28 DDS, reducciones del 44% con la fuente de 
NH4 

+con respecto a la de NO3
-. Imsande (1986) en plantas de soja tratados con la fuente 

NH4
+

 observo reducción de 8%, Woolhousean y Hardwick (1966) en tomate del 22%, 
Kirkby y Mengel (1967) también en plantas de tomate reducciones del 65% con 
respecto a la fuente de NO3

-
 todas ellas llevadas a cabo en hidroponia. Britto y 

Kronzucker (2006) y Chen et al. (2013) en plantas de arroz detectaron un flujo 
importante de NH4

+
 sobre la MP, ya que observaron una salida del 80% de lo que 

ingresaba, con lo cual la acumulación de N fue baja en los tejidos. En estas dos especies 
(algodón y girasol) no se determinó el flujo de NH4

+
.pero posiblemente sucedería algo 

similar con esta fuente de N.  
Con la fuente NH4

+ las raíces del girasol experimentaron una reducción mayor (-
40%) que las de algodón (-20%) con respecto a NO3NH4. Leidi et al. (1992) en raíces 
de algodón valores similares de reducción fueron detectada para esta fuente con 
respecto al NO3

-. Carmi y Shalhevel (1983) destacan que la biomasa radical de algodón, 
experimenta una menor reducción que la biomasa aérea ante situaciones de estrés. En 
girasol, la fuente NH4

+
 no modificó la relación R/T debido a que sufrió reducciones en 

igual proporción en la parte aérea y en la radical. Los valores encontrados para girasol 
concuerdan con lo observado por Fernandez (2010), trabajando en macetas y tratadas a 
concentraciones optimas y suboptimas para P. En algodón, el patrón de la R/T no es 
claro debido a que solo el tratamiento combinado NH4

+
 y pH 6,0 se destacó del resto, 

con valores superiores a los otros tratamientos. Posiblemente por algún error 
metodológico que afecto principalmente a la parte aérea (Figura 2.3.5) ya que no tuvo el 
mismo comportamiento que los restantes pH de esa misma fuente. Plantas cultivadas 
con la fuente NH4

+
  pueden experimentar una alta relación R/T como fue detectado por 

Chen et al. (2013) en cultivares de arroz e Imsande (1986) en soja. El girasol es otra de 
las especies que tiene un crecimiento radical inicial rápido y vigoroso en comparación a 
maíz y soja, ampliamente estudiados en la región pampeana (Andrade y Sadras 2002). 
Las raíces de girasol alcanzan los 50 cm de profundidad en el estado de dos hojas 
(Andrade y Sadras 2002). Por su parte, el algodón al ser originario de regiones áridas y 
semiáridas, prioriza el crecimiento radical por sobre el aéreo en las primeras etapas 
(hasta inicio de floración a los 60 DDS), a partir del cual cambian los destinos y pasan a 
priorizar los frutos (Brouder y Cassman 1990). Las dos especies evaluadas al parecer 
tendrían la capacidad de crecer y priorizar la parte subterránea en los estados iniciales, 
característica importante para explorar un mayor volumen de suelo y de adquisición de 
nutrientes y agua. 
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La fuente de N modificó dramáticamente la morfología radical de girasol. Las 
plantas alimentadas con NH4

+ tuvieron una morfología más favorable para la absorción 
de nutrientes (raíces más finas, mayor longitud específica y área específica radical) que 
la fuente NO3

-.Thomson et al. (1993) en plantas de poroto observaron similares 
resultados (mayor longitud radical) con la fuente NH4

+
 que con NO3

-. Bloom et al. 
(2003) en plantas de tomate con esta fuente observaron longitud de raíces mayores que 
con NO3

-, atribuyendo principalmente al equilibrio funcional en la relación tallo-raíz y 
el balance entre NH4

+
 y NO3

- en el suelo. Schortemeyer et al. (1993) en plantas de maíz 
tratadas con NH4

+
 experimentaron cambios en la morfología radical, debido a que las 

raíces seria un destino de los carbohidratos y de ciertos tipos de hormonas. Hartung et 
al. (2002) reportaron que las células radicales mantienen una alta concentración de 
ABA en situaciones de estrés, siendo ésta una de las hormonas que promueven el 
crecimiento radical sobre el aéreo. Fernandez et al. (2009) detectaron diferencias en 
longuitud radicar ante situaciones deficitarias de P. En girasol, tal vez sea una 
característica morfológica importante en situaciones de adaptación a la oferta de N. Por 
el contrario, con la fuente NO3

-el girasol resulto menos eficiente en relación a las otras 
dos fuentes, mientras que la fuente NH4NO3 tuvo un comportamiento intermedio para la 
morfología radical. 

La concentración de N en plantas de girasol tuvo una tendencia contrastante al 
pH alcalino (7,5): un efecto negativo para la fuente NO3

-
 y positivo (i.e. incremento) 

para la fuente NH4
+. Una respuesta puede deberse a que algunas especies tienen la 

capacidad de incrementar la absorción de NH4
+

 con incrementos del pH, ya que son de 
menor toxicidad a este medio. Caso contrario sucede con la fuente NO3

- en los cuales 
disminuye la absorción a los pH alcalinos y aumenta a los pH ácidos. Esto mismo fue 
detectado por Schortemeyer et al. (1993) en plantas de maíz.  

Los primeros estudios citaban a la fuente de N como responsable del flujo de H+ 

a nivel rizósfera (Raven y Smith 1976; Marchner 1995; Britto y Kronzuker 2005). Son 
pocos los antecedentes que vinculan al pH del medio como responsables del flujo de H+ 

al medio (Hawkins et al. 2008; Hawkins y Robbins 2010). En la presente tesis, se 
observó que el pH del medio resultó ser más importante que la fuente de N en el flujo 
de H+. En el caso de algodón y girasol no se encontró literatura del efecto del pH y la 
fuente de N sobre el flujo de H+ en las membranas plasmáticas, por lo que estos 
resultados son un aporte  relevante al conocimiento científico. Los experimentos de esta 
tesis mostraron que las raíces de girasol y algodón cultivados en un medio ácido (4,5) 
producen un flujo negativo de H+ (ingreso a la célula) y por consiguiente una  
alcalinización a la rizósfera, independientemente de la fuente de N suministrada. Esto se 
debió a que la concentración de H+ en el medio externo (pH 4,5), de mayor 
concentración que el interno (citosol=7,3), generó un gradiente de concentración 
([H+]out> [H+]int) y el ingreso forzado de H+ a la célula radical. Esto mismo fue 
observado por Hawkins y Robbins (2010) en soja. Schubert et al. (1990) observaron que 
Vicia faba en suelo ácido presentaba una inhibición en la liberación de H+. 

Las plantas que fueron suministradas con la fuente NH4
+

 tendrían que haber 
liberado H+ y acidificar el medio como consecuencia del equilibrio químico 
homeostático celular, como fue citado por numerosos autores. Sin embargo eso no 
ocurrió. Se deduce que la planta absorbería NH4

+, pero parte es devuelto al medio 
externo evitando la fitotoxícidad (Britto et al. 2001; Ludewig et al. 2002). Este flujo 
salida del NH4

+
 involucra un gasto de energía como cito Britto et al.(2001). En esta tesis 

el pH ácido afectó tanto la vía de crecimiento (evitando la toxicidad) y el 
funcionamiento o alteración de las membranas plasmática. Las fuentes NO3

-
 y NH4NO3 



27 

 

 

a pH ácidos también alcalinizaron el medio. Las plantas que crecieron con NO3
-
 estarían 

en equilibrio homeostático con las células radicales (Haynes 1990), y favorecidas aún 
más por el medió acido. 

Cuando el pH del medio tratado fue 6,0 y 7,5 se restableció la liberación de H+ 

al medio, y fue independientemente de la fuente de N. No se determinó el flujo de N a 
través de las membranas, pero en el caso de girasol y la fuente NH4

+ posiblemente hubo 
una menor salida de este compuesto al medio externo, por su mayor concentración de N 
en tejidos para el pH más elevado del experimento. 

En girasol a los pH 6,0 y 7,5 las tres fuentes de N experimentaron una 
acidificación, en algodón no sucedió lo mismo. El girasol fue citado como una especie 
de fuerte acidificación en relación a otras especies (Römhed et al.1984; Faggioli 2008). 
Algodón experimento una acidificación solo al pH 6,0 con las fuentes NH4

+
 y NH4NO3.    

2.5 CONCLUSIONES 

La acumulación de biomasa en las especies de algodón y girasol dependió 
principalmente de la forma de N suministrada. Las formas que derivaron en mayor  
crecimiento fueron NH4NO3 y NO3

-, mientras la de menor, fue NH4
+. La biomasa 

radical en plantas de girasol tratadas con la fuente NH4
+

 se redujo proporcionalmente 
más que la de algodón en relación a NH4NO3, sin embargo presentó una morfología 
radical más favorable que las restantes fuentes de N, lo que se traduciría en una mayor 
eficiencia en costos energéticos.  

El pH del medio no afectó el crecimiento, tampoco se verificó interacción entre 
los factores fuente de N y pH del medio sobre el crecimiento de las plantas de girasol y 
algodón. El pH del medio afecto el flujo de H+  para las dos especies. Aquellos medios 
con pH ácidos presentaron una alcalinizaron rizosférica, por el contrario medios de pH 
6,0 y 7,5 acidificaron la rizósfera. Este flujo de H+ fue independiente de las fuentes de 
N aplicadas. 
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CAPITULO 3: 

 

 

ACIDIFICACIÓN RIZOSFÉRICA EN SOJA: ROL 
DE LA NUTRICIÓN NITROGENADA Y EL pH DEL 

MEDIO. 
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3.1 INTRODUCCÍON 

Las leguminosas tienen la capacidad de formar asociaciones con bacterias 
fijadoras de N atmosférico (N2), lo cual contribuye a disminuir la extracción de este 
nutriente del suelo (ej. Gioda y Baigorri 1997). Eso no implica que este cultivo tenga 
balance positivo de N. Salvagiotti et al. (2008) destacaron que el balance del N en el 
suelo es levemente negativa a neutral para cultivos de soja cuando se incluye a la 
fijación biológica. 

Las bacterias fijadoras de N aportan entre un 30 al 70% del N total requerido por 
la soja (Salvagioti et al. 2008, 2009). Esta proporción cae drásticamente en situaciones 
de alto nivel de N en el suelo, se aplican fertilizantes nitrogenados, existe déficit de 
agua, pH ácidos, bajas concentraciones de oxígeno (compactación), incompatibilidad 
entre cepa y cultivo o cuando la población del inoculo es baja, entre otros (Parker y 
Harris, 1977; Purcell y King 1996). Por su parte Alcana et al. (2012) observaron que 
ante situaciones deficitarias de P la menor acumulación de biomasa en plantas de 
poroto, con un reducido número de nódulos totales por planta y peso individual del 
nódulo. Salvagiotti et al. (2009) en una amplia revisión bibliográfica sobre fertilización 
en soja, observaron que el porcentaje de aporte a través de la fijación biológica de N 
disminuye con incrementos del N del suelo (suelo + fertilizante). Gioda y Baigorri 
(1997) observaron que existe una relación inversa entre la tasa de fijación de N 
atmosférico y el N del suelo. Salvagiotti et al. (2008) en sus compilaciones con ensayos 
de fertilización en soja observaron que la aplicación de N no provoca incrementos en el 
rendimiento final, resultando en prácticas económicamente infructuosas. Sin embargo, 
en un número relativamente menor de esos ensayos, la fertilización ofreció respuesta 
positivas, quizás porque se desarrollaron en ambientes de alta producción, donde la 
oferta de N desde la fijación, no cubría los requerimientos nutricionales del cultivo 
(Salvagiotti et al. 2009). 

Gulden y Vessey (1998) observaron que plantas de soja inoculadas y no 
fertilizadas (cultivadas en macetas) presentaron la menor acumulación de biomasa total 
que aquellas plantas crecidas con el inóculo y fertilizada con N- NH4

+
 a concentraciones 

de 0,1; 1,0 y 2,0 mM. Estos autores destacaron que los tratamientos combibados, N 
(dosis intermedia) e inóculo, presentaron un efecto estimulativo de la biomasa. Por el 
contrario los tratamientos con dosis alta de N y solo los abastesidos por la cepa 
bacteriana, el crecimiento fue reducido. Similarmente, en plantas de poroto, Glyan`ko et 
al. (2009) observaron que las altas dosis de N mineral afectaban la adhesión de bacterias 
en las raíces al incidir en la síntesis y exudación de flavonoides e isoflavonoides.  

La forma predominante del N en el suelo también afectaba a la nodulación, 
incidiendo en la exudación de compuestos fenólicos liberados por las raíces (Gulden y 
Vessey 1998). Estos actuarían como quimio-atractores o repeliendo a las bacterias 
(Glyan´ko et al. 2009). También la distribución de los nódulos en las raíces es afectada 
por las formas de N en el suelos, como fue detectada por Bollman y Vessey (2006) en 
plantas de poroto. Ellos observaron que la fuente NO3

-
 provoca una mayor inhibición 

que la fuente NH4
+, implicando que existen diferentes mecanismos de inhibición según 

la fuente del medio (Fei y Vessey 2004; Glyan´ko et al. 2009). Otros nutrientes como el 
P podrían actuar en la iniciación, crecimiento y funcionamiento de los nódulos (Israel y 
Jackson 1982). Faggioli (2008) ante condiciones limitantes de P observó un aumento 
del número de nódulos por raíz en detrimento del peso individual del nódulo (mg) y el 
peso total de nódulos por planta. Unas de las formas indirectas para detectar el efecto 
inhibitorio de los nódulos es mediante la “nodulación específica” indicando la cantidad 
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de nódulos que puede sostener o abastecer un g de raíz a lo largo de un periodo de 
tiempo (Gulden y Vessey 1997, 1998; Bollman y Vessey 2006). 

Como se mencionó en capítulos anteriores, la mayoría de las especies cultivadas 
alcanzan las máximas tasas de crecimiento y rendimiento cuando son suministradas con 
las formas NO3

-
 o NH4NO3. Por el contrario, las plantas con NH4

+
 tienden a presentar 

menores tasas de crecimiento. El caso de soja no es tan lineal. Por ejemplo, Imsande 
(1986), trabajando con plantas de soja de 27 días y sin inocular, no encontró diferencias 
entre las fuentes NO3

-
 y NH4

+. En soja inoculada, el proceso es distinto ya que altas 
concentraciones de N inciden directamente en los procesos de fijación de N atmosférico 
(Bollman y Vessey 2006; Salvagiotti et al. 2009). Es así que (Imsande 1998) reportó 
que plantas de soja sin inocular pero fertilizadas con N-NO3

--, presentaban un 
crecimiento menor en relación a las que recibían el tratamiento combinado, inóculo mas 
N a bajas concentraciones. Ralston y Imsande (1983) encontraron que las 
concentraciones iguales o superiores a 2 mmolar de NO3

- (124 mg NO3
- l-1) restringían 

el desarrollo de los nódulos en soja.  
Cuando interviene el pH del medio en forma conjunta con el N, el abanico de 

respuestas es aún más complejo, ya que la nodulación y la tasa de crecimiento puede ser 
afectada por ambos factores. Tolley-Henry y Raper (1986) observaron que plantas de 
soja exhibían el menor crecimiento asociado con ambientes ácidos y fuentes 
amoniacales (NH4

+). El efecto combinado que ejerce el medio de crecimiento sobre las 
plantas, (pH x N), podrían alterar la acumulación de biomasa y hasta detectarse efectos 
distintos sobre los diferentes órganos de la planta. Vessey (1990) evaluó el efecto 
combinado del pH del medio (4,5; 5,0; 5,5; 6,0 y 6,5) y formas de N (NO3

- y NH4
+); no 

encontraron diferencias significativas para biomasa total y N total en los tratamientos 
evaluados, excepto para la combinación NH4

+
 y pH 4,5 registrando los menores valores. 

A nivel radical el efecto de las fuentes de N también altera el pH rizosférico 
interfiriendo en la absorción de algunos nutrientes. Riley y Barber (1971) observaron 
que las raíces de soja inoculadas producían una mayor acidificación rizosférica cuando 
fueron crecidas con la fuente NH4

+ que aquellas que lo hacían con NO3
-, aumentando la 

solubilidad del P y resultando en una mayor absorción y acumulación de ese nutriente 
en sus tejidos.  

El pH del medio afecta la solubilidad de nutrientes como el P, Fe++; Mn++, y 
Zn. (Marchner 1995). Youssef y Chino (1989) observaron en cebada y soja que la 
liberación de H+ u OH- al medio era dependiente del pH, pero independiente de la fuente 
de N. Sas et al. (2002) en sus experiencias con lupino cultivado sobre distintas formas 
de N y pH neutro (5,6), detectaron una elevada extrusión de H+ con la fuente NH4

+, la 
cual disminuía para las formas NH4NO3 y N2. Por el contrario, las plantas cultivadas con 
NO3

-
 alcalinizaban el medio. Hawkins y Robbins (2010) observaron que plantas de soja 

crecidas con NH4
+

 y ambientes ácidos alcalinizaban el medio, diferente a lo 
experimentado por especies de coníferas habitués de estos ambientes. Estos autores 
destacaron que la soja no era capaz de incrementar la actividad (funcionalidad) o la 
concentración (por unidad de M.P) de las proteínas ATP-asa situadas en las MP, 
mientras las coníferas si lo hacían. En el capítulo 2 de la presente tesis se observó que el 
flujo de H+ al medio, en plantas de algodón y girasol, fue afectado por el  pH del medio, 
independientemente de la forma de N suministradas a las plantas. Este flujo de H+, 

estaría vinculado al funcionamiento de las ATPasas en las MP, considerado uno de 
principales promotores en la toma de nutrientes. Tang (2001) trabajando con dos 
genotipos de poroto observó una relación positiva entre excedentes de cationes 
absorbidos y la tasa de liberación de H+ al medio. Alkama et al. (2012) encontraron que 
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algunas líneas de poroto presentaban una relación positiva entre la liberación de H+ y la 
permeabilidad del oxígeno en el nódulo. Ellos vincularon este efecto a la a la fijación de 
N. 

La literatura indica que no abundan los antecedentes en soja sobre el efecto de la 
interacción del pH del medio y las formas de N sobre la acidificación rizosférica. En el 
caso de las leguminosas, esta situación es compleja, ya que además de las formas de N 
del suelo se suma el N proveniente de la fijación simbiótica.  

3.1.1 Objetivos e Hipótesis 

El objetivo de este capítulo fue evaluar el efecto combinado del pH del medio y 
las fuentes de N (incluyendo la fijación simbiótica) sobre los parámetros de crecimiento, 
morfología radical, acumulación de N y la liberación de H+ en la rizósfera de plantas de 
soja. Las hipótesis a probar son las siguientes: 

1. Existe interacción significativa entre las fuentes de N y pH para la 
acumulación de biomasa total, morfología radical y contenido de N.  

2. No existe interacción significativa entre los factores principales fuente de N y 
pH del medio sobre la liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de soja. 

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Experimento I y II 

3.2.1 Condiciones experimentales: 

Se realizaron dos ensayos, denominados experimentos I y II. Estos diferían en 
días de duración y fuente de N, manteniéndose los mismos pH en los dos experimentos. 
Tuvieron lugar en el invernáculo de la Facultad de Agronomía de la UBA y las 
determinaciones fueron realizadas en la Cátedra de Fertilidad y Fertilizantes de dicha 
Facultad. El invernáculo contó con lámparas halógenas y un sistema de calefacción y 
refrigeración automático. Se proveyó de un fotoperíodo de 14 hs de luz y 10 hs de 
oscuridad, y temperaturas entre 20-38 ºC. La variedad utilizada fue Nidera NA 5509 de 
grupo de madurez 5 medio, y hábito de crecimiento indeterminado, buen 
comportamiento a diferentes ambientes y un largo de ciclo de 151 días. 

El sustrato donde crecieron las plantas fueron soluciones hidropónicas. Se 
utilizaron las mismas bateas que en el capítulo 2 tanto en el pretratamiento (25 l)  y en 
los tratamientos (12 l). Las soluciones base surgieron de Faggioli (2008), y se 
formularon de modo de alcanzar un crecimiento sin restricción de nutrientes para la 
planta. Cada batea fue aireada mediante una bomba tipo acuario. El agua utilizada para 
las soluciones fue desmineralizada y obtenida de un equipo de filtración de agua 
Deionex modelo MC-160. 

Germinación: Se procedió según la misma metodología empleada en el Capítulo 
2. La duración de la etapa fue de 7 días. 

Pretratamiento: Luego de la etapa de germinación, las plántulas fueron 
seleccionadas por similar estado de crecimiento y llevadas al pretratamiento. La 
duración del pretratamiento fue de 10 días. La distribución de las plantas en las planchas 
de tergopol fue igual a lo descripto en el Capítulo 2 (Figura 2.2.1). El Experimento I 
contó con dos soluciones en el pretratamiento (NH4NO3  e inóculo), mientras en el 
experimento II se usaron  tres soluciones diferentes (NH4NO3, inóculo y la combinación 
entre ambas fuentes) (Tabla 3.2.1). 

La inoculación con la bacteria fue realizada al inicio de esta etapa con   
Bradyrhizobium japonicum a una concentración de 105 bacteria ml-1. Para esta etapa el 
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experimento “I” tuvo una solución hidropónica denominada inóculo (sin N inorgánico 
en la solución) la cual consistió simplemente en inocular la semilla de soja. Mientras 
que el experimento “II” contó con dos soluciones de inoculación, y uno de ellos recibió 
el suministro N inorgánico a una baja concentración (Tabla 3.2.1). La composición de 
las soluciones nutritivas de los experimentos I y II es presentada en la tabla 3.2.1. El pH 
de la solución fue mantenido en un rango de 5,9 y 6,1 con el agregado de álcali (KOH) 
o ácido clorhídrico (HCl) y una frecuencia de medición diaria, tanto en el experimento I 
y II. El cambio de solución se hizo a los 6 días para evitar el agotamiento de la solución 
nutritiva o la distorsión de la solución por los compuestos exudados.  

 

     Experimento I – (mmol l-1)    Experimento II 
(mmol l-1) 

Etapas 

 

PT - T 
 

T 
 

T 

 

PT - 
T 

 PT – 
T 

 
PT - T 

 
PT – T 

Fuentes de  
N 

 

NH4 

NO3 
 

 

NO3
- 

 

 

NH4
+ 

 

 

 
Inócu 
lo 
 

 
NH4

NO3 
 

 NH4 

NO3 

 + 
Inóculo 

 

Inócu 
lo 
 

KNO3 

 

   2,5   
 

       

Ca(NO3)2 

 

   1,5   
 

       

SO4 (NH4)2 

 

     2,75 
 

       

Ca CL2 

 

 1,5  1,5  2,5 
 

1,5  1,5  1,5  1,5 

Mg SO4 

 

 0,5  1,0  1,0 
 

0,5  0,5  0,5  0,5 

K CL 
 

     2,5 
 

       

K2SO4 

 

 1,5  1,0   
 

1,0  1,5  1,5  1,5 

NH4NO3 

 

 2,75     
 

  2,75  0,125   

Mg CL2 

 

 0,025     
 

0,025  0,025  0,025  0,025 

(PT) Pretratamiento , (T) Tratamiento 
 

 

Tabla 3.2.1. Composición nutritivas de las soluciones empleadas en el pretatamiento y 
tratamiento de los experimentos I y II. 
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Tratamientos: 

En esta etapa las plantas fueron llevadas a bateas de 12 litros de capacidad. Las 
bateas presentaban tapas de plástico con 2 perforaciones donde fueron alojadas las 
plantas. Ellas eran sostenidas por un listón de guata en la base del tallo cómo fue 
descripto en el capítulo 2. Las plantas provenientes del pretratamiento fueron 
seleccionadas por similar estado de crecimiento y dispuestas en los tratamientos. En el 
experimento I las plantas que provenían del pretratamiento, solución de NH4NO3, 
pasaban a formar parte de tres soluciones de diferentes fuentes de N inorgánico (Tabla 
3.2.2). Las que provenían del inóculo continuaban en esta misma solución (Tabla 3.2.2); 
luego estas 4 diferentes soluciones nombradas por sus fuentes de N fueron llevadas a los 
tres pH establecidos.  

En el experimento II tanto el pretratamiento como el tratamiento tenían las 
mismas fuentes de N (Tabla 3.2.2). En esta etapa cada fuente de N era llevada a los tres 
pH de 4,5-6,0-7,5. 
 

Tabla 3.2.2 Etapas, duración en días, solución del medio, pH de crecimiento para los 
experimentos I y II en soja. 

  Etapas  Germinación   Pretratamiento  Tratamiento 

E
xp

er
im

en
to

 I
 

 Duración en días   0-7[7]  7-17[10]  17-33[17] 

 Solución del 
medio  

  
 
Agua  

  
1-NH4NO3 
2-Inóculo 

 1-NH4NO3 
2- NO3

- 
3-NH4

+ 
4-Inóculo     

 pH del medio de 
crecimiento 

  
5,8 

  
6,0 

 4,5 
6,0 
7,5 

E
xp

er
im

en
to

 I
I 

 Duración en días   0-7[7]  7-17[10]  17-41[24] 

 Solución del 
medio  

 Agua   1-NH4NO3 
2-Inoculo  
+Ninórg. 
3-Inóculo 

 1-NH4NO3 
2-Inoculo 
+Ninórg. 

3-Inóculo 

 pH del mediode 
crecimiento 

  
5,8 

  
6,0 

 4,5 
6,0 
7,5 

[ ] duración en días de las etapas de crecimiento. 
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Las soluciones con las fuentes de N inorgánico contaron con una concentración 
de 5,5 mM para este nutriente (Tabla 3.2.2) tanto en el experimento I y II. Mientras en 
el experimento II solo cuando fue combinada con el N inorgánico más el inóculo la 
concentración de N fue de 0,125 mM (Tabla 3.2.2). En cuanto a los micronutrientes se 
utilizó la misma que en el pretratamiento. La duración de la etapa de tratamiento fue de 
16 días en el experimento I, mientras en el experimento II de 24 días. La duración en 
días totales de los  experimento I y II fueron de 33 y 41 días respectivamente. 

3.2.2 Determinaciones: 

Mediciones de pH: Se utilizó un pHmetro marca Orion 410 tanto en las 
mediciones de las bateas de 25 y 12 litros como para las mediciones de liberación de H+ 
en los tubos de ensayos. Los pH fueron mantenidos en los niveles de cada tratamiento 
mediante el agregado de hidróxido de sodio (0,5 y 4 M) o ácido sulfúrico (0,1 y 0,5 M).  

Liberación de H+: Se procedió de forma similar al capítulo 2, empleándose los 
mismos recipientes y tubos de ensayo. El experimento I la tasa de liberación de H+ 
consistió de mediciones en tres tubos de ensayo o submuestras por planta y la solución 
empleada fue agua destilada a los pH de tratamientos. El experimento II contó con 
cuatro tubos de ensayo por planta de muestreo. En dos de los tubos se empleó agua 
destilada a los pH de tratamiento, mientras en los otros dos tubos contenían a la 
solución del tratamiento de la cual provenían.  

Cosecha de plantas y medición de biomasa seca: En el experimento I se hicieron 
en tres momentos distintos durante el crecimiento de las plantas. La 1ra  al comienzo del 
tratamiento (16 DDS). Las siguientes cosechas fueron a los 12 días (28 DDS) y 17 días 
(33 DDS) de tratamiento. Con estas mediciones se determinó la tasa de crecimiento de 
la planta (TCP). En Experimento II, la cosecha se hizo a los 24 días de tratamiento (o 41 
DDS)  

Las plantas cosechadas fueron separadas en hoja, tallo y raíz y secadas durante 3 
días a 70°C, excepto la raíz. Esta última era congelada para una posterior medición de 
morfología radical y luego recién se procedió al secado en estufa. Se determinó biomasa 
seca total, aérea y radical. También se determinó la concentración de N en planta y N 
total, utilizando Kjeldhal modificado. Se determinó el área radical total (ART) área 
específica radical (AER), longitud radical total (LRT) longitud específica radical (LER) 
y diámetro radical promedio empleándose el programa Winrhizo versión 2008.  

A los 41 DDS en el experimento II se determinó el contenido de N total a través 
de las distintas fuentes de N, ya sea el proveniente de semilla, de nódulos y el N mineral 
de la solución. 

En los dos tratamientos que contenían a las cepas con las bacterias fijadoras de 
N, denominadas “inóculo” y “N + inóculo” se determinó el número y peso de nódulos 
por planta a los días 26, 33 y 41 (DDS). Con estos se obtuvo: número de nódulos por 
planta, peso total de nódulos por planta, nodulación específica (número y peso de 
nódulos por g de raíz), peso promedio de nódulo. Estas variables fueron relacionadas 
con la biomasa radical y la concentración de N.  

3.2.3 Análisis estadístico 

El diseño estadístico empleado fue un factorial en bloques al azar con dos 
factores principales (pH y fuente de N). Los experimentos I y II contaron con tres 
niveles para el factor pH (4,5; 6,0; 7,5). Los niveles de N fueron diferentes en los dos 
experimentos, cuatro niveles de N para el Experimento I y tres niveles de N para el 
Experimento II (Tabla 3.2.2). Se hicieron cuatro repeticiones para cada tratamiento. Se 
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utilizó ANOVA y Test de Tuckey (p<0,05). El programa utilizado fue 
Infostat/Profesional versión 1.1. Para la medición de liberación de H+ se procedió a 
transformar los datos originales a la variable rangos para conseguir homogenizar la 
varianza. En los tratamientos con los pH 6,0 y 7,5 para la variable liberación de H+ se 
utilizó el test de “t” para determinar si los valores se diferenciaron de cero.   

 

3. 3. RESULTADOS: 

Experimento I 

3.3.1 Parámetros de crecimiento 

La biomasa total, biomasa aérea, biomasa radical y la relación raíz-tallo  fueron 
afectadas por el pH, la fuente de N y la interacción entre ambos factores (Tabla 3.3.1; 
Figura 3.3.1). Las plantas con mayor biomasa total fueron para los tratamientos con 
NH4NO3 y NO3

-. Las plantas inoculadas fueron las de menor crecimiento en biomasa 
total, aérea y radical. Las plantas tratadas con NH4

+
 presentaron una reducción 

significativa de la biomasa total y aérea cuando el medio fue ácido en relación al pH 
más alto. La biomasa aérea con la fuente NH4NO3 experimento una reducción 
significativa al pH ácido, sin embargo esta reducción no fue significativa para la 
biomasa radical, traduciéndose en una alta relación raíz-tallo (Figura 3.3.1), 
diferenciándose del resto de los tratamientos.  
 

 Biomasa 

total 

Biomasa 

aérea 

Biomasa 

radical 

Relación  

R-T 

Fuente (N) 0,0001** 0,0001 ** 0,0001 ** 0,0049 ** 

pH 0,0009 ** 0,0005 ** 0,7258 0,0196 * 

N x pH 0,0373 * 0,0423 * 0,0270 * 0,0330 * 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*);p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 

 

 

 

 

Tabla 3.3.1  Resultados de Anova y valores de “p” para los parámetros de 
crecimiento a los 33 DDS en plantas de soja, Experimento I 
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Figura 3.3.1. Efecto de Fuentes de N y pH para biomasa total, aérea, radical y relación 
raíz-tallo para Soja, Experimento I, a los 33 DDS. Las barras indican el error estándar. 
Letras similares no presentan diferencias entre tratamientos al nivel 0,05 y a<b<c. 

 

La tasa de crecimiento de las plantas ( TCP) presentó interacción entre momento 
(DDS) y fuente de N, además de presentar diferencia significativa para las variables: 
pH, fuentes de N y momento o días (Tabla 2 Anexo y Figura 3.3.2). La figura 3.3.2 
muestra la TCP para las distintas fuentes de N, tomando como promedio los tres pH. 
Las plantas inoculadas a los 22 y 28 días produjeron la menor TCP diferenciándose del 
resto de los tratamientos. A los 33 días la TCP para los tratamientos NH4NO3 y NO3

-
 

presentaron valores más elevados, diferenciándose significativamente de las plantas con  
NH4

+
 e inoculadas.
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Figura 3.3.2. Experimento I, evolución de la tasa de crecimiento de las plantas (TCP), 
expresado en g por día, para sucesivas cosechas 22, 28 y 33 DDS en plantas de soja. Se 
indica a las fuentes de N (Inoculadas, NH4

+, NO3
- y NH4NO3) como promedio de los 

tres pH. Letras similares no presentan diferencias entre tratamientos al nivel 0,05 y 
a<b<c. 

 

3.3.2 Morfología radical 

La morfología de las raíces fue significativamente afectada por la fuente de N. 
En cambio, no se observaron efectos significativos del pH ni de la interacción entre 
ambos factores (Tabla 3.3.2). Las plantas cultivadas con NO-

3 y NH4NO3 tuvieron raíces 
más largas, más finas y de mayor superficie que las crecidas con NH4

+
 e inoculadas 

(Figura 3.3.3). 
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Tabla 3.3.2  Anova y valores de “p” para variables morfológicas de raíz en plantas de soja, de 
33 DDS. Experimento I. LRT: longitud radical total; LER: longitud especifica radical; ART: 
área radical total; AER: área específica total y diámetro promedio radical. 
 Parámetros radicales 

 LRT LER ART AER Diámetro  

Fuente de N 0,0003** 0,0001 ** 0,0008 ** 0,0015 ** 0,0004 ** 

pH 0,54 0,63 0,59 0,56 0,38 

F x pH 0,26 0,089 0,32 0,10 0, 06 

 

Fuentes de N 

Inóculo 119,4 a 63,0 a 94,9 a 634,4 a 0,33 b 

NH4
+ 193,0 a 65,7 a 180,1 a 640,2 a 0,34 b 

NO3NH4 635,9 b 116,6 b 540,8 b 981,6 ab 0,27 a 

NO3
- 719,5 b 180,8 c 566,9 b 1387,5 b 0,25 a 

Test de Tuckey  con un α 0,05 (**<0,01 y *<0,05). 
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Figura 3.3.3. Efecto de Fuentes de N y pH para morfología radical: longitud radical específica 
(LER), área radical específica (AER), longitud total por planta (LRT), área total por planta 

(ART) y diámetro promedio de raíces en Soja, Experimento I; barras error estándar. 
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3.3.3 Liberación de H+: 

A diferencia de lo hallado en los otros cultivos, en el caso de soja la liberación 
de H+ fue afectada por la interacción entre los factores N x pH (p<0,01). Por un lado, la 
fuente NH4

+ desencadenó una liberación de H+ en todos los niveles de pH (Figura 
3.3.4), mientras que las otras fuentes de N tendieron a elevar el pH rizosférico 
(liberación de OH- o toma de H+) a pH ácidos. A valores de pH 6,0 y 7,5 se produjo 
una acidificación rizosférica, independientemente de la fuente de N (Figura 3.3.4). Los 
medios con pH 6,0 y 7,5 las plantas crecidas con las 4 fuentes de N liberaron H+ al 
medio (p< 0,01**)  

 

 

Figura 3.3.4. Efecto de las fuentes de N y los niveles de pH sobre la liberación de H+ 
expresados en µ mol g-1PF h-1 para Soja, Experimento I, a los 33 DDS. Valores 
negativos (-) indican una alcalinización al medio rizósferico y positivos (+) una 
acidificación. Las barras indican el error estándar de las medias. Letras similares no 
difieren entre tratamiento para un p<0,05 y a<b<c. 
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Experimento II  

3.3.4 Parámetros de crecimiento: 

Los resultados de este experimento difirieron del anterior ya que la biomasa 
total, biomasa aérea, biomasa radical y la relación raíz-tallo presentaron diferencias 
significativas solo debido a la fuente de N y no hubo efecto del pH ni de la interacción 
entre ambos factores. Las plantas con la fuente NH4NO3 produjeron la mayor biomasa 
total, aérea y subterránea que el tratamiento con N + inóculo; por el contrario las de 
menor producción en biomasa total y aérea se dío para aquellas plantas inoculadas 
solamente (Tabla 3.3.3 y Figura 3.3.5). La mayor relación raíz-tallo fue presentada por 
las plantas inoculadas en todos los rangos de pH, con cerca el 30% del total de la planta 
constituido por raíces, y la relación más baja fue para las plantas tratadas con NH4NO3.  
 

 Factores principales 

N x pH 

Variable: Fuentes de N 

Fuentes N pH 
Inoculadas Inoculadas 

+ N 
NO3NH4 

    g planta-1 

B. Total 0,0001** 0,0961 0,9892 1,69 a 2,97 b 8,63 c 

B. Aérea 0,0001** 0,1097 0,9651 1,31 a 2,48 b 7,43 c 

B. Radical 0,0001** 0,0846 0,3053 0,37 a 0,48 b 1,20 c 

Relación R-T 0,0001** 0,2166 0,0879 0,29 c 0,19 b 0,16 a 

Flujo de H+       

Solución 0.0019** 0.0001** 0.0012**    

Agua 0.0134* 0.0001** 0.0001**    

    mg g-1 

Concentración  
de N 

0,0001** 0,1120 0,5807 10,8 a 16,3 b 31,3 c 

    mg planta-1 

N total 
 

0,0001** 0,0722 0,8267 18,3 a 48,3 b 270 c 

Test de comparación de medias a<b<c y letras similares no presentan diferencias entre 
tratamientos al nivel de 0,05 usando el test de Tukey, * y ** significancia al nivel 0,05 y 
0,01 respectivamente, ns = no significancia al nivel 0,05 

Tabla 3.3.3 ANOVA y valores de “p” para las variables de crecimiento, flujo de H+ 
y concentración de N y N total, en plantas de soja de 41 DDS. Las medias son 
indicadas cuando los factores principales den significancia (p<0,05) y no la 
interacciones. Experimento II. 
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Figura 3.3.5. Experimento II, efecto de las fuentes de N y pH para biomasa total, 
biomasa aérea, biomasa radical y relación raíz-tallo a los 41 DDS en plantas de soja,. 
Las barras indican el error estándar de los tratamientos. 

3.3.5 Concentración de N en planta: 

Tanto la concentración de N (mg N g-1planta) como el N total (mg de N planta-1) 
presentaron diferencias debidas a la fuente de N (Tabla 3.3.3). Las plantas con la fuente 
de NO3NH4 alcanzaron una concentración de N de 31 mg g-1 -3,1%- (Figura 3.3.6). 
Aquellas plantas tratadas con las fuentes N + inóculo e inoculadas produjeron solo el 
50% y el 35% respectivamente de la concentración anterior.  

 
 

 

Figura 3.3.6. Concentración de N expresada en mg g-1 y contenido total de N 
expresados en mg planta-1 a los 41 DDS. Plantas de Soja, Experimento II. Las barras 
indican error estándar, con un alfa de 0,05. 
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El N total de las plantas siguió el mismo patrón que la biomasa total, con 
diferencias significativas a nivel fuente de N (Tabla 3.3.3). Las plantas que acumularon 
mayor N total fueron las tratadas con NO3NH4 (270 mg N) diferenciándose 
estadísticamente de los tratamientos N + inóculo, que produjo el 18% y las inoculadas el 
7% respecto a la primera fuente de N (Tabla 3.3.3; Figura 3.3.6). 

3.3.6 Efectos de los factores N y pH sobre la nodulación 

El peso de nódulos totales por planta aumentó a lo largo del tiempo y siempre 
hubo más nódulos cuando había N en el medio (Figura 3.3.7). El número de nódulos 
totales por planta, también fue mayor cuando hubo N + inóculo, pero existió un efecto 
significativo del pH, que se manifestó en la última medición: mientras que en los pH de 
6,0 y 7,5 el número de nódulos se incrementó entre los 33 y 41 DDS, cuando se trató del 
pH 4,5 el número de nódulos se mantuvo en valores similares al de una semana antes de 
los 41 DDS (Tabla 3.3.4 y Figura 3.3.7) 

Unas de las formas indirectas para determinar el efecto del N sobre la inhibición 
de la nodulación es mediante la “nodulación específica” que indica la cantidad de 
nódulos que puede sostener o abastecer un g de raíz a lo largo de un periodo de tiempo 
(Gulden y Vessey 1997, 1998; Bollman y Vessey 2006). La nodulación específica 
disminuyó en las suscesivas cosechas realizadas. 

 

Figura 3.3.7. Experimento II. Panel derecha muestra la nodulación total en mg nódulos 
total planta-1 y número de nódulos totales por planta-1, durante suscesibas cosechas a los 
días 26, 33 y 41 desde la siembra. El panel izquierdo muestra a la nodulación específica 
en mg de nódulos por g de raíz-1 y número de nódulos por g raíz-1 a los 26, 33 y 41 
DDS. 
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El peso de nódulos por g de raíz fue alterada por los factores, pH, N y DDS 
(Tabla 3.3.4). Las plantas tratadas a pH 4,5 y 6,0 tuvieron un 25% menos del peso de 
los nódulos por g de raíz respecto de las plantas que se mantuvieron en el pH 7,5; 
mientras que las plantas con la fuente combinada “N + inóculo” tuvó una nodulación. 

 

       Nodulación específica 

   
 

mg nódulo (PS) x  
planta-1 

 
 
 

Nro. nódulo  
x  
planta-1 

 mg 
nódulo x  
g raíz-1 

 
 

Nro. 
nódulo x  
g raíz-1 

 4,5 
 

          14,9 a   
pH 6,0 

 

          15,0 a   

 7,5 
 

          19,9 b   

 Inóculo 
 

      47,2    19,4 b   

 
Fuent
e N 

N + 
Inóculo  

 

       
71,5 

    
13,8 a 

  

 
 

  
 

Inocu
lo 

 N + 
Inocu
lo 

  
 
4,5 

  
 
6,0 

  
 
7,5 

    

  26 
 

41a  102ab  30,4 a  45,3a  43,2a  18,2b  346 b 

DDS  33 
 

120b  179c  53,8 a  49,7a  54,7 a  19,2b  299 b 

  41 
 

334d  505e  61,1 a  97,2b  99,8 b  12,4 a  196 a 

ANOVA 
 

             

Fuente   
 

<0,01**  <0,01**  <0,01*  0,75 

pH 
 

 

0,16  <0,01**  <0,05*  0,06 

DDS 
 

<0,01**  <0,01**  <0,01*  <0,01* 

 
F x pH 
 

 

 
0,46 

  
0,61 

  
0,58 

  
0,58 

F x DDS 
 

 

<0,01**  0,47  0,32  0,32 

pH x DDS 
 

 

0,42  0,03*  0,32  0,32 

F x pH x DDS 
 

0,90  0,66  0,16  0,16 

Medias de los tratamientos son indicados cuando den significativos (p<0,05) los factores principales y no 
para las interacciones, medias a>b>c. 

 
del 29 % menos con respecto al tratamiento sólo inoculado. Al avanzar en el 

ciclo, la nodulación específica tendió a disminuir, ya que se obtuvo el menor valor a los 
41 días con respecto a las los mediciones anteriores (Tabla 3.3.4 y Figura 3.3.7). Debido 
a los efectos anteriormente descriptos de la fuente de N sobre la biomasa radical (Tabla 
3.3.4), los resultados obtenidos en la nodulación específica combinaron los efectos 
ejercidos sobre el crecimiento de los nódulos y de las raíces. De hecho se encontró una 

Tabla 3.3.4 Resultado del ANOVA y valores de “p” para: mg de nódulos por planta-1, 
número de nódulo por planta-1 y nodulación específica(mg de nódulo por g de raíz y 
número de nódulo por g de raíz), en función del  pH, fuente de N y DDS en plantas de 
soja de 41 DDS. Experimento II 
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relación positiva y significativa entre peso promedio de los nódulos y la biomasa radical 
(Figura 3.3.8). A medida que avanzó el ciclo, se incrementó la biomasa radical y 
aumentó el peso promedio de los nódulos. El número de nódulos por g de raíz-1 no fue 
afectado por la fuente de N ni por el pH, pero mostró una disminución conforme avanzó 
el ciclo la planta (Tabla 3.3.4); en consecuencia, se observó una relación negativa y 
significativa entre peso promedio de los nódulos y número de nódulos por g de raíz-1 
(Figura 3.3.8 ). Los mayores pesos promedio de nódulos fueron registrados a los 41 
DDS en ambas fuentes de N, con valores entre 150 y 250 nódulos por g de raíz-1. 

 

 

Figura 3.3.8. Peso promedio de nódulos en función de la biomasa radical y número de 
nódulos g de raíz-1, en cosechas a los 26, 33, 41 DDS, para los tratamientos Inóculo y N 
+ Inóculo Soja, Experimento II. 

 

 

3.3.7 Liberación de H+ 

La liberación de H+ en la solución nutritiva presento interacción entre los 
factores pH y fuentes de N (Tabla 3.3.2 y Figura 3.3.9). El medio de crecimiento con 
pH 4,5 las raíces produjeron una alcalinización en la solución, independiente de las 
fuentes de N (Figura 3.3.9). Cuando el medio estuvo a los pH 6,0 y 7,5 las raíces 
liberaron H+ al medio (acidificación) y este fenómeno fue independiente de la fuente de 
N. Cuando se evaluó la liberación de H+ en agua se observaron las mismas diferencias 
que en la solución anterior pero solo para los tratamientos con N + inóculo y NH4NO3 

(Figura 3.3.9).  
Las raíces evaluadas en los medios con los pH 6,0 y 7,5 experimentaron una 

extrucción de H+ al medio (p<0,01**) diferente de cero, para las tres fuentes de N y las 
dos soluciones.   
 



45 

 

 

-1600

-1200

-800

-400

0

400

In In + con N NN

-1600

-1200

-800

-400

0

400

In In+ con N NN
0

4,5 6,0 7,5

400

400

800

1200

1600
NH4NO3Inoculadas Inoculantes         

+ N
NH4NO3Inoculadas Inoculantes         

+ N

ab ef cd a
f de

f
bc d ab b bc a f de

f
bc d

Solución nutritiva Agua 

Figura 3.3.9. Liberación de H+ en la rizósfera de plantas de soja expresados en µmol g-1 
PF h-1, para los tratamientos: inoculado, N + inoculo y NH4NO3 en combinación con los 
pH 4,5 – 6,0- 7,5. Experimento II, a los 41 DDS. La figura izquierda, mediciones del 
flujo de H+ realizadas en soluciones nutritiva del tratamiento de origen y la figura 
derecha, realizada en soluciones con agua a los pH de tratamiento. Valores negativos (-) 
indica una alcalinización a la solución y valores positivos (+) una acidificación a la 
solución. Barras indican el error estándar para cada tratamiento y letras similares no 
difieren entre los tratamientos al nivel 0.05 y para medias a<b<c. 
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3.4. DISCUSIÓN 

3.4.1 Efecto de fuente de N sobre parámetros de crecimiento y absorción de N 

Las plantas de soja presentaron respuestas a los parámetros de crecimiento en 
función de las formas de N suministradas y en línea con trabajos previos citados 
anteriormente. La plantas que fueron cultivadas con NH4NO3 y NO3

-
 promovieron las 

mayores tasas de crecimiento, no así la fuente con NH4
+ (interacción N x pH) cuando se 

combinó con el pH ácido. Esto mismo fue registrado por Vessey et al. (1990) en soja y 
Lang y Kaiser (1994) en cebada, quienes detectaron la menor viabilidad para la 
combinación de NH4

+ y pH ácidos. Este hecho se atribuyó a una limitación en la absorción 
de N, ya que esta combinación habría afectado el flujo normal de nutrientes. Se conocé 
bastante del efecto de la fuente NH4

+ sobre las mayoria de las plantas cultivadas, a travez 
de síntomas por fitotoxicidad, fenómeno exacerbado en ambientes ácidos (Britto y 
Kronzucker 2002). 

Las plantas cultivadas con NH4NO3 produjeron la mayor cantidad de raíces a pH 
ácidos, por el contrario la biomasa aérea resultó menor en relación a los pH superiores (6,0 
y 7,5) similar a lo registrado en girasol (Figura 3.3.1). Esto se tradujo en una mayor 
relación raíz-tallo y por consiguiente mayor longitud y área total de raíces. No se 
encontraron bibliografía que pudiera aclarar este efecto. Posiblemente, este hecho podría 
asociarse a algún efecto hormonal favorecido por los pH ácidos para esta fuente como fue 
detectado por Brix et al.(2002) o simplemente el ambiente ácido que promueve el 
crecimiento como lo cito Bloom et al.(2003). 

Las plantas tratadas con NO3
-
 (Figura 3.3.4), fueron favorecidas por, altos valores 

tanto de longitud radical (LER) como por el área especifica radical (AER) y con raíces más 
finas. Desde el punto de vista de las eficiencias, esto la convierte en una fuente eficiente en 
términos de costos energéticos, ya que con una menor inversión de recurso (carbono) 
explora un mayor volumen de suelo, favoreciendo la llegada de nutrientes, principalmente 
aquellos de poca movilidad como el P (Lambers et al. 2009; Fernandez 2011). Sin embargo 
es necesario más pruebas para confirmar este efecto.  

Las plantas que fueron solamente inoculadas en el experimento I, acumularon 
menos biomasa total que aquellas nutridas con la fuente de N inorgánico. Este resultado 
estaría en línea con los trabajos de Gulden y Vessey (1998) y Bollman y Vessey (2006) 
quienes detectaron el menor crecimiento con plantas inoculadas solamente. 

Los resultados obtenidos estarían asociados a que la fijación de N atmosférico no 
aporta todo el N necesario para el crecimiento de la planta sino parte de él, ya que la 
duración de los experimentos no fue lo suficientemente extensa para que la simbiosis pueda 
expresar su potencial (Zapata et al. 1987; Giorda y Baigorri 1997; Gulden y Vessey 1998; 
Salvagiotti et al. 2008). Para lograr dilucidar si el menor crecimiento se debió al estrés de N 
o a la  duración del ensayo se planteó el experimento II de mayor duración (41 días) y un 
tratamiento adicional que combinó el aporte de N de la fijación (simbiosis) más el N-
inorgánico a dosis bajas desde las etapas iniciales de crecimiento, simulando lo que sucede 
en los suelos. Los resultados del experimento II, mostraron que las plantas inoculadas, sin 
N inorgánico, tubo un comportamiento igual al anterior. Estas plantas acumularon en 
biomasa un 20% en relación a aquellas con NH4NO3, tal como se había verificado en el 
experimento I. El agregado de N a las plantas inoculadas aumentó el crecimiento con 
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respecto al inoculado, produjo un 35% de biomasa total con respecto a las plantas con 
NH4NO3. Esto concuerda con otros autores quienes registraron un aumento del crecimiento 
cuando fueron suministradas dosis bajas de NH4

+
 en soja (Gulden y Vessey 1998; Bollman 

y Vessey 2006) y en poroto (Gulden y Vessey 1997). Posiblemente las dosis bajas de N 
inorgánico estimularían el crecimiento tanto radical como nodular (Gulden y Vessey 1997, 
1998; Fei y Vessey 2004; Bollman y Vessey 2006). Por el contrario Gan et al. (2004) en 
soja cultivada en un medio con NO3

- no registro diferencias con el inoculado, sin embargo 
el experimento se desarrolló a concentraciones elevadas de N (10 mmolar). Fujikake et al. 
(2003) indicaron que el nitrato en el medio de crecimiento reduce el flujo de carbohidratos 
hacia los nódulos. El atrazo o el estancamiento del crecimiento por las plantas inoculadas 
coincide con lo observado a campo donde plantas inoculadas suelen presentar crecimientos 
iniciales inferiores a las plantas suministradas con fuentes inorgánicas, producto del mayor 
destino de carbohidratos hacia los nódulos de las raíces (Zapata et al.1987). Este efecto se 
revierte con el transcurso de las etapas, como fue revelado por Giorda y Baigorri (1997) y 
Gutiérrez Boem et al. (2010). Buttery et al. (1992) y Salvagiotti et al. (2008) registraron 
bajas tasas de fijación de N atmosférico en los estados juveniles de plantas de soja. Zapata 
et al. (1987) en soja verifico que la fijación de N atmosférico, hasta R1 (Fehr y Caviness 
1977) contribuye con el 21% del N total en planta, mientras el resto (77 %) proviene del N 
del suelo. La tasa de absorción de N atmosférico se incrementa en soja a partir de las etapas 
reproductivas, aproximadamente a los 55 DDS o R3, dependiendo del cultivar (Giorda y 
Baigorri 1997; Salvagiotti et al. 2008; Gonzalez y Raca 2012). En esta tesis las plantas 
inoculadas, como única fuente de N, no presentaron diferencia por pH, como tampoco 
incrementaron el crecimiento con el mayor número de días del tratamiento, por lo cual se 
atribuye a un estrés de N, como uno de los factores que limitó el crecimiento (Gulden y 
Vassey 1997, 1998). Esto también puede ser confirmado por la alta relación R/T que 
presentó el tratamiento inoculado. Fernandez 2011 y Lambers et al. (2009) sostuvieron que 
en los estados iniciales de las plantas la relación raíz-tallo es elevada (destina mayor 
recursos a la raíces) y este disminuye a medida que avanza el ciclo de crecimiento, a menos 
que sufra alguna privación de nutrientes o estrés, con lo cual persistiría la alta relación raíz-
tallo. Por su parte Fernandez et al.  (2011) ante deficiencias de P no encontraron diferencia 
en la relación raíz-tallo para girasol, maíz y soja. 

3.4.2 Concentración de N en plantas 

En el experimento II, el N total proveniente de la atmósfera fue insuficiente para 
optimizar el crecimiento de la planta estando próximo a 10 mg g-1 PS de planta (1,08 %) y 
debajo de los límites establecidos por Gulden y Vessey (1998); Bollman y Vassey (2006). 
En esta tesis la concentración de N en plantas con la fuente NH4NO3 fue del 3 %. Los bajos 
valores de N observados en las plantas inoculadas estarían relacionados a lo mencionado 
anteriormente sobre el período o ventana previo a la fijación atmosférica y a la limitación 
de N inorgánico en las etapas iniciales.  
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3.4.3 Efectos del N y del pH sobre la nodulación 

Las plantas suministradas con N inorgánico presentaron una mayor nodulación 
(peso y número nódulos por planta) y crecimiento radical. Sin embargo, se verificó un 
efecto depresor sobre la nodulación específica a medida que avanzó el ciclo, registrando los 
valores más bajos al final y en los dos tratamientos. Similares resultados fueron registrados 
por Gulden y Vessey (1997) en poroto y Bullman y Vessey (2006) en arveja en 
combinaciones de inóculo más N-NH4

+ a concentraciones bajas. Este hecho sugiere que 
cada g de raíz mantendría una cantidad aproximada de nódulos (12,5 mg de nódulos por g 
raíz y/o 200 nódulos por g de raíz en peso seco) independientemente del tratamiento. Una 
mayor masa radical podría sustentar mayor nódulos por planta, como en el tratamiento de 
fuentes combinadas (Figura 3.3.8). Por otro lado, en las primeras etapas de crecimiento, el 
N inorgánico de la fuente combinada estaría afectando el peso total de nódulos y no el 
número de nódulos por g de raíz. Esto mismo fue detectado por Fujikake et al. (2003), 
quienes sostuvieron que la fuente de NO3

- inhiben el desarrollo de los nódulos, sin embargo 
esta situación se reviertió cuando la fuente de N fue extraída del medio. Lucinski et al. 
(2002) y Bullman y Vessey (2006) también detectaron esta inhibición por NO3

-. Por el 
contrario este último estaría  produciendo un efecto estimulante en el crecimiento de la raíz. 
Algunos autores mencionan que pequeñas dosis con N inorgánico en etapas iniciales 
podrían estimular el crecimiento de la soja (Gulden y Vessey 1997; Gulden y Vessey 
1998). Para esta tesis las plantas que fueron inoculadas como única fuente de N, no 
lograron equipararse con las que recibían el N inorgánico como única fuente a los 41 DDS. 
Mientras que el N inorgánico, en el tratamiento combinado, evita una deficiencia 
nutricional durante este bache de carencia de N, y promovería la liberación de nodulinas 
que favorecen a la nodulación (Glyan´ko et al. 2009).  

3.4.4 Liberación de H+ al medio de crecimiento 

La acidificación y/o alcalinización rizosférica dependió del pH del medio donde 
crecieron las plantas. A pH 4,5 se observó una alcalinización del medio circundante a las 
raíces en todos los tratamientos de N excepto cuando la fuente de N fue el catión NH4

+. En 
soja fue interesante el resultado de la interacción entre el pH y fuente de N y la 
acidificación causada por la fuente NH4

+
 al pH ácido en el experimento 1. La soja 

posiblemente posee las ATP-asas adaptadas para funcionar en medios ácidos. Hawkins y 
Robbins (2010) observaron que plantas de soja no eran capaces de incrementar la actividad 
y/o concentración de ATP-asas localizadas en las membranas radicales cuando fueron 
tratadas con la fuente NH4

+ y pH ácidos a diferencia de las coníferas que si lo hacían. Yan 
et al. (1998) observaron una reducida actividad de las ATP-asas, en maíces a pH 3,5. En 
esta tesis el descenso de pH aún por debajo del pH del medio (4,5) afectó el crecimiento 
tanto aéreo como radical para el experimento 1. El tratamiento NH4

+
 / pH 4,5 si se lo 

hubiera realizado en una solución de buffer alto, posiblemente esto no se habría detectado 
(reducción de biomasa radical y aérea) como fue citado por Imsande (1986). El tratamiento 
con NH4

+ / pH 4,5 afectó la morfología radical con una disminución en la LER y AER y un 
aumento en el diámetro promedio radical. Esto se dio como consecuencia de la muerte de 
las raíces más finas, producto de la acidez desencadenada en el medio, y quedando aquellas 
de mayor diámetro, similar a lo experimentado por Land y Kaiser (1994) en cebada y 
Vessey et al.(1990) en soja. A este mismo pH, esta situación no fue observada en plantas 
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tratadas con las fuentes NH4NO3, NO3
- e inoculada (Figura 3.3.9), sino se dio una 

alcalinización al medio. Esto fue consecuencia del gradiente de concentración de H+ del 
medio externo que fue mayor que el interno (Schubert et al. 1990; Durand y Bellon 1994; 
Hinsinger et al. 2003). Las plantas cultivadas con NH4

+ a pH 6,0 y 7,5 experimentaron un 
aumento de biomasa total con respecto al pH ácido. Esto estaría asociado a que la tasa de 
absorción del NH4

+
 aumentaría a pH básicos, como fue detectado por Tolley y Raper (1986) 

en soja. Este aumento en la absorción posiblemente sea producto del menor gasto de 
energía en expulsar el NH4

+
 del interior celular (Britto et al. 2001; Britto y Kronzucker 

2006).  
Las plantas cultivadas al pH 7,5 experimentaron una mínima liberación de H+ al 

medio en todas las fuentes de N ofrecidas. La menor acidez a pH alcalinos también fue 
observádo por Durand y Bellon (1994) en plantas de maíz. Mientras que Durant et 
al.(2001) detectó que a pH alcalinos la mayor parte de los productos exudados por las 
plantas era consumido por las reacciones químicas del suelo y solo el 1% podría 
corresponder a mediciones de los H+ en la rizósfera. 

 

3.5 CONCLUSIONES 

El crecimiento de las plantas fue definido principalmente por la forma del 
suministro del N y no por el pH del medio. Las fuentes NH4NO3 y NO3

-
 fueron las que 

promovieron la mayor acumulación de biomasa en los dos experimentos.  
A diferencia de los parámetros de crecimiento, los resultados en los dos 

experimentos demostraron un mayor peso del pH del medio en la liberación de H+. Es 
destacable el hecho que las plantas cultivadas con NH4

+
 acidificaran la rizósfera en todos 

los rangos de pH. El efecto de la fuente de N se manifestó sólo en el nivel intermedio de pH 
(6,0) y respondió al ranking esperado, con una mayor acidificación de la fuente catiónica de 
N (NH4

+) y una menor acidificación en la fuente aniónica (NO3
-). Las plantas inoculadas en 

todos los casos presentaron una acidificación del medio similar a la fuente NH4NO3.  
Es interesante señalar que la liberación de H+ a pH ácidos y con la fuente NH4

+
 se 

dio en soja y no en otras especies. Esto sería una característica adaptativa interesante y 
quizás una derivación indirecta del mejoramiento genético a que fue sometida la especie. 
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4. DISCUSIÓN GENERAL 

En esta tesis se evaluaron los efectos producidos por distintas formas de N y niveles 
de pH sobre los parámetros de crecimiento y el flujo de H+ en la rizosfera de las plantas de 
algodón girasol y soja. Las plantas se desarrollaron durante períodos de 33 y 41 días sobre 
medios hidropónicos. Las ventajas de este medio residen en que los tratamientos pueden ser 
suministrados con precisión y las raíces pueden ser cuantificadas en su totalidad, en 
contraste a lo que sucede en los suelos. Las plantas crecieron, en forma saludable y no 
mostraron síntomas de carencia o toxicidad de nutrientes. Se evaluaron tres fuentes de N: 
catiónica (NH4

+), aniónica (NO3
-) y combinada (NH4NO3). En soja, se agregaron 

tratamientos de inoculación y combinación entre inóculo y fuente de N inorgánica. Todas 
estas fuentes se combinaron con los pH 4,5 – 6,0 y 7,5. Las tres especies se desarrollaron 
con un mismo protocolo de trabajo, cada solucion de N fue constante (igual concentración) 
en las especies utilizadas.  

En medio ácido (pH 4,5), las plantas alcalinizaron la rizósfera independientemente 
del tipo de fuente de N suministrada, con la excepción de las plantas de soja con la fuente 
NH4

+. Esta alcalinización fue producto del flujo de H+ al interior celular (Figura 4.1). En el 
caso de las plantas cultivadas a pH 4,5 y con la fuente NO3

-, los mecanismos asociados al 
ingreso de H+ a la célula pueden ser producidos por: 1- el equilibrio homeostático celular 
(symporter), por el cual ingresan dos H+ por cada anión NO3

- [2H+= NO3
-], (Raven y 

Smith 1976; Marschner 1995; Hisinger et al. 2003); 2- el medio externo al ser de mayor 
acidez (concentración elevada de H+ en el medio) genera un gradiente con el ingreso de H+ 
al interior celular. Este último proceso estaría asociado a una mayor permeabilidad de la 
membrana plasmática de las raíces a pH ácidos, mencionado por Schubert et al. (1990); 
Tagliavini et al. (1995). Las ATP-asa estarían distorsionadas, no funcionales, ya que estas 
son el motor para la absorción de nutrientes (Zhu et al. 2009; Hawinkns et al. 2010). 
Posiblemente con la fuente NO3

- se dan estos 2 tipos de movimientos o mecanismos. En 
este caso también existiría una liberación de H+ hacia el medio externo a través de las 
ATP-asa, pero enmascarado por el mayor ingreso de H+ a la célula (Figura 4.1). Con la 
fuente NO3NH4 estos mismos mecanismos descriptos suscederian de manera similar para 
las tres especies modelos (Figura 4.1). Algodón y girasol que fueron cultivadas sobre 
medios ácidos y con la fuente NH4

+, el ingreso de H+ estaría asociado al mecanismo 2. 
Contrariamente, plantas de soja creciendo bajo esta esa misma combinación presentaron un 
mayor flujo de H+ hacia el medio externo, bajando aun más el pH del medio, es decir en 
sentido inverso a lo observado para las otras dos especies. Posiblemente la membrana 
plasmática donde se sitúan las ATP-asa, contaría con un mayor número de estas proteínas 
por unidad de membrana o una mayor actividad de cada una de estas proteínas (Hawkins y 
Robbins 2010). Finalmente, cuando las plantas de soja crecieron con inóculo, el flujo de H+ 
se dio con mayor intensidad hacia el interior celular, alcalinizando el medio, similar a lo 
registrado para la fuente NO3

-, por un movimiento tipo 2 (Figura 4.1).   
En medios de pH 6,0 y 7,5, las plantas de las tres especies presentaron una 

acidificación al medio rizosférico, independientemente a la fuente de N. La Figura 4.1 
muestra que el flujo de H+ cambia de sentido en relación al pH ácido (flechas hacia la 
izquierda) indicando un mayor flujo hacia el medio externo. A pH 7,5 la acidificación 
registrada generalmente fue de una magnitud menor que al pH 6,0 sin embargo en la 
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mayoria de los tratamientos no se diferenciaron estadísticamente entre los dos pH 
superiores; salvo en soja en el Experimento 1 y 
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Figura 4.1. Modelo conceptual del flujo de H+ a nivel Membrana Plasmática. Plantas 
tratadas con las distintas formas de N y niveles de pH. Se indica el efecto de los 
tratamientos sobre la acumulación de biomasa total y los signos (+++) indican mayor 
biomasa producida y (+) la menor. La membrana plasmática separa el medio externo 
(apoplasto) del interno de la célula. Las flechas orientadas a la izquierda, o hacia el 
citosol indican un ingresó o absorción de H+, mientras flechas a la derecha indican una 
salida o extrusión de H+.   
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con la fuente NH4

+ (Figura 4.1), mientras en el experimento 2 se dio solo en algunos 
tratamientos. En el caso de la fuente NH4

+ a los pH 6,0 y 7,5 el flujo de H+ hacia el lado 
externo estaría vinculada al balance homeostático con la entrada de un NH4

+ y la salida de 
un H+. 

Las respuestas a los tratamientos sobre el crecimiento de las plantas presentaron un 
patrón distinto al experimentado por el flujo de H+. El crecimiento fue regulado por la 
fuente de N, independientemente del pH, y solo en caso de la soja (experimento 1) fue 
afectado por la interacción. Las tres especies no mostraron síntomas de carencias o 
deficiencias nutricionales y experimentaron el mayor crecimiento con la fuente NO3NH4 
(Figura 4.1) coincidiendo con lo observado en otras especies (Marschner 1995; Hinsinger et 
al. 2003). En función de este resultados, se consideró a la fuente de N como referencia para 
cada especie evaluada y la figura 4.2 muestra los porcentajes (%) de reducción que 
experimentaron las especies bajo las distintas fuentes de N.  
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Figura  4.2 Porcentaje de reducción de biomasa total para algodón, girasol y soja 
(experimento I y experimento II) en relación a la fuente de NH4NO3. 

Las plantas de soja presentaron la menor tasa de crecimiento cuando no fueron 
suministradas con N y solo dependieron de la fijación simbiótica para su nutrición 
nitrogenada (Figura 4.2).  

Con la fuente NO3
-, las tres especies experimentaron una reducción no significativa 

con respecto a la fuente NO3NH4. También se pudo constatar que las raíces de soja, con 
esta fuente, presentaron el menor diámetro con la mayor superficie de contacto o L.E.R 
(Figura 3.3.4). En girasol fue lo inverso, raíces de mayor diámetro presentaron menor 
L.E.R (Figura 2.3.2), o sea que existió una relación diámetro y L.E.R. Para la fuente NH4

+ 
el crecimiento que experimentaron las tres especies fue menor, y significativamente 
diferente a las otras dos fuentes. En algodón y en girasol, la concentración de N de los 
tejidos no presento diferencias entre las fuentes. En soja la combinación de inoclo más N 
experimentó un aumento significativo de crecimiento con respecto al inoculado (Figura 
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3.3.5), pero significativamente menor a NH4NO3 (Figura 4.2). Es así que dosis de 
concentración bajas de N y en los experimentos de esta tesis indicarían que el N estimula el 
crecimiento radical y nodular. Esto derivó en una relación significativa entre concentración 
de N total en planta (mg de N por planta) y la biomasa total (Figura 4.3) presentando el 
tratamiento combinado mayor biomasa en relación a las inoculadas unicamente.  

 
 

 

Figura  4.3 plantas de soja en el Experimento II, relación entre la biomasa total de la 
planta (mg) en función de N total acumulado hasta los 41 DDS. 
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En los experimentos de esta tesis fueron reunidas evidencias que permitieron 

verificar diversos mecanismos:  
 Mecanismos de las raíces que tendieron a cambiar el patrón de absorción de 

los nutrientes de la solución nutritiva, promovidos por las diferentes tasa de 
absorción entre cationes-aniones, cuando fueron sometidos a diferentes pH 
del medio 

 Situaciones en medio ácido y fuentes amoniacales (NH4
+) en la especie soja: 

la raíces presentarían una adaptación de la ATP-asa a ambientes ácidos. 
 Situaciones de medios con pH 6,0 y 7,5: las especies reaccionaron con una 

acidificación al medio. Esto favoreció la disponibilidad de macronutrientes 
como P y algunos micronutrientes. También podría participar de la 
colonización de ciertos tipos de microorganismos del suelo. 

 Las plantas de soja inoculadas, en esta tesis, presentaron una baja tasa de 
crecimiento cuando se las comparó con otras fuentes de N, sugiriendo que la 
fijación de N atmosférico fue baja, y habría limitado el crecimiento de las 
plantas juveniles. Esta especie experimento un estrés de N posiblemente por 
dos razones 1- la fijación se afianza luego de los 35-50 días con lo cual las 
etapas juveniles tendrían que ser cubiertas por una mínima cantidad de N 
mineral del medio y 2- se observó que el N del medio, estimula tanto el 
crecimiento radical como nodular y es reflejado en la acumulación de la 
biomasa total (Figura 4.3).  

4.1 Contrastación de Hipótesis 

El objetivo general de esta tesis fue analizar el efecto del pH del medio y la fuente 
de N y su interacción sobre las variables de crecimiento y la liberación de H+ en la 
rizósfera de las especies de algodón, girasol y soja.  

Como hipótesis general se propuso que el pH del medio es más importante que la 
fuente de N en el flujo de H+ de la rizósfera de las especies estudiadas. En consecuencia se 
concluye que las tres especies de plantas, a nivel rizósfera, el pH resulto ser más importante 
que la fuente de N (salvo en soja con la fuente NH4

+), por lo cual se acepta la hipótesis 
propuesta.   

Para responder a los objetivos e hipótesis en el capítulo 2 se evaluó a plantas de 
algodón y girasol y en el capítulo 3 a soja. El objetivo del Capítulo 2 fue evaluar el efecto 
combinado del pH y la fuente de N del medio sobre el crecimiento, morfología radical y la 
liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de algodón y girasol.  La hipótesis 1 
planteaba que existe interacción entre los factores fuente de N y pH del medio al menos 
para alguna de las variables de crecimiento, morfología radical y contenido de N. Los 
resultados permiten aceptar esta hipótesis. Las mediciones realizadas en plantas de girasol y 
algodón indicaron que el factor N fue el más importante para los parámetros de crecimiento 
en las dos especies. Sin embargo la concentración de N y una de las variables de 
morfología radical (ART) en girasol presento efecto interactivo. En algodón se encontró 
interacción para la relación R-T.  

La hipótesis 2 de este capítulo planteaba que las raíces de las plantas de algodón y 
girasol cuando crecen en medios ácidos producen una alcalinización rizosférica, por el 
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contrario cuando el crecimiento se da en medios alcalinos acidifican a la rizósfera. Se 
acepta la hipótesis, ya que el flujo de H+ dependió del pH del medio de crecimiento.  

El objetivo del Capítulo 3 fue evaluar el efecto combinado del pH del medio y la 
fuente de N (incluyendo la fijación simbiótica) sobre los parámetros de crecimiento, 
acumulación de N y la liberación de H+ en la rizósfera de plantas de soja.  Las hipótesis 1 
planteaba que existe interacción entre fuente de N y pH para acumulación de biomasa, 
morfología radical y contenido de N. Los resultados encontrados indican que los 
parámetros de crecimiento presentaron interacción por lo tanto no se rechaza la hipótesis 
propuesta. La segunda hipótesis planteaba que no existe interacción entre los factores 
fuente de N y pH de medio sobre la liberación de H+ en plantas de soja. En los experimento 
1 y 2 se verifico que la liberación de H+ fue afectada por la interacción entre los factores 
principales por lo tanto se rechaza la hipótesis propuesta.  

4.2 Aportes más sobresalientes de esta tesis 
Comparación entre especies: las tres especies tuvieron una tendencia similar, en 

cuanto al crecimiento para distintas fuentes de N. Lógicamente, este comportamiento no fue 
del todo igual en las especies estudiadas, ya que tuvieron un % de reducción diferente para 
cada fuentes de N. El algodón fue el que resulto menos afectado por la fuente N (Figura 
4.2), mientras que la soja y girasol presentaron las mayores reducciones en biomasa. 

Comparación a nivel fuente de N: las distintas fuentes analizadas para el 
crecimiento en las tres especies, siguieron el mismo patrón o ranking y en el orden de  
NH4NO3, NO3

-, NH4
+ , N + inóculo y por último las inoculadas solamente. 

Comparación de niveles de pH del medio: en girasol y algodón el crecimiento no 
fue afectado por el pH. Sin embargo la soja resultó afectada, principalmente por los pH 
ácidos y la fuente NH4

+. 
Liberación de protones a la rizósfera: experimentos realizados ad hoc donde se 

analizaron tres especies y la interacción pH x N sobre la liberación de H+ en la rizósfera se 
demostró que ambos factores actuaron independientemente, con un amplio predominio de 
interacciones no significativas.  

El conocimiento de una mayor información relacionada a la parte aérea con respecto 
al suelo y principalmente a las interacciones suelo – planta permiten que esta tesis sea un 
aporte más hacia el conocimiento del ambiente rizosférico 

 

4.3 Líneas de investigación que surgen de los resultados de esta tesis 

El desarrollo de esta tesis permitió indagar y generar nuevos aportes a la ciencia 
relacionada con la relación planta-suelo principalmente a escala rizosférica. En el 
transcurso del experimento surgieron ideas y preguntas sin resolver para futuras líneas de 
investigación: 

Caracterización de los compuestos liberados a la rizósfera, especialmente por las 
leguminosas ya que estos actúan como quimio-atractores o repelentes de bacterias. 

 Estudios relacionados con la liberación de H+ al medio durante las horas de luz del 
día y sus relaciones con el crecimiento (biomasa total) diario. Altas tasas de acidificación 
presentan las mayores tasas de crecimiento como fue mencionado por Tang et al. (1997). 
En nuestros ensayos se observó que las mayores tasas de liberación de H+ se producían 
entre la 11 y 16 hs, quizás relacionadas con la máxima actividad del aparato fotosintético 
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durante esas horas. Por lo tanto sería necesario realizar evaluaciones para indagar las 
relaciones entre liberación de H+ y tasa de crecimiento del cultivo acotada para esas horas 
mencionadas. 

Screening mediante la metodología utilizada en esta tesis, para determinar plantas 
tolerantes a medios ácidos y/o alcalinos en las cuales se podría hacer estudios 
intraespecíficos.  

Mejoramiento que pueden experimentar las especies en ambientes ácidos, mediante 
evaluaciones bioquímicas de las proteínas ATP-asa situadas en las MP de las raíces. 

En el experimento I las plantas de soja con la fuente NO3
-
 presentaron valores bajos 

en la relación raíz-tallo (Figura 3.3.1) a diferencia de las restantes fuentes de N que no la 
presentaron. Sin embargo esta fuente se vio favorecida por una alta longitud específica 
(LER) y área específica radical (AER), convirtiéndola en una especie de mayor eficiencia 
frente a esta fuente. Sin embargo es necesario pruebas complementarias para confirmar este 
efecto. 

La metodología empleada en esta tesis y con estas especies, seria necesario de 
pruebas complementarias llevadas a cabo en macetas y a campo, para extrapolar los 
resultados obtenidos. En el caso de liberación de H+, se podría combinar maceta que 
incluye suelo, agar y colorante para observar los contrastes dados por flujo de H+ en la 
rizósfera de las plantas. 
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ANEXO 

 
Figura A 1 Concentración de N expresado en µg de N mg-1 de materia seca (PS) y 
contenido total (mg) de N (N total) por planta de Algodón bajo diferentes fuente de 
N y niveles de pH. Tratamientos con la misma letra no difieren significativamente 
con un p< 0,05 para la interacción y a < b < c. Las barras indican el error estándar de 
la media. 

 

 

Figura A 2 Características radicales: Longitud radical total (m planta-1), longitud 
especifica radical (m g-1), área radical total (cm2 planta-1) y área específica radical 
(cm2 g-1), y diámetro radical promedio para fuente de N y niveles de pH para plantas 
de Algodón.  Tratamientos con la misma letra no difieren significativamente con un 
p< 0,05 para la interacción y a < b < c .Las barras representan el error estándar de las 
medias 
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Tabla A 1 Valores de “p” para biomasa total, aérea, radical y relación raíz-tallo (R/T) 
cuando son tratados con los factores fuente de N niveles de pH y su interacción en 
plantas de algodón de 32 DDS. 

Variables  Factores  Interacción 

  Fuente N  pH  N x pH 

Longitud radical 
total-LRT- 

 0,6721  0,5105  0,2493 

Longitud especifica 
radical-LER- 

 0,7766  0,4079  0,3512 

Área radical total-
ART- 

 0,9747  0,5725  0,4134 

Área específica 
radical-AER- 

 0,9282  0,4671  0,3661 

Diámetro radical 
promedio-DRP- 

 0,4999  0,3036  0,5089 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*);p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 

 
Tabla A 2  Resultados de Anova y valores de “p” para la 
tasa de crecimiento de las plantas (TCP) hasta los 33 DDS 
en plantas de soja del Experimento I. 

 TCP 

Fuentes de (N)  0,0001** 

Momento (M) 0,0001 ** 

pH 0,0001 ** 

N x M 0,0015 ** 

N x pH 0,1665 

pH x M 0,7850 

N x M x pH 0,2474 

Niveles de significancia:  p<0,05 (*);p<0,01 (**); p>0,05 (ns) 
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	RESUMEN
	La rizósfera es el volumen del suelo afectado por la actividad de las raíces. �Es un sitio de intensas interacciones entre la planta y el suelo. La liberación de protones (H+) desde las raíces a la rizósfera estaría afectada por varios factores. El objetivo general de esta tesis fue analizar el efecto del pH del medio, la fuente de nitrógeno (N) y su interacción sobre las variables de crecimiento y la liberación de H+ en la rizósfera de plantas de algodón, girasol y soja. Los ensayos fueron realizados en hidroponia suministrando distintas formas de N (NH4NO3, NH4+, NO3-) a diferentes pH (4,5 – 6,0 – 7,5). El crecimiento de las tres especies de plantas fue afectado significativamente por la forma de N suministrada y no por el pH del medio. Las plantas tratadas con las fuentes NH4NO3 y NO3- presentaron el mayor crecimiento. Las plantas de soja inoculadas crecieron menos que las no inoculadas. La liberación de H+ fue afectada por el pH y en plantas de soja se detectó interacciones con las fuentes de N. El flujo de H+ fue mayor hacia el interior celular cuando las raíces crecieron en medios ácidos, alcalinizando la rizósfera. Por el contrario, las raíces acidificaron la rizósfera cuando crecieron en medios de pH 6,0 y 7,5. Las plantas de soja tratadas con NH4+ acidificaron la rizósfera en todos los rangos de pH. Las restantes fuentes de N siguieron el mismo patrón que en algodón y girasol. 

	ABSTRACT
	The rizosphere is the soil volume affected by the activity of the plant roots. The release of protons (H+) to the rhizosphere is affected by several factors. The general objective of this thesis was to analyse the effect of the pH of the growth media, the source of N and their interaction on the growth and the release of H+ to the rhizosphere of cotton, sunflower and soybean plants. The plants were grown in hydroponics. Compared treatments comprised sources of  N (NH4NO3, NH4+, NO3-) and a range of pH (4,5 - 6,0  and  7,5). Growth of the three species was affected by the N source, but not by the pH level. The treatments with NH4NO3 and NO3- presented the highest growth. Inoculated soybean plants grew less than the non-inoculated counterparts that where supplied with inorganic N. The release of H+ was affected by the pH. Some significant interactions N x pH were found. When the external medium was acid, the root alkalinized the rizosphere, because H+ influx predominated over H+ efflux. At pH 6,0 and 7,5, roots acidified the rhizosphere. When the soybean plants grew with NH4+, a stronger rhizosphere acidification was verified at all pH levels. The other N sources followed the same pattern verified in cotton and sunflower. 

	CAPÍTULO 1:
	INTRODUCCIÓN GENERAL
	1.1 Rizósfera y sus propiedades
	Los nutrientes de la solución del suelo se encuentran en forma de iones inorgánicos. Llegan a la rizósfera por flujo masal, difusión y en menor medida, por intercepción (Marschner 1990). Su concentración en el suelo suele decrecer enormemente- en la vecindad de la raíz debido a la absorción vegetal. Sin embargo, si la absorción es por flujo masal, puede haber acumulación de nutrientes en zonas adyacentes a la raíz. Esto suele ocurrir en nutrientes poco móviles como el calcio y el potasio. (Hylander et al. 1999; Hinsinger et al. 2009; Calvaruso et al. 2011). 
	La rizósfera es la porción del suelo que se ve afectada de alguna forma por la raíz y se diferencia del seno del suelo. Puede representar entre el 0,1 % y en casos excepcionales más del 5% del volumen total del suelo. El radio de la rizósfera es variable, dependiendo de la propiedad edáfica considerada, la estructura del suelo, tamaño de las partículas, el contenido de agua y la capacidad buffer (Darrah 1993). El límite exterior de este radio se establece cuando ya no hay diferencia en las propiedades del suelo rizosférico y el suelo no rizosférico. En términos de pH, la rizósfera puede tener en promedio un radio de 3 mm. Para  fósforo (P) puede oscilar entre 2 y 5 mm y para nitrógeno (N) puede excederse mucho de esos valores (Hinsinger et al. 2009). Por otro lado, las micorrizas poseen hifas que se extienden hacia el seno del suelo por lo que pueden extender el radio de la rizósfera.
	Las raíces liberan compuestos hacia el medio afectando la actividad biológica y las propiedades físico-químicas del suelo (Lambers et al. 2009). Azúcares, aminoácidos, ácidos orgánicos, vitaminas, proteínas, metabolitos secundarios, enzimas, agua, protones (H+) y oxidrilos se encuentran entre los principales compuestos excretados por las raíces (Marschner 1995; Jones et al. 2009). Estos compuestos propician el crecimiento de ciertos microorganismos, convirtiendo a la rizósfera en un escenario de intensas interacciones entre éstos, las raíces y la matriz del suelo (Gregory y Hinsinger 1999). Debido a las lógicas dificultades metodológicas, el conocimiento disponible sobre la rizósfera es decididamente menor con respecto al seno del suelo. 
	1.2 Factores que alteran el pH rizosférico
	Uno de los factores de mayor contraste entre la rizósfera y el seno del suelo lo da el pH, el cual puede presentar diferencias de hasta varias unidades (Darrah 1993; Yu et al. 2000). Los cambios de pH a nivel rizósfera se dan como consecuencia de los compuestos exudados por las raíces (Neumann et al. 1999; Hinsinger 2001; Trolove et al. 2003), como H+, hidroxilos (OH-) o ácidos orgánicos, entre los principales. Estos compuestos químicos liberados al medio derivan de las células radicales que mantienen el pH del citosol a niveles constantes y contrarrestan el desbalance de cargas que se produce con la absorción de nutrientes (Imsande 1986). El mantenimiento del equilibrio del pH citosólico, que normalmente se encuentra en valores cercanos a 7,3, es un proceso bioquímico en el cual intervienen ácidos orgánicos, H+, OH- entre otros (Israel y Jackson 1982). Por ejemplo, si la suma de cationes totales que absorbe la planta es mayor a la suma totales de aniones, las raíces producirán una liberación de H+ al medio resultando en una acidificando y con una disminución del pH original. Por el contrario si la absorción es mayoritariamente de aniones, la planta liberará OH- al medio (o ingresara H+ a la raíz), resultando en una alcalinización y un aumento del pH (Kirkby y Mengel 1967; Römheld 1986; Imas et al. 1997). 
	En su tesis de Maestría, Faggioli (2008) comparó las eficiencias de absorción del P sobre plantas de soja, girasol y maíz, en distintas localidades de la Región Pampeana. Esas mismas especies también fueron experimentadas en macetas. El tercer medio de crecimiento utilizado por Faggioli (2008) fue la hidroponia, observando que a los 20 días las raíces de las tres especies acidificaron el medio, independientemente de la oferta de P. Las raíces de girasol experimentaron en agar y colorante la mayor tasa de acidificación que soja y maíz. Esta acidificación también fue observada en maceta. La acidificación de las raíces de soja se mantuvo en valores intermedios entre el girasol y el maíz. En maíz la deficiencia de P realzó el descenso de pH del ambiente rizosférico. La mayor tasa de acidificación del girasol no mejoró la eficiencia de adquisición del P como se podría haber esperado para esta especie. Estos resultados sirvieron de base para incursionar en nuevas líneas de investigación, de la cual surgió esta tesis.  
	Raíces de plantas de algodón, trigo y lupino blanco solubilizaron distintas fracciones de P inorgánico e orgánico producto de una acidificación, provenientes ya sea de una liberación de H+, ácidos carboxílicos o fosfatasas (Wang et al. 2008). En algodón, la absorción de las fracciones lábiles de P se relacionó con las fosfatasas tanto ácidas como alcalinas y no a la liberación de H+ o ácidos carboxílicos. Las leguminosas en simbiosis con las bacterias fijadoras de N atmosférico tienen la capacidad de acidificar el medio, como consecuencia de una mayor tasa de absorción de cationes sobre los aniones (Hinsinger et al. 2003; Tang et al. 2009). Este efecto acidificante de las leguminosas cuando utilizan N fijado fue observado además en alfalfa (Nyatsanga y Pierre 1973; Aguilar y Van Diest 1981) y en lupino (Coventry y Slaterry 1991; Neumannet al. 1999). Tang et al. (1997) observaron un aumento en la acidificación del seno del suelo en 12 especies de pasturas, luego de 5 años de producción. 
	Otro factor que podría incidir en el pH de la rizósfera es la respiración de las raíces de las plantas y los microorganismos del suelo. La respiración contribuye al aumento del pCO2 en los suelos: se han registrado valores entre 30 a 100 veces mayores que la concentración atmosférica (Hinsinger et al. 2003). Estas concentraciones pueden ser afectadas por el estado del suelo como anegamiento, costras y compactación. En el suelo y especialmente en la solución de este, el CO2 se transforma rápidamente en HCO3, lo que provoca una acidificación a nivel rizósfera. Esto es válido en casi todos los suelos, excepto para aquellos suelos muy ácidos que impide la disociación del HCO3 .En estos suelos se observó que la respiración no contribuye a cambiar en forma significativa el pH rizosférico. En cambio, en suelos calcáreos y neutros el pH del suelo disminuye considerablemente con el incremento de la concentración de CO2 edáfico (Hinsinger et al. 2003). El fenómeno de liberación de ácido carbónico determina que el pH de la rizósfera de suelos calcáreos se encuentre normalmente en valores cercanos a 7 en lugar de 8,3, como estaría determinado por la reacción de equilibrio del CaCO3 a concentraciones ambientes de CO2 (Hinsinger et al. 2003). En sus experimentos, Nguyen et al. 1999 destacaron un efecto pobre del pCO2 sobre el pH rizosférico, concluyendo que posee una relevancia menor.
	En ciertas especies de plantas, los ácidos orgánicos contribuyen de manera importante en el cambio del pH rizosférico. Entre los ácidos orgánicos que participan activamente se encuentran el ácidos cítrico, oxálico y málico (Bertin et al. 2003; Cawthray 2003; Hinsinger et al. 2003), siendo este último el anión dominante en la mayoría de plantas. El oxalato es el dominante en familias como Chenopodiaceae, Polygonaceae y Portulaceae. Estos ácidos orgánicos provenientes del metabolismo celular están presentes en grandes concentraciones en el citosol de las células radicales, jugando un rol preponderante en la regulación del pH (Smith y Raven 1976; Kirkby y Knight 1977). Uno de los mecanismos de regulación es su capacidad para almacenarse en vacuolas. Los ácidos orgánicos tienen una constante de disociación baja (pK), por lo cual al ser liberados lo hacen en sus bases conjugadas como aniones orgánicos. Estos aniones tienen que ser balanceados por una equivalente entrada de OH- o salida de H+ de la célula radical (Haynes 1990; Hinsinger et al. 2003; Wouterlood et al. 2004). Los aniones orgánicos, al poseer un pK bajo, generalmente reaccionan con los H+ del suelo y en algunos casos su liberación es acompañada por cationes como el K+, por lo tanto su contribución al pH rizosférico puede llegar a ser nula (Jones 1998; Gerke et al.2000 a b). Se observó que los ácidos orgánicos exudados presentan una notoria variación entre especies. Petersen y Bottger (1991) observaron que en maíz era despreciable (0,3%) pero en lupino era muy significativa. Tang et al. (2009) destaco una pobre participación de los ácidos carboxílicos exudados en plantas de soja ante deficiencias de P. Wang et al. (2008) no detectaron liberación de ácidos orgánicos en plantas de algodón, tratadas en condiciones normales y deficitarias de P. 
	Otra característica importante a tener en cuenta a la hora de cuantificar los iones exudados por las raíces es la capacidad buffer de los suelos. En suelos que poseen una baja capacidad buffer y un pH cercano a 6 se observaron los mayores cambios de pH. Mientras que en suelos con una capacidad buffer alta no se produjeron cambios importantes de pH (Schubert et al. 1990). Schaller (1987) menciona que los H+ liberados al medio reaccionan por intercambio de cationes, por protonación-deprotonación de los grupos de ácidos débiles o por la disolución o precipitación de minerales del suelo (reacciones que consumen o producen H+, respectivamente). En consecuencia, se cree que la capacidad buffer del suelo juega un rol importante en los cambios de pH producidos en la rizósfera (Durand y Bellon 1994). Si la capacidad búffer del suelo es alta, el cambio producido a nivel rizósfera será mínimo, por el contrario si la capacidad buffer es baja o pobre la diferencia de pH entre la rizósfera y el seno del suelo será mayor (Hinsinger et al. 2003). En tal sentido, la medición directa del pH en la rizósfera no refleja solamente el fenómeno de liberación de exudados radiculares sino que integra la reacción de estos con el seno del suelo.
	Otro factor clave en la regulación del pH rizosférico es la forma en que la planta absorbe el N del suelo. Las formas predominante en el suelo son como anión (nitrato - NO3-) y como catión (amonio - NH4+) (Miller y Cramer 2004). Los mecanismos involucrados en la absorción de las distintas formas de N y la liberación de H+ u OH- se dan como consecuencia de la electro neutralidad citosólica que son bastante conocidas (Kirby y Mengel 1967; Marschner 1995). Si la planta absorbe en mayor medida NO3- el medio sufrirá una alcalinización como consecuencia del equilibrio homeostático celular. Esto se produce por un movimiento denominado antiporter (entrada de un anión NO3- y salida de un OH-) o symporter (entrada conjunta de un NO3- y dos H+). Si la planta absorbe en mayor medida NH4+ la rizósfera sufrirá una acidificación como consecuencia de la entrada de un catión - NH4+ - y la salida de un H+, generalmente por un movimiento antiporter (Kirkby y Mengel 1967; Haynes y Goh 1978; Marschner 1995). En plantas de soja, Riley y Barber (1971) observaron que las raíces producían una mayor acidificación rizosférica cuando el nitrógeno era suministrado como NH4+ en lugar de NO3-, resultando en una mayor absorción y acumulación del P en sus tejidos. 
	 La mayoría de las plantas cultivadas generan las mayores tasas de crecimiento cuando están estas dos formas de N (NH4+ y NO3-). Sin embargo, el crecimiento se ve deprimido cuando predomina alguna de ellas como fuente principal, lógicamente dependiendo de la especie, la edad y el órgano en cuestión. Schortemeyer et al. (1993) observaron una mayor biomasa total alcanzada en maíces de 12 días con el suministro homogéneo de las dos formas de N. Por el contrario, la biomasa total fue menor cuando se les suministró NH4+ o NO3- individualmente. Hebered y Below (1989) en dos variedades de trigo observaron la mayor biomasa total y rendimiento en granos con una relación de NO3-/NH4+ de 50-50 o 75-25. Leidi et al. (1992) detectaron el mayor crecimiento con la forma NO3- que NH4+ en plantas juveniles de algodón. Para Ricinus commnunis Allem y Raven (1987) y Van Beusichem et al. (1988) detectaron el mayor crecimiento con la fuente NO3- que con NH4+. Imsande (1985) obtuvo la mayor biomasa total con la fuente NO3- seguida por la forma combinada (NH4NO3) en plantas de soja de 50 días. Cuando la absorción de la solución del suelo se da con la fuente NH+4 la mayoría de las plantas cultivadas experimentan un cierto grado de toxicidad. El efecto tóxico afecta la tasa de crecimiento (acumulación de materia seca) y en casos severos la tasa de desarrollo (Britto y Kronzucker 2002). Sin embargo Brix et al.(2002) en plantas de Typha latifolia observaron el máximo crecimiento con la fuente NH4+ que con NO3-. 
	La combinación de fuente de N y pH del medio puede generar respuesta disimiles entre especies y dentro de una misma especie, las cuales podrían cambiar durante la ontogenia. Lang y Kaiser (1994) no encontraron diferencias en la biomasa aérea en plantas de cebada, por el contrario la biomasa radical fue afectada por la interacción N x pH. El menor crecimiento radical fue presentado en plantas tratadas con NH4+ y pH ácido (4,0) a diferencia de los pH 5,0 y 6,0 y la forma NO3- que resultaron en los mayores pesos. Ruan et al. (2002) en plantas de “Te” no observaron efecto interactivo entre N x pH para biomasa total, pero si efectos independientes para los factores principales. La mayor biomasa total fueron para aquellas plantas con las fuentes NH4+ y NH4NO3, y en un orden decreciente para los pH de 5 > 4 > 6. Tolley-Henry y Raper (1986) también observaron el menor crecimiento en plantas de soja principalmente para ambientes ácidos y fuentes amoniacales (NH4+), pero esto se revirtió cuando aumentó el pH del medio. Así también Brix et al. (2002) en sus experimentos con Typha latifolia no encontraron diferencias para los factores principales (N y pH) en el crecimiento, pero efectos interactivos en la concentración de nutrientes como el P, Ca y K. En el caso de algodón, girasol y soja, son muy escasos los antecedentes sobre los efectos de la fuente de N en el crecimiento, y su interacción con el pH del medio.
	El efecto del pH del seno del suelo sobre el pH rizosférico ha sido relativamente poco estudiado (Hinsinger et al. 2003) y juega un rol importante en la solubilización y absorción de nutrientes como así también en los procesos de escape frente a la toxicidad de algunos elementos del suelo (Chaignon et al. 2002; Hinsinger et al. 2003). Jones (1998) y Hinsinger et al. (2003) en estudios realizados sobre suelos ácidos y concentraciones elevadas de aluminio, reportaron que genotipos de maíz resistentes tenían la capacidad de absorber más aniones que cationes y alcalinizar su ambiente, posibilitando una aliviación frente a este elemento tóxico (Pellet et al.1995; Heim 2001). Hinsinger et al. (2003) reportaron que plantas creciendo en suelos ácidos producen una alcalinización a nivel rizósfera, mientras que aquellas que lo hacían en suelos alcalinos acidifican la rizósfera. Tagliavini et al. (1995) observaron algo similar en suelos de elevado pH (calcáreos y no calcáreos), donde raíces apicales de árboles de Prunus pérsica acidificaban su ambiente externo favoreciendo la absorción de nutrientes. Guivarch (1999) observó que la colza produce una alcalinización de la rizósfera en suelos de pH menor a 4,8 y una acidificación en suelos con pH superiores a ese valor. Schubert et al. (1990) demostró que raíces de poroto creciendo en medios líquidos liberaban H+ a pH superiores a 6,0 mientras que alcalinizaban la solución a pH menores a 5,0. Hawkins y Robbins (2010) observaron que plantas de soja cultivadas en medios ácidos producían una alcalinización, producto de la entrada de H+ al interior celular, y una reducida actividad de las ATP-asa situadas en las MP. A pesar de que existe ciertas evidencias empíricas del fenómeno, no están del todo dilucidados los mecanismos mediante el pH del suelo modifica la eventual acidificación o alcalinización de la rizósfera inducidas por las raíces. Una posible causa reside en que el bajo pH del medio (ácido) podría desencadenar una alteración de la actividad de la ATP-asa, resultando en una disminución de la actividad de la bomba de H+, seguido por una reducción en la absorción de nutrientes (Hinsinger et al. 2003). 
	Los cambios de pH en la rizósfera se deben principalmente a la extrusión de H+ al medio, producida por las raíces de las plantas. Esta liberación de H+ al medio externo es realizada por unas proteínas situadas en la membrana plasmática (MP) de la raíz, denominadas ATP-asas. Estas tienen como principal función expulsar H+ generando un gradiente electroquímico y suministrar la fuerza necesaria para la absorción de los iones y metabolitos a través de la MP (Sze 1999).
	Investigadores destacaron que la fuente de N es el factor determinante en la liberación de H+ al medio, mientras que otros sostienen que el pH del medio es el factor principal en la extrusión de H+. En algodón y girasol no se encontró bibliografía que cite específicamente el efecto combinado del pH y la fuente de N sobre la liberación de H+, en soja solo los aportes citados por Hawkins y Robbins (2010).  
	En esta tesis se estudiará el efecto de la fuente de N y pH del medio sobre el crecimiento y la acidificación rizosférica promovida desde raíces de las plantas de algodón, girasol y soja.
	1.3 Objetivos e Hipótesis Generales
	Los antecedentes en la literatura indican que la fuente de N sería un factor clave en el crecimiento de la planta y en la liberación de H+ al medio, como así también lo sería el pH del medio. El objetivo general de esta tesis fue analizar el efecto de la fuente de N y el pH del medio y su interacción sobre las variables de crecimiento y la liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de algodón, girasol y soja. 
	La hipótesis general que se pondrá a prueba es que el flujo de H+ en la rizósfera es regulado en mayor magnitud por el pH del medio que por la fuente de N suministrada. 
	Para responder a la hipótesis se utilizaron como modelo tres especies anuales: algodón, girasol y soja. La elección de las tres especies se basó principalmente por su relevancia económica y social tanto en el ámbito regional, nacional e internacional. La soja es la leguminosa que ocupa cerca de 2/3 partes de la superficie cultivada en el país, siendo la principal oleaginosa a nivel nacional. Se cultiva en distintos tipos de suelos, con variada provisión de N y de niveles de pH edáfico. Por su parte girasol es otra oleaginosa adaptada a diferentes tipos de ambientes. En los tiempos recientes, se han incorporado una amplia gama de materiales adaptables a distintas condiciones. Además de la importancia que representa esta oleaginosa en la industria aceitera, estudios de una tesis de maestría de la EPG (Faggioli 2008) encontraron que el girasol acidificaba el ambiente rizosférico en mayor magnitud que el maíz y la soja. Tanto la soja como el girasol poseen un rol preponderante en la floreciente industria aceitera nacional posicionándose ventajosamente en la producción de biocombustibles orgánicos (biodiesel). Por su parte el algodón se concentra en la región Norte de la argentina entre los 25° y 31° de latitud sur. Es un cultivo de importancia económica y social para la región, donde intervienen un gran número de agentes en la cadena productiva. Esto genera una actividad agroindustrial importante con un número elevado de personas participantes en el proceso del cultivo. Su principal destino es la fibra textil para hilanderías y productos secundarios como oleaginosos y alimenticios, empleándose su semilla para la extracción de aceites comestibles e industriales, y también en la alimentación de animales por su alto contenido proteico.
	El primer desafío a superar en el presente estudio, fue definir la aproximación metodológica a ser utilizada. La fuerte interacción entre los microorganismos del suelo y las plantas crea un ambiente particular en la rizósfera de las plantas. De hecho lo que ocurre en la rizósfera no sólo es producto de la actividad de la raíz sino también de otros componentes del suelo (ej. microorganismos). Este trabajo se encuentra basado en conocer los posibles efectos involucrados en la combinación de factores como N y pH sobre algunos parámetros de crecimiento en las plantas bajo estudio. Es por ello que se escogió un sistema experimental que aísle de cierto modo a la misma de los microorganismos, de modo que estos no enmascaren su efecto y creen efectos confundidos. De hecho se tuvo que hacer una serie de ensayos preliminares para poner a punto la solución que más se adecue en las plantas modelos.
	La tesis posee 5 capítulos, en el presente se realizó una revisión bibliográfica de antecedentes de los distintos factores que afectan el crecimiento, principalmente cuando son suministrados con la forma de N y el pH de crecimiento y sus respuestas para distintas especies. El capítulo 2 se centra en las respuestas de crecimiento obtenidas de las especies de algodón y girasol cuando son sometidas a dos factores, N y pH del medio y sus interacciones. También y como foco principal se estudia el flujo de H+ en la rizósfera para aquellos tratamientos. Estas dos especies se analizaran en forma conjunta debido a comparten las mismas metodologías de trabajo.
	El capítulo 3 describe el efecto de los factores N y pH sobre las variables de crecimiento y flujo de H+ en plantas de soja. Estos experimentos de soja requieren un mayor número de mediciones que girasol y algodón, por la simple utilización de los nódulos como otra fuente de aporte de N a las plantas.
	 El capítulo 4 aborda una discusión general que incluye la integración de los resultados de los capítulos previos, incluyendo varios gráficos. Uno de esos gráficos resumen el flujo de H+ y el crecimiento de las plantas para las tres especies. Finalmente, el capítulo 5 contiene las referencias bibliográficas y un anexo de tablas y gráficos no incluidos en capítulos previos. 


	CAPÍTULO 2:
	EFECTOS DE LAS FUENTES NITROGENADAS Y NIVELES DE pH SOBRE LA LIBERACIÓN DE PROTONES EN LA RIZÓSFERA DEL GIRASOL Y ALGODÓN
	�2.1 INTRODUCCIÓN
	El nutriente del suelo requerido en mayor cantidad por las plantas es el N (Marschner 1995; Rubio et al. 2003), cuyas formas disponibles en el suelo son como  anión -NO3-- y como catión -NH4+-. La proporción de ambas formas es variable dependiendo de las propiedades físico-químicas del suelo y de las condiciones ambientales (Miller y Cramer 2004; Fragaria y Stone 2006). Generalmente el NO3- es el que se halla en mayor proporción en los suelos cultivados. En los suelos no cultivados, fríos, ácidos y anegados predomina el NH4+ (Britto y Kronzucker 2002). Smirnoff et al. (1984) identificaron familias que se especializan en la absorción de NO3- como Chenopodeacea, Rosaceae, Urticaceae y otras en NH4+ como Ericaceae, Pinaceae, Proteaceae, usando como indicador la actividad de la nitrato reductasa. 
	Cuando la fuente principal en la solución del suelo es NH4+, la mayoría de las plantas reducen el crecimiento, en algunos casos con síntomas de toxicidad (Chaillou et al. 1986; Britto y Kronzucker 2002). Las distintas especies de plantas presentan algún tipo de tolerancia dada por su mayor o menor sensibilidad a esta fuente. Esta sensibilidad cambia durante las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo de las plantas (Vollbrecht et al. 1989). Por ejemplo Britto y Kronzucker (2002) mencionan que las plantas crecidas en medios predominantemente con la fuente NH4+ producen una serie de síntomas visuales y/o fisiológicos como desbalance iónico y hormonal. Mientras que Schortemeyer et al. (1993) observaron cambios en la morfología de la raíz del maíz, cuando el medio contenia NH4+; como la asimilación del NH4+ ocurre preferentemente en raíces, el flujo descendente de carbohidratos a través del floema es acompañado por ciertos tipos de fitohormonas, presuntamente responsables de los cambios morfológicos, sostuvieron los autores. 
	La mayoria de los tratabajos, sobre este tema, cítan NO3- como asi también al NO3NH4 como las responsables del mayor crecimiento en plantas cultivadas con estas fuentes nitrogenadas (Vessey et al. 1990; Schortemeyer et al. 1993). Weissman (1972) determinó que plantas juveniles de girasol y soja cultivadas con la fuente NO3- producían la mayor acumulación en biomasa que las tratadas con la fuente NH4+. En plantas de algodón de 22 días Leide et al. (1992) encontraron el mayor crecimiento con la fuente NO3- que con NH4+. Kirkby y Mengel (1967) en sus experimentos observó un mayor crecimiento, en plantas de tomate juveniles, para la fuente NO3- que para la fuente NH4+.
	El pH del medio juega un rol fundamental en la absorción de los nutrientes, ya que incide directamente en la solubilidad de ellos, como el N, P, Fe, Mn, Zn, etc. (Marschner 1995). Por ejemplo ensayos desarrollados en hidroponia, los autores observaron que los pH ácidos favorecen la absorción de NO3- en plantas de soja (Vessey et al. 1990) y en maíz (Schortemeyer et al. 1993), por el contrario en tomate se verificó que la absorción de NO3- era menor a pH 4 (Ludewing et al. 2002). En Arabidopsis, la máxima absorción se dio entre pH 8-9 sobre un rango de 3-10 (Doddema y Telkamp 1979). En Picea abies, se verificó la máxima tasa de absorción a pH 5,5 en un rango de 2,5 a 6,5 (Peuke y Tischener 1991). Estos autores atribuyeron que los pH ácidos reducen la actividad de la nitrato reductasa, encargada de reducir el NO3- a NO2-. Glass y Siddiqi (1984) señalaron al pH como responsable de la alteración de las cargas de grupos R de los aminoácidos situados en los canales o carriers (de la MP). Con ello, se puede perder la identidad de un determinado flujo de ión, actuando independientemente al flujo de los H+ producto de las ATP-asa. En algodón y girasol no se encontró bibliografía de los pH óptimos para la absorción de las distintas fuentes de N.
	Los antecedentes indican que el crecimiento de las plantas pueden ser afectado según como tomen o absrovan el N del medio. Cuando se incluye al pH de crecimiento, el abanico de respuesta es aún mayor, ya que se pede observar desde efectos simples para los factores principales, o interacciones para las distintas variables analizadas. Incluso en una misma especie, los distintos órganos puede presentar efecto diferentes.  Por ejemplo, Lang y Kaiser (1994) no observaron diferencias en la biomasa aérea en plantas de cebada cultivadas con las fuentes NO3- y NH4+, combinadas con los pH de 4,0; 5,5; 6,8. Sin embargo la biomasa radical y la longitud radical resultaron afectadas por la combinación entre la fuente de N y el pH (NH4+ y pH ácido). Por su parte Brix et al. (2002) encontraron efecto interactivo entre N y pH en la tasa de crecimiento relativa (TCR) en plantas de Typha latifolia; la máxima tasa fue registrada para la combinación de N-NH4+ y pH-6,5; las plantas tratadas con la fuente NO3- el patrón no fue claro. En girasol y en algodón no se encontraron antecedentes que evaluaran el efecto interactivo de N x pH sobre las variables de crecimiento.
	La forma en que la planta absorbe el N (NO3- o NH4+), determina en gran medida si las raíces liberarán al medio OH- o H+ como consecuencia del equilibrio homeostático celular (Marschner 1995). Si la fuente del medio contiene NO3-, lo más probable es una alcalinización en la rizósfera; por el contrario si el medio contiene NH4+ debería esperarse una acidificación rizosférica (Nye 1981; Haynes 1990; Raven 1990). Hylander et al. (1999) observaron que raíces de algodón acidificaban en mayor proporción que las raíces de maíz, soja y arroz, cuando fueron crecidas en un rizobox con NH4NO3 hasta los 90 días. Römheld et al.(1984) observaron en plantas de girasol una fuerte acidificación con la fuente NH4+, y ante situaciones deficitarias de Fe++.
	La acidificación observada por raíces de las plantas no se debe solo a la absorción diferencial de cationes y aniones, también se la vincula a situaciones de carencia de nutrientes o micronutrientes. Ramani y Kannan (1982) en plantas de algodón y Cakmak y Marschner (1990) en plantas de algodón y girasol observaron una fuerte acidificación al medio cuando estas fueron crecidas en condiciones deficitarias de Zn. Esto era consecuencia de que la raíz reducía la entrada de NO3-, pero incrementaba la absorción de cationes. Wang et al (2008) menciona que las plantas de algodón no tienen la capacidad de modificar la química de la rizósfera y acceder a nutrientes pocos móviles y lábiles, ejemplo el P; distinto a lo que experimentaban otras especies, como lupino con la liberación de ácidos carboxílicos al medio. Faggioli (2008) observo que raíces de girasol, acidificaban en una magnitud mayor que raíces de maíz y soja, independientemente de la oferta de P, tanto en medios hidropónicos como en macetas. Alcantara y De la Guardia (1994) observaron que ciertos genotipos de girasol presentaban una alta tasa de acidificación cuando el medio era deficitario de Fe++ en relación a otro grupo de menor acidificación. Sin embargo estos dos grupos accedían a distintas fracciones de Fe++ mediante otros mecanismos que no era la liberación de H+, concluyeron los autores. Römheld et al. (1984) observaron que plantas de girasol producían una acidificación cuando el medio presentaba una baja concentración Fe++, presencia de fuscicoccin (toxina producida por un hongo) en la solución, o el medio de crecimiento conteniendo NH4+ como única fuente de N. Todas estas situaciones inducían a las ATP-asa a una liberación de H+.
	La acidificación rizosférica originaría de los exudados radicales puede provenir de ácidos orgánicos o de H+. Estos últimos provienen, en parte, de la bomba ATP-asa localizada en las membranas de las células radicales. Estas bombas ATP-asa actúan suministrando la fuerza necesaria para la absorción de los nutrientes, creando un gradiente electroquímico y despolarizando a la MP de raíces con la consiguiente entrada de nutrientes (Palmgren y Harper 1999). 
	El girasol pareciera presentar una fuerte acidificación al medio como destacaron Römheld et al. (1984) y Faggioli (2008), tal vez sea un carácter intrínseco de la planta; algodón por su parte la acidificación no parecería ser importante desde el punto de vista de accesibilidad a los nutrientes. Wang et al.(2008) detecto que plantas de algodón no produjeron cambios químicos en la rizósfera, ya sea con una liberación de H+ o de ácidos carboxílicos, ante situaciones de estrés de P; sin embargo mostro capacidad para modificar el crecimiento radical ante falta de P.
	A nivel rizósfera se observó que el pH del medio influye en el flujo de H+ al medio. Esto fue observado por Schubert et al. (1990) en Vicia faba, cuando la solución de crecimiento se mantuvo a un pH 6 y las plantas respondían con una acidificación. Por el contrario, cuando la solución estaba por debajo del pH 4 o 5 alcalinizaba el medio. Youssef y Chino (1989) observaron en especies de cebada y soja que la liberación de H+ u OH- al medio era dependiente del pH, pero independiente de la fuente de N absorbida. Chaignon et al. (2002) en raíces de colza y tomate observaron cambios significativos en el pH de la rizósfera con reducciones de este para suelos calcáreos, e incrementos del pH rizosférico para suelos ácidos. Hawkins y Robbins (2010) observaron que en soja y en Pinus contorta exhibían una liberación de H+ a pH 7 mientras que a pH 4 existía una absorción de H+. Los procesos que se dan en las raíces como consecuencia del pH del medio, no están del todo dilucidados y son pocos conocidos los mecanismos que intervienen fisiológicamente. 
	No se encontró bibliografía específica en algodón y girasol que describa la interacción entre la fuente de N y el pH del medio para variables de crecimiento ni mediciones in situ a nivel flujo de H+ en la rizósfera. Es probable que el flujo de H+, de estas dos especies tendrían que responder principalmente al pH del medio, similar a lo encontrado en plantas de soja como halló Hawkins y Robbins (2010), ya que no son especies que hayan sido mejoradas en ese sentido, como fue experimentado en maíz por Yan et al. (1998)
	2.1.2 Objetivos e Hipótesis
	El objetivo del capítulo fue evaluar el efecto combinado de la fuente de N y el pH del medio sobre parámetros de crecimiento, morfología radical, contenido de N y la acidificación en la rizósfera de plantas de algodón y girasol. Las hipótesis que se pondrán a prueba son: 
	1. Existe interacción entre los factores fuente de N y pH del medio al menos para alguna de las variables de crecimiento, morfología radical y contenido de N.
	2. Las raíces de las plantas de algodón y girasol que crecen en medios ácidos producen una alcalinización rizosférica, por el contrario en medios alcalinos acidifican la rizósfera.

	2.2 MATERIALES Y MÉTODOS
	2.2.1 Material vegetal
	Las plantas utilizadas fueron algodón (Guazuncho 3) y girasol (Paraíso 20). La elección del material de algodón se hizo por ser una variedad convencional y de reciente aparición en el mercado superando a su antecesora Guazuncho 2. La variedad Guazuncho 3 se caracteriza por poseer una buena calidad de fibra (longitud, microoner y resistencia de las fibras). Además cuenta con valores altos de la relación fibra/semilla, característica importante en la cadena hilandera del algodón. En el caso de girasol se utilizó el híbrido Paraíso 20, por tener un buen rendimiento en bruto y un alto contenido de aceite en semilla.
	2.2.2 Condiciones experimentales
	El ensayo tuvo lugar en el invernáculo de la Facultad de Agronomía de la UBA y las determinaciones posteriores fueron realizadas en la Cátedra de Fertilidad y Fertilizantes de dicha Facultad. El fotoperiodo aplicado fue de 14 hs de luz durante el crecimiento. El invernáculo contó con lámparas halógenas las cuales se encendían cuando el fotoperiodo estaba por debajo de ese umbral. El cultivo de algodón es insensible al fotoperiodo en todo su ciclo, por el contrario responde principalmente a las temperaturas y por arriba de su base de 15,5 °C (Lomas et al. 1977; Young et al. 1980). En tanto el girasol responde al fotoperiodo a partir del inicio de floración, mientras que en etapas juveniles es insensible al mismo (Andrade y Sadras 2002). El invernáculo también contó con un sistema de calefacción y refrigeración, regulados por sensores automáticos, y las temperaturas mínimas y máximas estuvieron comprendidas entre los 20° y 38 ºC respectivamente para el optimo crecimiento de las plantas. 
	El sustrato donde crecieron las plantas fueron soluciones hidropónicas. Este sistema permite independizarse de algunas interacciones como suelo-microorganismos y de este modo resaltar el efecto de los tratamientos sobre la rizósfera de las raíces y el crecimiento de la planta. Muchos experimentos son llevados a cabo en hidroponía durante todo el ciclo de vida de una planta, cuyos resultados son similares a los desarrollados a campo, ya que proveé los nutrientes necesarios para el crecimiento. La hidroponía es un medio donde los nutrientes están disponibles en forma inmediata, soluble y muchas veces en exceso, lo cual hacen de un medio de crecimiento similar o hasta mayor a lo observado a campo. En el caso del presente experimento, se utilizó hidroponia para individualizar los efectos simples y las interacciones entre los factores expuestos. En posteriores etapas del presente plan se podrán explorar otras condiciones experimentales, en base a los resultados que surgen de la presente. 
	Se utilizaron bateas de 25 l de capacidad (22 cm ancho por 45 cm largo y 25 cm profundidad) para el pretratamiento y de 12 l (22 cm ancho por 21 cm largo y 25 cm profundidad) para el tratamiento. Cada solución fue oxigenada a través de una bomba de aireación para peceras.
	Germinación: Las semillas de algodón y girasol fueron esterilizadas con una solución al 10 % (v/v) de NaHOCl comercial (hipoclorito de sodio), durante 3 minutos y luego enjuagadas con agua destilada. Posteriormente fueron colocadas en papel secante y envueltas de modo de formar unos cilindros que permanecieron húmedos en una solución de Cl2Ca (0,8 mM) y mantenidas a 25-28º C durante 6 días. La figura 2.2.1 muestra las etapas y duración (en días) del ensayo.
	Pretratamiento: posterior a la etapa de germinación, las plántulas fueron seleccionadas de acuerdo a su estado de desarrollo y con tamaños similares para ser llevadas a una etapa de pretratamiento. La duración de esta etapa fue de 10 días. Las plántulas seleccionadas fueron colocadas en planchas de tergopol sobre las bateas. Las planchas de tergopol sirvieron de sostén de las plantas, a modo de tapa, evitando la evaporación e impidiendo la entrada de luz (Figura 2.2.1). Estas presentaban 12 orificios donde se alojaban las plantas sostenidas por un listón de guata en la base del tallo. La composición de la solución con los macronutrientes es presentada en la tabla 2.2.1; los micronutrientes fueron los siguientes expresados en µmol/l: KH2PO3  0,1; Fe EDTA   5,0; MnSO4   4,6; H3BO3   23; CuSO4   1,6; MoO3   1,0; Co Cl2   1,0.
	�El pH de la solución se lo mantuvo en un rango de 5,9 y 6,1 con el agregado de álcali (KOH) o ácido clorhídrico (HCl ). El cambio de solución nutritiva se realizó a los 6 días para evitar el agotamiento de la solución nutritiva o su distorsión por los posibles compuestos exudados de las plantas. El agua de las soluciones fue desmineralizada obtenidas a través de un equipo de filtración de agua (Columnas: Deionex modelo MC-160). La distribución de las bateas fue completamente al azar, que fueron rotadas al realizarse el cambio de solución.
	Tratamientos: Las plantas del pretratamiento fueron seleccionadas por similar estado de crecimiento y llevadas a las bateas (12 l) de tratamientos (Figura 2.2.1). Las bateas presentaban tapas de plástico con 2 perforaciones donde fueron alojadas las plantas y sostenidas por un listón de guata en la base del tallo. 
	Se utilizó para cada especie un diseño factorial en bloques aleatorizados y cuatro repeticiones. Los factores principales fueron las formas de N y niveles de pH, y cada factor contó con tres niveles. Para el factor N, las fuentes fueron suministradas como NH4NO3, NH4+ y NO3-, y llevadas cada fuente a los siguientes pH 4,5; 6,0 y 7,5. Los bloques se basaron en fechas de siembra consecutivas (2 para cada especie), realizadas a intervalos de dos días entre las fechas. Las mediciones de liberación de H+ se hizo entre las 11 am y 16 pm, debido a que registros previos dieron las mayores tasas de liberación de H+.
	Las fuentes de N de las soluciones tratamiento tuvieron como base la utilizada por Faggioli (2008) pero presentando modificaciones con respecto a las fuentes de N (Tabla 2.2.1). 
	La concentración total de N suministrada fue de 5,5 mM para las 3 fuentes (Tabla 2.2.1). Los micronutrientes utilizados fueron los mismos que para el pretratamiento. 
	La duración del tratamiento fue de 16 días, correspondiente a 32 DDS.
	2.2.3 Determinaciones:
	pH de las soluciones y liberación de H+: el pH en la etapa de pretratamiento y tratamiento fueron mantenidos en los rangos establecidos con el agregado de hidróxido de sodio (0,5 y 4 M) o ácido sulfúrico (0,1 y 0,5 M). Se utilizó un pH metro marca Orion 410 tanto en las mediciones de las bateas de 25 l y 12 l. Este mismo aparato fue utilizado en las mediciones de liberación de H+ en los tubos de ensayos. 
	Cosecha y medición de biomasa seca: a los 16 días del tratamiento (32 DDS) se procedio a la cosecha de las plantas, separando en parte aérea (hoja y tallo) y raíz. Estas fueron colocadas en estufas a 70°C durante 3 días para su posterior peso seco, excepto la raíz. Esta última fue frizada para su posterior determinación de los parámetros de morfología radical. 
	Determinación de N: el nitrógeno total se obtuvo multiplicando la biomasa total seca por la concentración de N en planta, este último se determinó a través del método modificado de Kjeldahl (Baethgen y Alley 1989). 
	Morfología Radical: las raíces previamente frizadas, se las descongelo y luego se las paso por un escáner para determinar el área radical total (ART) área específica radical (AER), longitud radical total (LRT), longitud específica radical (LER) y diámetro radical promedio, mediante el programa Winrhizo (versión 2008). 
	Tasa de liberación de H+: A los 16 días de tratamiento, previo a la disección de las plantas, se les determinó el flujo de H+ en la rizósfera de las raíces, individuales, vivas y activas, sin ser cortadas de la planta madre (Henriksen et al. 1992). Para ello se ideó un sistema compuesto de dos recipientes de tamaño diferentes y 3 tubos de ensayos intercalados entre estos dos recipientes (Figura 2.2.2). El recipiente menor de 6 cm de diámetro por 10 cm de alto, contenía a la planta seleccionada con sus raíces sumergida en la solución de origen. El recipiente mayor, de 11cm de diámetro por 15 cm de alto, alojaba al recipiente menor además de una serie de tubos de ensayos (Figura 2.2.2). El recipiente mayor en su parte superior contaba con una tapa y un orificio de salida para la parte aérea de la planta, quedando las raíces completamente tapadas, similar a una maceta. Las mediciones de liberación de H+ se hicieron en raíces de segundo orden, previamente lavadas con agua destilada e insertas en los tubos de ensayos. Estas raíces fueron manipuladas con cuidado para no producir corte ni lesión. Los tubos de ensayos, con una capacidad de 15 ml, contenía una solución con agua destilada más CaCl2 (0,08 mmol) y llevada al pH del tratamiento a que fue cultivada la planta. Este sistema fue puesto en un agitador electrónico, con un movimiento oscilante de 60 rpm y durante 30 minutos por planta para mantener una oxigenación en las raíces. Posteriormente se procedió al corte de la raíz contenida en el tubo de ensayo, solo en la porción que se encontraba en contacto con la solución. Luego era extraída y secada con papel tissue y pesada para obtener el peso fresco. En el líquido remanente del tubo de ensayo (una vez extraída la raíz) se le determinaba el pH final. Para el calculó del flujo H+ en los tubos de ensayo se registraba los valores de pH inicial y final, luego mediante una transformación logarítmica de esos valores y con los pesos fresco de raíz en mg (miligramos) y el  tiempo de agitación se obtenía el flujo de H+ en µmol g-1 peso fresco (PF) de raíz h-1 por hora en la rizósfera. 
	2.2.4 Análisis estadístico
	Los datos recolectados fueron analizados mediante un ANOVA, y las diferencias entre medias se determinaron con el Test de Tukey (p<0.05). La variable liberación de H+ fue transformada a variable rango, ya que no cumplía con los supuestos. Para esta misma variable y solo en los pH 6,0 y 7,0 se utilizó el test de “t” para verificar si realmente hubo una liberación de H+. El programa utilizado fue Infostat/Profesional versión 1.1

	Especie: Girasol
	2.3.1. Parámetros del crecimiento
	El crecimiento de las plantas de girasol fue afectado principalmente por la forma de N suministrada (p< 0,001); por el contrario el factor pH no incidió en el crecimiento como tampoco la interacción entre ambos factores (Figura 2.3.1). Las plantas de girasol alcanzaron la mayor biomasa total, aérea y radical cuando fueron cultivadas con NH4NO3 y NO3-, sin difirerencias estadísticas entre ellas. Las plantas con la fuente NH4+ presentaron el menor crecimiento, diferenciándose de aquellas dos últimas. La biomasa total, aérea y radical de las plantas que crecíeron con la fuente NH4+ produjó el 40% en relación a las plantas con NH4NO3 (Figura 2.3.1). Esta reducción en iguales proporciones ocasionó que la relación raíz-tallo se mantuviera estable y no fuese afectada por los factores principales ni por la interacción (Tabla 2.3.1).
	La morfología radical fue afectada por los tratamientos. La longitud radical total (LRT) presento diferencia por fuente de N (Tabla 2.3.2). Las plantas cuando crecieron con la fuente NH4NO3 experimentaron las máximas longitudes de raíces con valores promedio de 110 m raíz planta-1. Esta fue seguida y sin diferencias estadísticas por las raíces tratadas con NH4+, con 65 m raíz planta-1, por el contrario las plantas que crecieron con NO3- produjeron 35 m raíz planta-1 diferenciándose estadísticamente solo de aquellas plantas tratadas con NH4NO3 (Figura 2.3.2). 
	La longitud específica radical (LER), es una medida de eficiencia radical e indica la cantidad de m de raíz producida por g de raíz invertida. Para esta variable las raíces presentaron diferencia por la forma de N y el pH del medio (Tabla 2.3.2). Las más eficientes resultaron las raíces cultivadas con NH4+ (55 m g raíz-1), seguidas por NH4NO3 y NO3- con 31 y 12 m g raíz-1 respectivamente (Figura 2.3.2). Los medios de pH ácidos resultaron favorables para el crecimiento en longitud ya que produjeron 42 m por g raíz, mientras cuando el medio incrementó de pH (6,0 y 7,5) tendieron a una disminución del 20% y 40% respectivamente. Solo ofrecieron diferencia significativa los dos pH extremos.
	Por su parte el área radical total (ART) presento interacción entre los factores principales (Tabla 2.3.1). Esta variable también de importancia desde el punto de vista de captura de recursos, ya que indica la superficie radical total que está en contacto con el suelo. Las raíces que originaron la mayor superficie fue cuando se combino la fuente NH4NO3 y el pH 4,5 con 1400 cm2 planta-1 (Figura 2.3.3). Esté valor máximo registrado en parte se debió a su biomasa radical. Esta misma fuente a los pH 6,0 y 7,5 se redujo en un 50 y 60 % la superficie respectivamente.
	El área específica radical (AER), otra medida de eficiencia, fue afectada únicamente por la fuente de N. Las plantas que crecieron con NH4+ resultaron en producir 350 cm2 por g raíz-1, sin diferencias estadísticas de NH4NO3 que se redujo en un 30%. Cuando fueron cultivadas con NO3- redujeron un 60% significativamente diferente de los otros dos tratamientos (Figura 2.3.2). 
	La fuente de N también afecto el diámetro radical promedio en una relación inversa al AER (Tabla 2.3.2 y Fig. 2.3.2) ya que raíces de mayor diámetro fueron las tratadas con NO3- (0,36 mm), seguidas por NH4NO3 y NH4+ con valores de 0,27 y 0,20 mm respectivamente. 
	�2.3.3 Concentración de N.
	El contenido de N total presento el mismo comportamiento a la biomasa total, diferencias significativas por la forma de N. Las plantas que crecieron con NH4NO3 y NO3- fueron las que acumularon más N total en sus tejidos con 974 y 887 mg de N planta-1 respectivamente (Fig. 2.3.3). Por el contrario las plantas con NH4+ fueron las que acumularon menos N total en sus tejidos diferenciándose estadísticamente de las dos anteriores (413 mg de N planta-1).
	2.3.4 Liberación de H+
	La variable liberación de H+ presentó una respuesta diferente con respecto a las variables de crecimiento, ya que no fue afectada por la forma de N, en cambio fue afectada por el factor pH (p=0,0001**) (Figura 2.3.4). Las raíces de girasol presentaron una fuerte alcalinización al medio con el pH más bajo (respuesta negativa) mientras que en las otras dos condiciones la respuesta fue mucho menor y tendiente a una liberación de H+. En medio ácido (pH 4,5) independientemente de las formas de N las raíces alcalinizaron la rizósfera con un valor promedio de -307 µmol g-1PF h-1. Esta se diferenció estadísticamente de las raíces que crecieron a pH medios (6,0) y altos (7,5), que acidificaron o produjeron una alcalinización al medio con valores de 60 y 15 µmol g-1PF h-1de H+ respectivamente.
	Los pH 6,0 a 7,5 fue difícil establecer si hubo un flujo de H+ diferente de cero y para ellos se hizo una prueba de (“t”), indicando que todos los tratamientos a esos pH acidificaron el medio (p<0,01**).

	�Especie: Algodón
	2.3.5 Parámetros del crecimiento
	Las variables de crecimiento fueron afectadas significativamente por el factor fuente de N (Tabla 2.3.3). A las plantas de algodón les resulto igual crecer con los tratamientos NH4NO3 o NO3-, ya que es donde expresaron la máxima biomasa total con 6,36 g y 6,26 g respectivamente y sin diferencias entre ellas. Por el contrario cuando crecieron con la fuente NH4+ redujeron el crecimiento en un 40% (3,94 g) diferenciándose de las dos anteriores.
	La biomasa aérea presentó la misma tendencia que la biomasa total, se diferenció por el factor N (Tabla 2.3.3 y Figura 2.3.5). Las plantas tratadas con NH4NO3 y NO3- produjeron los máximos pesos con 5,58 y 5,50 g respectivamente, mientras que aquellas plantas con la fuente NH4+  redujeron el crecimiento en un 40% -3,32 g-(Fig. 2.3.5), diferenciándose de las dos primeras.
	La biomasa radical fue afectada por la fuente de N, presentando los mayores pesos de raíces aquellas plantas tratadas con NH4NO3 (0,77 g) y NO3- (0,76 g) sin diferencias entre ellas. Las plantas que crecieron con NH4+ redujeron el crecimiento en un 20%, sin diferenciarse de las raíces con las fuentes NO3-, pero sí de aquellas raíces creciendo en NH4NO3 (Figura 2.3.5). 
	La relación raíz-tallo fue afectada por la interacción entre los factores principales. La combinación entre la fuente NH4+ y el pH 6,0 originaron plantas con la máxima relación raíz-tallo de 0,26. Para esta fuente los pH 4,5 y 7,5 no se diferenciaron ya que se redujeron en un 30% en ambos casos. Mientras NH4NO3 y NO3- en todos los rangos de pH se redujó un 65% aproximadamente del tratamiento que obtuvo el máximo valor. 
	�
	�2.3.6 Concentración de N y morfología radical.
	La concentración de N (µmol de N mg-1) en plantas de algodón no mostró diferencias significativas por los factores principales ni por su interacción. La cantidad de N total en planta fue afectada por la fuente de N (p< 0,05): las plantas que acumularon mayor N total fueron aquellas con las formas de NH4NO3 (455 mg N) y NO3- (323 mg N), sin diferencias entre ellas. Con la fuente de NH4+ las plantas redujeron el N total a 270 mg N y con diferencias significativas con respecto a las dos anteriores (Anexo: Figura A1).
	Al analizar la LER, LRT, AER, ATR y diámetro radical promedio, no se observaron diferencias significativas para los factores principales ni para sus interacciones (Anexo Tabla 1; Figura A 2). Estas variables presentaron los máximos valores para la fuente NH4NO3. 
	2.3.7. Liberación de H+
	El patrón de respuesta fue similar que en plantas de girasol: efecto significativo del factor pH (p: 0,0001) y no significativo para el factor N y su interacción. Cuando el medio de crecimiento estuvo al pH 4,5 las raíces tendieron a producir una absorción de H+ o liberación de OH-, observándose una fuerte alcalinización a la rizósfera. Por el contrario este patrón se reinvirtió, cuando el medio estuvo a los pH más altos (6,0 y 7,5) con una acidificaron a nivel rizósfera. Sin embargo no en todos los casos se observó una acidificación, solo para las fuente NH4+ y NH4NO3 en el pH 6,0 el resto no fueron diferentes de cero.

	2.4 DISCUSIÓN
	Las plantas de girasol y algodón presentaron respuestas similares a los tratamientos efectuados. Estas fueron puestas de manifiesto en parámetros relacionados al crecimiento y a la tasa de liberación de H+ al medio. 
	Los parámetros de crecimiento en las dos especies fueron afectadas por la fuente de N suministrada pero no por el pH del medio. Las plantas de girasol y algodón expresaron el máximo crecimiento con las formas de N como NH4NO3 y NO3- ya que acumularon la mayor biomasa total, aérea y radical. Por el contrario, estas dos especies disminuyeron significativamente su crecimiento frente a la fuente NH4+. Estos resultados están en línea con trabajos previos que detectaron la menor viabilidad del NH4+ como fuente de N, relacionada con efectos tóxicos y con la dinámica particular del NH4+ en las membranas celulares (Britto et al. 2001; Ludewig et al. 2002; Chen et al. 2013). Estos datos concuerdan con los encontrados con Leidi et al. (1992) quienes observaron en plantas de algodón de 28 DDS, reducciones del 44% con la fuente de NH4 +con respecto a la de NO3-. Imsande (1986) en plantas de soja tratados con la fuente NH4+ observo reducción de 8%, Woolhousean y Hardwick (1966) en tomate del 22%, Kirkby y Mengel (1967) también en plantas de tomate reducciones del 65% con respecto a la fuente de NO3- todas ellas llevadas a cabo en hidroponia. Britto y Kronzucker (2006) y Chen et al. (2013) en plantas de arroz detectaron un flujo importante de NH4+ sobre la MP, ya que observaron una salida del 80% de lo que ingresaba, con lo cual la acumulación de N fue baja en los tejidos. En estas dos especies (algodón y girasol) no se determinó el flujo de NH4+.pero posiblemente sucedería algo similar con esta fuente de N. 
	Con la fuente NH4+ las raíces del girasol experimentaron una reducción mayor (-40%) que las de algodón (-20%) con respecto a NO3NH4. Leidi et al. (1992) en raíces de algodón valores similares de reducción fueron detectada para esta fuente con respecto al NO3-. Carmi y Shalhevel (1983) destacan que la biomasa radical de algodón, experimenta una menor reducción que la biomasa aérea ante situaciones de estrés. En girasol, la fuente NH4+ no modificó la relación R/T debido a que sufrió reducciones en igual proporción en la parte aérea y en la radical. Los valores encontrados para girasol concuerdan con lo observado por Fernandez (2010), trabajando en macetas y tratadas a concentraciones optimas y suboptimas para P. En algodón, el patrón de la R/T no es claro debido a que solo el tratamiento combinado NH4+ y pH 6,0 se destacó del resto, con valores superiores a los otros tratamientos. Posiblemente por algún error metodológico que afecto principalmente a la parte aérea (Figura 2.3.5) ya que no tuvo el mismo comportamiento que los restantes pH de esa misma fuente. Plantas cultivadas con la fuente NH4+  pueden experimentar una alta relación R/T como fue detectado por Chen et al. (2013) en cultivares de arroz e Imsande (1986) en soja. El girasol es otra de las especies que tiene un crecimiento radical inicial rápido y vigoroso en comparación a maíz y soja, ampliamente estudiados en la región pampeana (Andrade y Sadras 2002). Las raíces de girasol alcanzan los 50 cm de profundidad en el estado de dos hojas (Andrade y Sadras 2002). Por su parte, el algodón al ser originario de regiones áridas y semiáridas, prioriza el crecimiento radical por sobre el aéreo en las primeras etapas (hasta inicio de floración a los 60 DDS), a partir del cual cambian los destinos y pasan a priorizar los frutos (Brouder y Cassman 1990). Las dos especies evaluadas al parecer tendrían la capacidad de crecer y priorizar la parte subterránea en los estados iniciales, característica importante para explorar un mayor volumen de suelo y de adquisición de nutrientes y agua.
	La fuente de N modificó dramáticamente la morfología radical de girasol. Las plantas alimentadas con NH4+ tuvieron una morfología más favorable para la absorción de nutrientes (raíces más finas, mayor longitud específica y área específica radical) que la fuente NO3-.Thomson et al. (1993) en plantas de poroto observaron similares resultados (mayor longitud radical) con la fuente NH4+ que con NO3-. Bloom et al. (2003) en plantas de tomate con esta fuente observaron longitud de raíces mayores que con NO3-, atribuyendo principalmente al equilibrio funcional en la relación tallo-raíz y el balance entre NH4+ y NO3- en el suelo. Schortemeyer et al. (1993) en plantas de maíz tratadas con NH4+ experimentaron cambios en la morfología radical, debido a que las raíces seria un destino de los carbohidratos y de ciertos tipos de hormonas. Hartung et al. (2002) reportaron que las células radicales mantienen una alta concentración de ABA en situaciones de estrés, siendo ésta una de las hormonas que promueven el crecimiento radical sobre el aéreo. Fernandez et al. (2009) detectaron diferencias en longuitud radicar ante situaciones deficitarias de P. En girasol, tal vez sea una característica morfológica importante en situaciones de adaptación a la oferta de N. Por el contrario, con la fuente NO3-el girasol resulto menos eficiente en relación a las otras dos fuentes, mientras que la fuente NH4NO3 tuvo un comportamiento intermedio para la morfología radical.
	La concentración de N en plantas de girasol tuvo una tendencia contrastante al pH alcalino (7,5): un efecto negativo para la fuente NO3- y positivo (i.e. incremento) para la fuente NH4+. Una respuesta puede deberse a que algunas especies tienen la capacidad de incrementar la absorción de NH4+ con incrementos del pH, ya que son de menor toxicidad a este medio. Caso contrario sucede con la fuente NO3- en los cuales disminuye la absorción a los pH alcalinos y aumenta a los pH ácidos. Esto mismo fue detectado por Schortemeyer et al. (1993) en plantas de maíz. 
	Los primeros estudios citaban a la fuente de N como responsable del flujo de H+ a nivel rizósfera (Raven y Smith 1976; Marchner 1995; Britto y Kronzuker 2005). Son pocos los antecedentes que vinculan al pH del medio como responsables del flujo de H+ al medio (Hawkins et al. 2008; Hawkins y Robbins 2010). En la presente tesis, se observó que el pH del medio resultó ser más importante que la fuente de N en el flujo de H+. En el caso de algodón y girasol no se encontró literatura del efecto del pH y la fuente de N sobre el flujo de H+ en las membranas plasmáticas, por lo que estos resultados son un aporte  relevante al conocimiento científico. Los experimentos de esta tesis mostraron que las raíces de girasol y algodón cultivados en un medio ácido (4,5) producen un flujo negativo de H+ (ingreso a la célula) y por consiguiente una  alcalinización a la rizósfera, independientemente de la fuente de N suministrada. Esto se debió a que la concentración de H+ en el medio externo (pH 4,5), de mayor concentración que el interno (citosol=7,3), generó un gradiente de concentración ([H+]out> [H+]int) y el ingreso forzado de H+ a la célula radical. Esto mismo fue observado por Hawkins y Robbins (2010) en soja. Schubert et al. (1990) observaron que Vicia faba en suelo ácido presentaba una inhibición en la liberación de H+.
	Las plantas que fueron suministradas con la fuente NH4+ tendrían que haber liberado H+ y acidificar el medio como consecuencia del equilibrio químico homeostático celular, como fue citado por numerosos autores. Sin embargo eso no ocurrió. Se deduce que la planta absorbería NH4+, pero parte es devuelto al medio externo evitando la fitotoxícidad (Britto et al. 2001; Ludewig et al. 2002). Este flujo salida del NH4+ involucra un gasto de energía como cito Britto et al.(2001). En esta tesis el pH ácido afectó tanto la vía de crecimiento (evitando la toxicidad) y el funcionamiento o alteración de las membranas plasmática. Las fuentes NO3- y NH4NO3 a pH ácidos también alcalinizaron el medio. Las plantas que crecieron con NO3- estarían en equilibrio homeostático con las células radicales (Haynes 1990), y favorecidas aún más por el medió acido.
	Cuando el pH del medio tratado fue 6,0 y 7,5 se restableció la liberación de H+ al medio, y fue independientemente de la fuente de N. No se determinó el flujo de N a través de las membranas, pero en el caso de girasol y la fuente NH4+ posiblemente hubo una menor salida de este compuesto al medio externo, por su mayor concentración de N en tejidos para el pH más elevado del experimento.
	En girasol a los pH 6,0 y 7,5 las tres fuentes de N experimentaron una acidificación, en algodón no sucedió lo mismo. El girasol fue citado como una especie de fuerte acidificación en relación a otras especies (Römhed et al.1984; Faggioli 2008). Algodón experimento una acidificación solo al pH 6,0 con las fuentes NH4+ y NH4NO3.   

	2.5 CONCLUSIONES
	La acumulación de biomasa en las especies de algodón y girasol dependió principalmente de la forma de N suministrada. Las formas que derivaron en mayor  crecimiento fueron NH4NO3 y NO3-, mientras la de menor, fue NH4+. La biomasa radical en plantas de girasol tratadas con la fuente NH4+ se redujo proporcionalmente más que la de algodón en relación a NH4NO3, sin embargo presentó una morfología radical más favorable que las restantes fuentes de N, lo que se traduciría en una mayor eficiencia en costos energéticos. 
	El pH del medio no afectó el crecimiento, tampoco se verificó interacción entre los factores fuente de N y pH del medio sobre el crecimiento de las plantas de girasol y algodón. El pH del medio afecto el flujo de H+  para las dos especies. Aquellos medios con pH ácidos presentaron una alcalinizaron rizosférica, por el contrario medios de pH 6,0 y 7,5 acidificaron la rizósfera. Este flujo de H+ fue independiente de las fuentes de N aplicadas.


	CAPITULO 3:
	ACIDIFICACIÓN RIZOSFÉRICA EN SOJA: ROL DE LA NUTRICIÓN NITROGENADA Y EL pH DEL MEDIO.
	�3.1 INTRODUCCÍON
	Las leguminosas tienen la capacidad de formar asociaciones con bacterias fijadoras de N atmosférico (N2), lo cual contribuye a disminuir la extracción de este nutriente del suelo (ej. Gioda y Baigorri 1997). Eso no implica que este cultivo tenga balance positivo de N. Salvagiotti et al. (2008) destacaron que el balance del N en el suelo es levemente negativa a neutral para cultivos de soja cuando se incluye a la fijación biológica.
	Las bacterias fijadoras de N aportan entre un 30 al 70% del N total requerido por la soja (Salvagioti et al. 2008, 2009). Esta proporción cae drásticamente en situaciones de alto nivel de N en el suelo, se aplican fertilizantes nitrogenados, existe déficit de agua, pH ácidos, bajas concentraciones de oxígeno (compactación), incompatibilidad entre cepa y cultivo o cuando la población del inoculo es baja, entre otros (Parker y Harris, 1977; Purcell y King 1996). Por su parte Alcana et al. (2012) observaron que ante situaciones deficitarias de P la menor acumulación de biomasa en plantas de poroto, con un reducido número de nódulos totales por planta y peso individual del nódulo. Salvagiotti et al. (2009) en una amplia revisión bibliográfica sobre fertilización en soja, observaron que el porcentaje de aporte a través de la fijación biológica de N disminuye con incrementos del N del suelo (suelo + fertilizante). Gioda y Baigorri (1997) observaron que existe una relación inversa entre la tasa de fijación de N atmosférico y el N del suelo. Salvagiotti et al. (2008) en sus compilaciones con ensayos de fertilización en soja observaron que la aplicación de N no provoca incrementos en el rendimiento final, resultando en prácticas económicamente infructuosas. Sin embargo, en un número relativamente menor de esos ensayos, la fertilización ofreció respuesta positivas, quizás porque se desarrollaron en ambientes de alta producción, donde la oferta de N desde la fijación, no cubría los requerimientos nutricionales del cultivo (Salvagiotti et al. 2009).
	Gulden y Vessey (1998) observaron que plantas de soja inoculadas y no fertilizadas (cultivadas en macetas) presentaron la menor acumulación de biomasa total que aquellas plantas crecidas con el inóculo y fertilizada con N- NH4+ a concentraciones de 0,1; 1,0 y 2,0 mM. Estos autores destacaron que los tratamientos combibados, N (dosis intermedia) e inóculo, presentaron un efecto estimulativo de la biomasa. Por el contrario los tratamientos con dosis alta de N y solo los abastesidos por la cepa bacteriana, el crecimiento fue reducido. Similarmente, en plantas de poroto, Glyan`ko et al. (2009) observaron que las altas dosis de N mineral afectaban la adhesión de bacterias en las raíces al incidir en la síntesis y exudación de flavonoides e isoflavonoides. 
	La forma predominante del N en el suelo también afectaba a la nodulación, incidiendo en la exudación de compuestos fenólicos liberados por las raíces (Gulden y Vessey 1998). Estos actuarían como quimio-atractores o repeliendo a las bacterias (Glyan´ko et al. 2009). También la distribución de los nódulos en las raíces es afectada por las formas de N en el suelos, como fue detectada por Bollman y Vessey (2006) en plantas de poroto. Ellos observaron que la fuente NO3- provoca una mayor inhibición que la fuente NH4+, implicando que existen diferentes mecanismos de inhibición según la fuente del medio (Fei y Vessey 2004; Glyan´ko et al. 2009). Otros nutrientes como el P podrían actuar en la iniciación, crecimiento y funcionamiento de los nódulos (Israel y Jackson 1982). Faggioli (2008) ante condiciones limitantes de P observó un aumento del número de nódulos por raíz en detrimento del peso individual del nódulo (mg) y el peso total de nódulos por planta. Unas de las formas indirectas para detectar el efecto inhibitorio de los nódulos es mediante la “nodulación específica” indicando la cantidad de nódulos que puede sostener o abastecer un g de raíz a lo largo de un periodo de tiempo (Gulden y Vessey 1997, 1998; Bollman y Vessey 2006).
	Como se mencionó en capítulos anteriores, la mayoría de las especies cultivadas alcanzan las máximas tasas de crecimiento y rendimiento cuando son suministradas con las formas NO3- o NH4NO3. Por el contrario, las plantas con NH4+ tienden a presentar menores tasas de crecimiento. El caso de soja no es tan lineal. Por ejemplo, Imsande (1986), trabajando con plantas de soja de 27 días y sin inocular, no encontró diferencias entre las fuentes NO3- y NH4+. En soja inoculada, el proceso es distinto ya que altas concentraciones de N inciden directamente en los procesos de fijación de N atmosférico (Bollman y Vessey 2006; Salvagiotti et al. 2009). Es así que (Imsande 1998) reportó que plantas de soja sin inocular pero fertilizadas con N-NO3--, presentaban un crecimiento menor en relación a las que recibían el tratamiento combinado, inóculo mas N a bajas concentraciones. Ralston y Imsande (1983) encontraron que las concentraciones iguales o superiores a 2 mmolar de NO3- (124 mg NO3- l-1) restringían el desarrollo de los nódulos en soja. 
	Cuando interviene el pH del medio en forma conjunta con el N, el abanico de respuestas es aún más complejo, ya que la nodulación y la tasa de crecimiento puede ser afectada por ambos factores. Tolley-Henry y Raper (1986) observaron que plantas de soja exhibían el menor crecimiento asociado con ambientes ácidos y fuentes amoniacales (NH4+). El efecto combinado que ejerce el medio de crecimiento sobre las plantas, (pH x N), podrían alterar la acumulación de biomasa y hasta detectarse efectos distintos sobre los diferentes órganos de la planta. Vessey (1990) evaluó el efecto combinado del pH del medio (4,5; 5,0; 5,5; 6,0 y 6,5) y formas de N (NO3- y NH4+); no encontraron diferencias significativas para biomasa total y N total en los tratamientos evaluados, excepto para la combinación NH4+ y pH 4,5 registrando los menores valores.
	A nivel radical el efecto de las fuentes de N también altera el pH rizosférico interfiriendo en la absorción de algunos nutrientes. Riley y Barber (1971) observaron que las raíces de soja inoculadas producían una mayor acidificación rizosférica cuando fueron crecidas con la fuente NH4+ que aquellas que lo hacían con NO3-, aumentando la solubilidad del P y resultando en una mayor absorción y acumulación de ese nutriente en sus tejidos. 
	El pH del medio afecta la solubilidad de nutrientes como el P, Fe++; Mn++, y Zn. (Marchner 1995). Youssef y Chino (1989) observaron en cebada y soja que la liberación de H+ u OH- al medio era dependiente del pH, pero independiente de la fuente de N. Sas et al. (2002) en sus experiencias con lupino cultivado sobre distintas formas de N y pH neutro (5,6), detectaron una elevada extrusión de H+ con la fuente NH4+, la cual disminuía para las formas NH4NO3 y N2. Por el contrario, las plantas cultivadas con NO3- alcalinizaban el medio. Hawkins y Robbins (2010) observaron que plantas de soja crecidas con NH4+ y ambientes ácidos alcalinizaban el medio, diferente a lo experimentado por especies de coníferas habitués de estos ambientes. Estos autores destacaron que la soja no era capaz de incrementar la actividad (funcionalidad) o la concentración (por unidad de M.P) de las proteínas ATP-asa situadas en las MP, mientras las coníferas si lo hacían. En el capítulo 2 de la presente tesis se observó que el flujo de H+ al medio, en plantas de algodón y girasol, fue afectado por el  pH del medio, independientemente de la forma de N suministradas a las plantas. Este flujo de H+, estaría vinculado al funcionamiento de las ATPasas en las MP, considerado uno de principales promotores en la toma de nutrientes. Tang (2001) trabajando con dos genotipos de poroto observó una relación positiva entre excedentes de cationes absorbidos y la tasa de liberación de H+ al medio. Alkama et al. (2012) encontraron que algunas líneas de poroto presentaban una relación positiva entre la liberación de H+ y la permeabilidad del oxígeno en el nódulo. Ellos vincularon este efecto a la a la fijación de N.
	La literatura indica que no abundan los antecedentes en soja sobre el efecto de la interacción del pH del medio y las formas de N sobre la acidificación rizosférica. En el caso de las leguminosas, esta situación es compleja, ya que además de las formas de N del suelo se suma el N proveniente de la fijación simbiótica. 
	3.1.1 Objetivos e Hipótesis
	El objetivo de este capítulo fue evaluar el efecto combinado del pH del medio y las fuentes de N (incluyendo la fijación simbiótica) sobre los parámetros de crecimiento, morfología radical, acumulación de N y la liberación de H+ en la rizósfera de plantas de soja. Las hipótesis a probar son las siguientes:
	1. Existe interacción significativa entre las fuentes de N y pH para la acumulación de biomasa total, morfología radical y contenido de N. 
	2. No existe interacción significativa entre los factores principales fuente de N y pH del medio sobre la liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de soja.

	3.2 MATERIALES Y MÉTODOS
	Experimento I y II
	3.2.1 Condiciones experimentales:
	Se realizaron dos ensayos, denominados experimentos I y II. Estos diferían en días de duración y fuente de N, manteniéndose los mismos pH en los dos experimentos. Tuvieron lugar en el invernáculo de la Facultad de Agronomía de la UBA y las determinaciones fueron realizadas en la Cátedra de Fertilidad y Fertilizantes de dicha Facultad. El invernáculo contó con lámparas halógenas y un sistema de calefacción y refrigeración automático. Se proveyó de un fotoperíodo de 14 hs de luz y 10 hs de oscuridad, y temperaturas entre 20-38 ºC. La variedad utilizada fue Nidera NA 5509 de grupo de madurez 5 medio, y hábito de crecimiento indeterminado, buen comportamiento a diferentes ambientes y un largo de ciclo de 151 días.
	El sustrato donde crecieron las plantas fueron soluciones hidropónicas. Se utilizaron las mismas bateas que en el capítulo 2 tanto en el pretratamiento (25 l)  y en los tratamientos (12 l). Las soluciones base surgieron de Faggioli (2008), y se formularon de modo de alcanzar un crecimiento sin restricción de nutrientes para la planta. Cada batea fue aireada mediante una bomba tipo acuario. El agua utilizada para las soluciones fue desmineralizada y obtenida de un equipo de filtración de agua Deionex modelo MC-160.
	Germinación: Se procedió según la misma metodología empleada en el Capítulo 2. La duración de la etapa fue de 7 días.
	Pretratamiento: Luego de la etapa de germinación, las plántulas fueron seleccionadas por similar estado de crecimiento y llevadas al pretratamiento. La duración del pretratamiento fue de 10 días. La distribución de las plantas en las planchas de tergopol fue igual a lo descripto en el Capítulo 2 (Figura 2.2.1). El Experimento I contó con dos soluciones en el pretratamiento (NH4NO3  e inóculo), mientras en el experimento II se usaron  tres soluciones diferentes (NH4NO3, inóculo y la combinación entre ambas fuentes) (Tabla 3.2.1).
	La inoculación con la bacteria fue realizada al inicio de esta etapa con   Bradyrhizobium japonicum a una concentración de 105 bacteria ml-1. Para esta etapa el experimento “I” tuvo una solución hidropónica denominada inóculo (sin N inorgánico en la solución) la cual consistió simplemente en inocular la semilla de soja. Mientras que el experimento “II” contó con dos soluciones de inoculación, y uno de ellos recibió el suministro N inorgánico a una baja concentración (Tabla 3.2.1). La composición de las soluciones nutritivas de los experimentos I y II es presentada en la tabla 3.2.1. El pH de la solución fue mantenido en un rango de 5,9 y 6,1 con el agregado de álcali (KOH) o ácido clorhídrico (HCl) y una frecuencia de medición diaria, tanto en el experimento I y II. El cambio de solución se hizo a los 6 días para evitar el agotamiento de la solución nutritiva o la distorsión de la solución por los compuestos exudados. 
	�Tratamientos:
	En esta etapa las plantas fueron llevadas a bateas de 12 litros de capacidad. Las bateas presentaban tapas de plástico con 2 perforaciones donde fueron alojadas las plantas. Ellas eran sostenidas por un listón de guata en la base del tallo cómo fue descripto en el capítulo 2. Las plantas provenientes del pretratamiento fueron seleccionadas por similar estado de crecimiento y dispuestas en los tratamientos. En el experimento I las plantas que provenían del pretratamiento, solución de NH4NO3, pasaban a formar parte de tres soluciones de diferentes fuentes de N inorgánico (Tabla 3.2.2). Las que provenían del inóculo continuaban en esta misma solución (Tabla 3.2.2); luego estas 4 diferentes soluciones nombradas por sus fuentes de N fueron llevadas a los tres pH establecidos. 
	En el experimento II tanto el pretratamiento como el tratamiento tenían las mismas fuentes de N (Tabla 3.2.2). En esta etapa cada fuente de N era llevada a los tres pH de 4,5-6,0-7,5.
	Las soluciones con las fuentes de N inorgánico contaron con una concentración de 5,5 mM para este nutriente (Tabla 3.2.2) tanto en el experimento I y II. Mientras en el experimento II solo cuando fue combinada con el N inorgánico más el inóculo la concentración de N fue de 0,125 mM (Tabla 3.2.2). En cuanto a los micronutrientes se utilizó la misma que en el pretratamiento. La duración de la etapa de tratamiento fue de 16 días en el experimento I, mientras en el experimento II de 24 días. La duración en días totales de los  experimento I y II fueron de 33 y 41 días respectivamente.
	3.2.2 Determinaciones:
	Mediciones de pH: Se utilizó un pHmetro marca Orion 410 tanto en las mediciones de las bateas de 25 y 12 litros como para las mediciones de liberación de H+ en los tubos de ensayos. Los pH fueron mantenidos en los niveles de cada tratamiento mediante el agregado de hidróxido de sodio (0,5 y 4 M) o ácido sulfúrico (0,1 y 0,5 M). 
	Liberación de H+: Se procedió de forma similar al capítulo 2, empleándose los mismos recipientes y tubos de ensayo. El experimento I la tasa de liberación de H+ consistió de mediciones en tres tubos de ensayo o submuestras por planta y la solución empleada fue agua destilada a los pH de tratamientos. El experimento II contó con cuatro tubos de ensayo por planta de muestreo. En dos de los tubos se empleó agua destilada a los pH de tratamiento, mientras en los otros dos tubos contenían a la solución del tratamiento de la cual provenían. 
	Cosecha de plantas y medición de biomasa seca: En el experimento I se hicieron en tres momentos distintos durante el crecimiento de las plantas. La 1ra  al comienzo del tratamiento (16 DDS). Las siguientes cosechas fueron a los 12 días (28 DDS) y 17 días (33 DDS) de tratamiento. Con estas mediciones se determinó la tasa de crecimiento de la planta (TCP). En Experimento II, la cosecha se hizo a los 24 días de tratamiento (o 41 DDS) 
	Las plantas cosechadas fueron separadas en hoja, tallo y raíz y secadas durante 3 días a 70°C, excepto la raíz. Esta última era congelada para una posterior medición de morfología radical y luego recién se procedió al secado en estufa. Se determinó biomasa seca total, aérea y radical. También se determinó la concentración de N en planta y N total, utilizando Kjeldhal modificado. Se determinó el área radical total (ART) área específica radical (AER), longitud radical total (LRT) longitud específica radical (LER) y diámetro radical promedio empleándose el programa Winrhizo versión 2008. 
	A los 41 DDS en el experimento II se determinó el contenido de N total a través de las distintas fuentes de N, ya sea el proveniente de semilla, de nódulos y el N mineral de la solución.
	En los dos tratamientos que contenían a las cepas con las bacterias fijadoras de N, denominadas “inóculo” y “N + inóculo” se determinó el número y peso de nódulos por planta a los días 26, 33 y 41 (DDS). Con estos se obtuvo: número de nódulos por planta, peso total de nódulos por planta, nodulación específica (número y peso de nódulos por g de raíz), peso promedio de nódulo. Estas variables fueron relacionadas con la biomasa radical y la concentración de N. 
	3.2.3 Análisis estadístico
	El diseño estadístico empleado fue un factorial en bloques al azar con dos factores principales (pH y fuente de N). Los experimentos I y II contaron con tres niveles para el factor pH (4,5; 6,0; 7,5). Los niveles de N fueron diferentes en los dos experimentos, cuatro niveles de N para el Experimento I y tres niveles de N para el Experimento II (Tabla 3.2.2). Se hicieron cuatro repeticiones para cada tratamiento. Se utilizó ANOVA y Test de Tuckey (p<0,05). El programa utilizado fue Infostat/Profesional versión 1.1. Para la medición de liberación de H+ se procedió a transformar los datos originales a la variable rangos para conseguir homogenizar la varianza. En los tratamientos con los pH 6,0 y 7,5 para la variable liberación de H+ se utilizó el test de “t” para determinar si los valores se diferenciaron de cero.  

	3. 3. RESULTADOS:
	Experimento I
	3.3.1 Parámetros de crecimiento
	La biomasa total, biomasa aérea, biomasa radical y la relación raíz-tallo  fueron afectadas por el pH, la fuente de N y la interacción entre ambos factores (Tabla 3.3.1; Figura 3.3.1). Las plantas con mayor biomasa total fueron para los tratamientos con NH4NO3 y NO3-. Las plantas inoculadas fueron las de menor crecimiento en biomasa total, aérea y radical. Las plantas tratadas con NH4+ presentaron una reducción significativa de la biomasa total y aérea cuando el medio fue ácido en relación al pH más alto. La biomasa aérea con la fuente NH4NO3 experimento una reducción significativa al pH ácido, sin embargo esta reducción no fue significativa para la biomasa radical, traduciéndose en una alta relación raíz-tallo (Figura 3.3.1), diferenciándose del resto de los tratamientos. 
	La tasa de crecimiento de las plantas ( TCP) presentó interacción entre momento (DDS) y fuente de N, además de presentar diferencia significativa para las variables: pH, fuentes de N y momento o días (Tabla 2 Anexo y Figura 3.3.2). La figura 3.3.2 muestra la TCP para las distintas fuentes de N, tomando como promedio los tres pH. Las plantas inoculadas a los 22 y 28 días produjeron la menor TCP diferenciándose del resto de los tratamientos. A los 33 días la TCP para los tratamientos NH4NO3 y NO3- presentaron valores más elevados, diferenciándose significativamente de las plantas con  NH4+ e inoculadas.�
	3.3.2 Morfología radical
	La morfología de las raíces fue significativamente afectada por la fuente de N. En cambio, no se observaron efectos significativos del pH ni de la interacción entre ambos factores (Tabla 3.3.2). Las plantas cultivadas con NO-3 y NH4NO3 tuvieron raíces más largas, más finas y de mayor superficie que las crecidas con NH4+ e inoculadas (Figura 3.3.3).
	�
	3.3.3 Liberación de H+:
	A diferencia de lo hallado en los otros cultivos, en el caso de soja la liberación de H+ fue afectada por la interacción entre los factores N x pH (p<0,01). Por un lado, la fuente NH4+ desencadenó una liberación de H+ en todos los niveles de pH (Figura 3.3.4), mientras que las otras fuentes de N tendieron a elevar el pH rizosférico (liberación de OH- o toma de H+) a pH ácidos. A valores de pH 6,0 y 7,5 se produjo una acidificación rizosférica, independientemente de la fuente de N (Figura 3.3.4). Los medios con pH 6,0 y 7,5 las plantas crecidas con las 4 fuentes de N liberaron H+ al medio (p< 0,01**) 

	�Experimento II	
	3.3.4 Parámetros de crecimiento:
	Los resultados de este experimento difirieron del anterior ya que la biomasa total, biomasa aérea, biomasa radical y la relación raíz-tallo presentaron diferencias significativas solo debido a la fuente de N y no hubo efecto del pH ni de la interacción entre ambos factores. Las plantas con la fuente NH4NO3 produjeron la mayor biomasa total, aérea y subterránea que el tratamiento con N + inóculo; por el contrario las de menor producción en biomasa total y aérea se dío para aquellas plantas inoculadas solamente (Tabla 3.3.3 y Figura 3.3.5). La mayor relación raíz-tallo fue presentada por las plantas inoculadas en todos los rangos de pH, con cerca el 30% del total de la planta constituido por raíces, y la relación más baja fue para las plantas tratadas con NH4NO3. 
	3.3.5 Concentración de N en planta:
	Tanto la concentración de N (mg N g-1planta) como el N total (mg de N planta-1) presentaron diferencias debidas a la fuente de N (Tabla 3.3.3). Las plantas con la fuente de NO3NH4 alcanzaron una concentración de N de 31 mg g-1 -3,1%- (Figura 3.3.6). Aquellas plantas tratadas con las fuentes N + inóculo e inoculadas produjeron solo el 50% y el 35% respectivamente de la concentración anterior. 
	El N total de las plantas siguió el mismo patrón que la biomasa total, con diferencias significativas a nivel fuente de N (Tabla 3.3.3). Las plantas que acumularon mayor N total fueron las tratadas con NO3NH4 (270 mg N) diferenciándose estadísticamente de los tratamientos N + inóculo, que produjo el 18% y las inoculadas el 7% respecto a la primera fuente de N (Tabla 3.3.3; Figura 3.3.6).
	3.3.6 Efectos de los factores N y pH sobre la nodulación
	El peso de nódulos totales por planta aumentó a lo largo del tiempo y siempre hubo más nódulos cuando había N en el medio (Figura 3.3.7). El número de nódulos totales por planta, también fue mayor cuando hubo N + inóculo, pero existió un efecto significativo del pH, que se manifestó en la última medición: mientras que en los pH de 6,0 y 7,5 el número de nódulos se incrementó entre los 33 y 41 DDS, cuando se trató del pH 4,5 el número de nódulos se mantuvo en valores similares al de una semana antes de los 41 DDS (Tabla 3.3.4 y Figura 3.3.7)
	Unas de las formas indirectas para determinar el efecto del N sobre la inhibición de la nodulación es mediante la “nodulación específica” que indica la cantidad de nódulos que puede sostener o abastecer un g de raíz a lo largo de un periodo de tiempo (Gulden y Vessey 1997, 1998; Bollman y Vessey 2006). La nodulación específica disminuyó en las suscesivas cosechas realizadas.
	El peso de nódulos por g de raíz fue alterada por los factores, pH, N y DDS (Tabla 3.3.4). Las plantas tratadas a pH 4,5 y 6,0 tuvieron un 25% menos del peso de los nódulos por g de raíz respecto de las plantas que se mantuvieron en el pH 7,5; mientras que las plantas con la fuente combinada “N + inóculo” tuvó una nodulación.
	del 29 % menos con respecto al tratamiento sólo inoculado. Al avanzar en el ciclo, la nodulación específica tendió a disminuir, ya que se obtuvo el menor valor a los 41 días con respecto a las los mediciones anteriores (Tabla 3.3.4 y Figura 3.3.7). Debido a los efectos anteriormente descriptos de la fuente de N sobre la biomasa radical (Tabla 3.3.4), los resultados obtenidos en la nodulación específica combinaron los efectos ejercidos sobre el crecimiento de los nódulos y de las raíces. De hecho se encontró una relación positiva y significativa entre peso promedio de los nódulos y la biomasa radical (Figura 3.3.8). A medida que avanzó el ciclo, se incrementó la biomasa radical y aumentó el peso promedio de los nódulos. El número de nódulos por g de raíz-1 no fue afectado por la fuente de N ni por el pH, pero mostró una disminución conforme avanzó el ciclo la planta (Tabla 3.3.4); en consecuencia, se observó una relación negativa y significativa entre peso promedio de los nódulos y número de nódulos por g de raíz-1 (Figura 3.3.8 ). Los mayores pesos promedio de nódulos fueron registrados a los 41 DDS en ambas fuentes de N, con valores entre 150 y 250 nódulos por g de raíz-1.
	3.3.7 Liberación de H+
	La liberación de H+ en la solución nutritiva presento interacción entre los factores pH y fuentes de N (Tabla 3.3.2 y Figura 3.3.9). El medio de crecimiento con pH 4,5 las raíces produjeron una alcalinización en la solución, independiente de las fuentes de N (Figura 3.3.9). Cuando el medio estuvo a los pH 6,0 y 7,5 las raíces liberaron H+ al medio (acidificación) y este fenómeno fue independiente de la fuente de N. Cuando se evaluó la liberación de H+ en agua se observaron las mismas diferencias que en la solución anterior pero solo para los tratamientos con N + inóculo y NH4NO3 (Figura 3.3.9). 
	Las raíces evaluadas en los medios con los pH 6,0 y 7,5 experimentaron una extrucción de H+ al medio (p<0,01**) diferente de cero, para las tres fuentes de N y las dos soluciones.  

	3.4. DISCUSIÓN
	3.4.1 Efecto de fuente de N sobre parámetros de crecimiento y absorción de N
	Las plantas de soja presentaron respuestas a los parámetros de crecimiento en función de las formas de N suministradas y en línea con trabajos previos citados anteriormente. La plantas que fueron cultivadas con NH4NO3 y NO3- promovieron las mayores tasas de crecimiento, no así la fuente con NH4+ (interacción N x pH) cuando se combinó con el pH ácido. Esto mismo fue registrado por Vessey et al. (1990) en soja y Lang y Kaiser (1994) en cebada, quienes detectaron la menor viabilidad para la combinación de NH4+ y pH ácidos. Este hecho se atribuyó a una limitación en la absorción de N, ya que esta combinación habría afectado el flujo normal de nutrientes. Se conocé bastante del efecto de la fuente NH4+ sobre las mayoria de las plantas cultivadas, a travez de síntomas por fitotoxicidad, fenómeno exacerbado en ambientes ácidos (Britto y Kronzucker 2002).
	Las plantas cultivadas con NH4NO3 produjeron la mayor cantidad de raíces a pH ácidos, por el contrario la biomasa aérea resultó menor en relación a los pH superiores (6,0 y 7,5) similar a lo registrado en girasol (Figura 3.3.1). Esto se tradujo en una mayor relación raíz-tallo y por consiguiente mayor longitud y área total de raíces. No se encontraron bibliografía que pudiera aclarar este efecto. Posiblemente, este hecho podría asociarse a algún efecto hormonal favorecido por los pH ácidos para esta fuente como fue detectado por Brix et al.(2002) o simplemente el ambiente ácido que promueve el crecimiento como lo cito Bloom et al.(2003).
	Las plantas tratadas con NO3- (Figura 3.3.4), fueron favorecidas por, altos valores tanto de longitud radical (LER) como por el área especifica radical (AER) y con raíces más finas. Desde el punto de vista de las eficiencias, esto la convierte en una fuente eficiente en términos de costos energéticos, ya que con una menor inversión de recurso (carbono) explora un mayor volumen de suelo, favoreciendo la llegada de nutrientes, principalmente aquellos de poca movilidad como el P (Lambers et al. 2009; Fernandez 2011). Sin embargo es necesario más pruebas para confirmar este efecto. 
	Las plantas que fueron solamente inoculadas en el experimento I, acumularon menos biomasa total que aquellas nutridas con la fuente de N inorgánico. Este resultado estaría en línea con los trabajos de Gulden y Vessey (1998) y Bollman y Vessey (2006) quienes detectaron el menor crecimiento con plantas inoculadas solamente.
	Los resultados obtenidos estarían asociados a que la fijación de N atmosférico no aporta todo el N necesario para el crecimiento de la planta sino parte de él, ya que la duración de los experimentos no fue lo suficientemente extensa para que la simbiosis pueda expresar su potencial (Zapata et al. 1987; Giorda y Baigorri 1997; Gulden y Vessey 1998; Salvagiotti et al. 2008). Para lograr dilucidar si el menor crecimiento se debió al estrés de N o a la  duración del ensayo se planteó el experimento II de mayor duración (41 días) y un tratamiento adicional que combinó el aporte de N de la fijación (simbiosis) más el N-inorgánico a dosis bajas desde las etapas iniciales de crecimiento, simulando lo que sucede en los suelos. Los resultados del experimento II, mostraron que las plantas inoculadas, sin N inorgánico, tubo un comportamiento igual al anterior. Estas plantas acumularon en biomasa un 20% en relación a aquellas con NH4NO3, tal como se había verificado en el experimento I. El agregado de N a las plantas inoculadas aumentó el crecimiento con respecto al inoculado, produjo un 35% de biomasa total con respecto a las plantas con NH4NO3. Esto concuerda con otros autores quienes registraron un aumento del crecimiento cuando fueron suministradas dosis bajas de NH4+ en soja (Gulden y Vessey 1998; Bollman y Vessey 2006) y en poroto (Gulden y Vessey 1997). Posiblemente las dosis bajas de N inorgánico estimularían el crecimiento tanto radical como nodular (Gulden y Vessey 1997, 1998; Fei y Vessey 2004; Bollman y Vessey 2006). Por el contrario Gan et al. (2004) en soja cultivada en un medio con NO3- no registro diferencias con el inoculado, sin embargo el experimento se desarrolló a concentraciones elevadas de N (10 mmolar). Fujikake et al. (2003) indicaron que el nitrato en el medio de crecimiento reduce el flujo de carbohidratos hacia los nódulos. El atrazo o el estancamiento del crecimiento por las plantas inoculadas coincide con lo observado a campo donde plantas inoculadas suelen presentar crecimientos iniciales inferiores a las plantas suministradas con fuentes inorgánicas, producto del mayor destino de carbohidratos hacia los nódulos de las raíces (Zapata et al.1987). Este efecto se revierte con el transcurso de las etapas, como fue revelado por Giorda y Baigorri (1997) y Gutiérrez Boem et al. (2010). Buttery et al. (1992) y Salvagiotti et al. (2008) registraron bajas tasas de fijación de N atmosférico en los estados juveniles de plantas de soja. Zapata et al. (1987) en soja verifico que la fijación de N atmosférico, hasta R1 (Fehr y Caviness 1977) contribuye con el 21% del N total en planta, mientras el resto (77 %) proviene del N del suelo. La tasa de absorción de N atmosférico se incrementa en soja a partir de las etapas reproductivas, aproximadamente a los 55 DDS o R3, dependiendo del cultivar (Giorda y Baigorri 1997; Salvagiotti et al. 2008; Gonzalez y Raca 2012). En esta tesis las plantas inoculadas, como única fuente de N, no presentaron diferencia por pH, como tampoco incrementaron el crecimiento con el mayor número de días del tratamiento, por lo cual se atribuye a un estrés de N, como uno de los factores que limitó el crecimiento (Gulden y Vassey 1997, 1998). Esto también puede ser confirmado por la alta relación R/T que presentó el tratamiento inoculado. Fernandez 2011 y Lambers et al. (2009) sostuvieron que en los estados iniciales de las plantas la relación raíz-tallo es elevada (destina mayor recursos a la raíces) y este disminuye a medida que avanza el ciclo de crecimiento, a menos que sufra alguna privación de nutrientes o estrés, con lo cual persistiría la alta relación raíz-tallo. Por su parte Fernandez et al.  (2011) ante deficiencias de P no encontraron diferencia en la relación raíz-tallo para girasol, maíz y soja.
	3.4.2 Concentración de N en plantas
	En el experimento II, el N total proveniente de la atmósfera fue insuficiente para optimizar el crecimiento de la planta estando próximo a 10 mg g-1 PS de planta (1,08 %) y debajo de los límites establecidos por Gulden y Vessey (1998); Bollman y Vassey (2006). En esta tesis la concentración de N en plantas con la fuente NH4NO3 fue del 3 %. Los bajos valores de N observados en las plantas inoculadas estarían relacionados a lo mencionado anteriormente sobre el período o ventana previo a la fijación atmosférica y a la limitación de N inorgánico en las etapas iniciales. 
	3.4.3 Efectos del N y del pH sobre la nodulación
	Las plantas suministradas con N inorgánico presentaron una mayor nodulación (peso y número nódulos por planta) y crecimiento radical. Sin embargo, se verificó un efecto depresor sobre la nodulación específica a medida que avanzó el ciclo, registrando los valores más bajos al final y en los dos tratamientos. Similares resultados fueron registrados por Gulden y Vessey (1997) en poroto y Bullman y Vessey (2006) en arveja en combinaciones de inóculo más N-NH4+ a concentraciones bajas. Este hecho sugiere que cada g de raíz mantendría una cantidad aproximada de nódulos (12,5 mg de nódulos por g raíz y/o 200 nódulos por g de raíz en peso seco) independientemente del tratamiento. Una mayor masa radical podría sustentar mayor nódulos por planta, como en el tratamiento de fuentes combinadas (Figura 3.3.8). Por otro lado, en las primeras etapas de crecimiento, el N inorgánico de la fuente combinada estaría afectando el peso total de nódulos y no el número de nódulos por g de raíz. Esto mismo fue detectado por Fujikake et al. (2003), quienes sostuvieron que la fuente de NO3- inhiben el desarrollo de los nódulos, sin embargo esta situación se reviertió cuando la fuente de N fue extraída del medio. Lucinski et al. (2002) y Bullman y Vessey (2006) también detectaron esta inhibición por NO3-. Por el contrario este último estaría  produciendo un efecto estimulante en el crecimiento de la raíz. Algunos autores mencionan que pequeñas dosis con N inorgánico en etapas iniciales podrían estimular el crecimiento de la soja (Gulden y Vessey 1997; Gulden y Vessey 1998). Para esta tesis las plantas que fueron inoculadas como única fuente de N, no lograron equipararse con las que recibían el N inorgánico como única fuente a los 41 DDS. Mientras que el N inorgánico, en el tratamiento combinado, evita una deficiencia nutricional durante este bache de carencia de N, y promovería la liberación de nodulinas que favorecen a la nodulación (Glyan´ko et al. 2009). 
	3.4.4 Liberación de H+ al medio de crecimiento
	La acidificación y/o alcalinización rizosférica dependió del pH del medio donde crecieron las plantas. A pH 4,5 se observó una alcalinización del medio circundante a las raíces en todos los tratamientos de N excepto cuando la fuente de N fue el catión NH4+. En soja fue interesante el resultado de la interacción entre el pH y fuente de N y la acidificación causada por la fuente NH4+ al pH ácido en el experimento 1. La soja posiblemente posee las ATP-asas adaptadas para funcionar en medios ácidos. Hawkins y Robbins (2010) observaron que plantas de soja no eran capaces de incrementar la actividad y/o concentración de ATP-asas localizadas en las membranas radicales cuando fueron tratadas con la fuente NH4+ y pH ácidos a diferencia de las coníferas que si lo hacían. Yan et al. (1998) observaron una reducida actividad de las ATP-asas, en maíces a pH 3,5. En esta tesis el descenso de pH aún por debajo del pH del medio (4,5) afectó el crecimiento tanto aéreo como radical para el experimento 1. El tratamiento NH4+ / pH 4,5 si se lo hubiera realizado en una solución de buffer alto, posiblemente esto no se habría detectado (reducción de biomasa radical y aérea) como fue citado por Imsande (1986). El tratamiento con NH4+ / pH 4,5 afectó la morfología radical con una disminución en la LER y AER y un aumento en el diámetro promedio radical. Esto se dio como consecuencia de la muerte de las raíces más finas, producto de la acidez desencadenada en el medio, y quedando aquellas de mayor diámetro, similar a lo experimentado por Land y Kaiser (1994) en cebada y Vessey et al.(1990) en soja. A este mismo pH, esta situación no fue observada en plantas tratadas con las fuentes NH4NO3, NO3- e inoculada (Figura 3.3.9), sino se dio una alcalinización al medio. Esto fue consecuencia del gradiente de concentración de H+ del medio externo que fue mayor que el interno (Schubert et al. 1990; Durand y Bellon 1994; Hinsinger et al. 2003). Las plantas cultivadas con NH4+ a pH 6,0 y 7,5 experimentaron un aumento de biomasa total con respecto al pH ácido. Esto estaría asociado a que la tasa de absorción del NH4+ aumentaría a pH básicos, como fue detectado por Tolley y Raper (1986) en soja. Este aumento en la absorción posiblemente sea producto del menor gasto de energía en expulsar el NH4+ del interior celular (Britto et al. 2001; Britto y Kronzucker 2006). 
	Las plantas cultivadas al pH 7,5 experimentaron una mínima liberación de H+ al medio en todas las fuentes de N ofrecidas. La menor acidez a pH alcalinos también fue observádo por Durand y Bellon (1994) en plantas de maíz. Mientras que Durant et al.(2001) detectó que a pH alcalinos la mayor parte de los productos exudados por las plantas era consumido por las reacciones químicas del suelo y solo el 1% podría corresponder a mediciones de los H+ en la rizósfera.

	3.5 CONCLUSIONES
	El crecimiento de las plantas fue definido principalmente por la forma del suministro del N y no por el pH del medio. Las fuentes NH4NO3 y NO3- fueron las que promovieron la mayor acumulación de biomasa en los dos experimentos. 
	A diferencia de los parámetros de crecimiento, los resultados en los dos experimentos demostraron un mayor peso del pH del medio en la liberación de H+. Es destacable el hecho que las plantas cultivadas con NH4+ acidificaran la rizósfera en todos los rangos de pH. El efecto de la fuente de N se manifestó sólo en el nivel intermedio de pH (6,0) y respondió al ranking esperado, con una mayor acidificación de la fuente catiónica de N (NH4+) y una menor acidificación en la fuente aniónica (NO3-). Las plantas inoculadas en todos los casos presentaron una acidificación del medio similar a la fuente NH4NO3. 
	Es interesante señalar que la liberación de H+ a pH ácidos y con la fuente NH4+ se dio en soja y no en otras especies. Esto sería una característica adaptativa interesante y quizás una derivación indirecta del mejoramiento genético a que fue sometida la especie.


	CAPÍTULO 4
	�4. DISCUSIÓN GENERAL
	En esta tesis se evaluaron los efectos producidos por distintas formas de N y niveles de pH sobre los parámetros de crecimiento y el flujo de H+ en la rizosfera de las plantas de algodón girasol y soja. Las plantas se desarrollaron durante períodos de 33 y 41 días sobre medios hidropónicos. Las ventajas de este medio residen en que los tratamientos pueden ser suministrados con precisión y las raíces pueden ser cuantificadas en su totalidad, en contraste a lo que sucede en los suelos. Las plantas crecieron, en forma saludable y no mostraron síntomas de carencia o toxicidad de nutrientes. Se evaluaron tres fuentes de N: catiónica (NH4+), aniónica (NO3-) y combinada (NH4NO3). En soja, se agregaron tratamientos de inoculación y combinación entre inóculo y fuente de N inorgánica. Todas estas fuentes se combinaron con los pH 4,5 – 6,0 y 7,5. Las tres especies se desarrollaron con un mismo protocolo de trabajo, cada solucion de N fue constante (igual concentración) en las especies utilizadas. 
	En medio ácido (pH 4,5), las plantas alcalinizaron la rizósfera independientemente del tipo de fuente de N suministrada, con la excepción de las plantas de soja con la fuente NH4+. Esta alcalinización fue producto del flujo de H+ al interior celular (Figura 4.1). En el caso de las plantas cultivadas a pH 4,5 y con la fuente NO3-, los mecanismos asociados al ingreso de H+ a la célula pueden ser producidos por: 1- el equilibrio homeostático celular (symporter), por el cual ingresan dos H+ por cada anión NO3- [2H+= NO3-], (Raven y Smith 1976; Marschner 1995; Hisinger et al. 2003); 2- el medio externo al ser de mayor acidez (concentración elevada de H+ en el medio) genera un gradiente con el ingreso de H+ al interior celular. Este último proceso estaría asociado a una mayor permeabilidad de la membrana plasmática de las raíces a pH ácidos, mencionado por Schubert et al. (1990); Tagliavini et al. (1995). Las ATP-asa estarían distorsionadas, no funcionales, ya que estas son el motor para la absorción de nutrientes (Zhu et al. 2009; Hawinkns et al. 2010). Posiblemente con la fuente NO3- se dan estos 2 tipos de movimientos o mecanismos. En este caso también existiría una liberación de H+ hacia el medio externo a través de las ATP-asa, pero enmascarado por el mayor ingreso de H+ a la célula (Figura 4.1). Con la fuente NO3NH4 estos mismos mecanismos descriptos suscederian de manera similar para las tres especies modelos (Figura 4.1). Algodón y girasol que fueron cultivadas sobre medios ácidos y con la fuente NH4+, el ingreso de H+ estaría asociado al mecanismo 2. Contrariamente, plantas de soja creciendo bajo esta esa misma combinación presentaron un mayor flujo de H+ hacia el medio externo, bajando aun más el pH del medio, es decir en sentido inverso a lo observado para las otras dos especies. Posiblemente la membrana plasmática donde se sitúan las ATP-asa, contaría con un mayor número de estas proteínas por unidad de membrana o una mayor actividad de cada una de estas proteínas (Hawkins y Robbins 2010). Finalmente, cuando las plantas de soja crecieron con inóculo, el flujo de H+ se dio con mayor intensidad hacia el interior celular, alcalinizando el medio, similar a lo registrado para la fuente NO3-, por un movimiento tipo 2 (Figura 4.1).  
	En medios de pH 6,0 y 7,5, las plantas de las tres especies presentaron una acidificación al medio rizosférico, independientemente a la fuente de N. La Figura 4.1 muestra que el flujo de H+ cambia de sentido en relación al pH ácido (flechas hacia la izquierda) indicando un mayor flujo hacia el medio externo. A pH 7,5 la acidificación registrada generalmente fue de una magnitud menor que al pH 6,0 sin embargo en la mayoria de los tratamientos no se diferenciaron estadísticamente entre los dos pH superiores; salvo en soja en el Experimento 1 y
	con la fuente NH4+ (Figura 4.1), mientras en el experimento 2 se dio solo en algunos tratamientos. En el caso de la fuente NH4+ a los pH 6,0 y 7,5 el flujo de H+ hacia el lado externo estaría vinculada al balance homeostático con la entrada de un NH4+ y la salida de un H+.
	Las respuestas a los tratamientos sobre el crecimiento de las plantas presentaron un patrón distinto al experimentado por el flujo de H+. El crecimiento fue regulado por la fuente de N, independientemente del pH, y solo en caso de la soja (experimento 1) fue afectado por la interacción. Las tres especies no mostraron síntomas de carencias o deficiencias nutricionales y experimentaron el mayor crecimiento con la fuente NO3NH4 (Figura 4.1) coincidiendo con lo observado en otras especies (Marschner 1995; Hinsinger et al. 2003). En función de este resultados, se consideró a la fuente de N como referencia para cada especie evaluada y la figura 4.2 muestra los porcentajes (%) de reducción que experimentaron las especies bajo las distintas fuentes de N. 
	Las plantas de soja presentaron la menor tasa de crecimiento cuando no fueron suministradas con N y solo dependieron de la fijación simbiótica para su nutrición nitrogenada (Figura 4.2). 
	Con la fuente NO3-, las tres especies experimentaron una reducción no significativa con respecto a la fuente NO3NH4. También se pudo constatar que las raíces de soja, con esta fuente, presentaron el menor diámetro con la mayor superficie de contacto o L.E.R (Figura 3.3.4). En girasol fue lo inverso, raíces de mayor diámetro presentaron menor L.E.R (Figura 2.3.2), o sea que existió una relación diámetro y L.E.R. Para la fuente NH4+ el crecimiento que experimentaron las tres especies fue menor, y significativamente diferente a las otras dos fuentes. En algodón y en girasol, la concentración de N de los tejidos no presento diferencias entre las fuentes. En soja la combinación de inoclo más N experimentó un aumento significativo de crecimiento con respecto al inoculado (Figura 3.3.5), pero significativamente menor a NH4NO3 (Figura 4.2). Es así que dosis de concentración bajas de N y en los experimentos de esta tesis indicarían que el N estimula el crecimiento radical y nodular. Esto derivó en una relación significativa entre concentración de N total en planta (mg de N por planta) y la biomasa total (Figura 4.3) presentando el tratamiento combinado mayor biomasa en relación a las inoculadas unicamente. 
	En los experimentos de esta tesis fueron reunidas evidencias que permitieron verificar diversos mecanismos: 
	 Mecanismos de las raíces que tendieron a cambiar el patrón de absorción de los nutrientes de la solución nutritiva, promovidos por las diferentes tasa de absorción entre cationes-aniones, cuando fueron sometidos a diferentes pH del medio
	 Situaciones en medio ácido y fuentes amoniacales (NH4+) en la especie soja: la raíces presentarían una adaptación de la ATP-asa a ambientes ácidos.
	 Situaciones de medios con pH 6,0 y 7,5: las especies reaccionaron con una acidificación al medio. Esto favoreció la disponibilidad de macronutrientes como P y algunos micronutrientes. También podría participar de la colonización de ciertos tipos de microorganismos del suelo.
	 Las plantas de soja inoculadas, en esta tesis, presentaron una baja tasa de crecimiento cuando se las comparó con otras fuentes de N, sugiriendo que la fijación de N atmosférico fue baja, y habría limitado el crecimiento de las plantas juveniles. Esta especie experimento un estrés de N posiblemente por dos razones 1- la fijación se afianza luego de los 35-50 días con lo cual las etapas juveniles tendrían que ser cubiertas por una mínima cantidad de N mineral del medio y 2- se observó que el N del medio, estimula tanto el crecimiento radical como nodular y es reflejado en la acumulación de la biomasa total (Figura 4.3). 
	4.1 Contrastación de Hipótesis
	El objetivo general de esta tesis fue analizar el efecto del pH del medio y la fuente de N y su interacción sobre las variables de crecimiento y la liberación de H+ en la rizósfera de las especies de algodón, girasol y soja. 
	Como hipótesis general se propuso que el pH del medio es más importante que la fuente de N en el flujo de H+ de la rizósfera de las especies estudiadas. En consecuencia se concluye que las tres especies de plantas, a nivel rizósfera, el pH resulto ser más importante que la fuente de N (salvo en soja con la fuente NH4+), por lo cual se acepta la hipótesis propuesta.  
	Para responder a los objetivos e hipótesis en el capítulo 2 se evaluó a plantas de algodón y girasol y en el capítulo 3 a soja. El objetivo del Capítulo 2 fue evaluar el efecto combinado del pH y la fuente de N del medio sobre el crecimiento, morfología radical y la liberación de H+ en la rizósfera de las plantas de algodón y girasol.  La hipótesis 1 planteaba que existe interacción entre los factores fuente de N y pH del medio al menos para alguna de las variables de crecimiento, morfología radical y contenido de N. Los resultados permiten aceptar esta hipótesis. Las mediciones realizadas en plantas de girasol y algodón indicaron que el factor N fue el más importante para los parámetros de crecimiento en las dos especies. Sin embargo la concentración de N y una de las variables de morfología radical (ART) en girasol presento efecto interactivo. En algodón se encontró interacción para la relación R-T. 
	La hipótesis 2 de este capítulo planteaba que las raíces de las plantas de algodón y girasol cuando crecen en medios ácidos producen una alcalinización rizosférica, por el contrario cuando el crecimiento se da en medios alcalinos acidifican a la rizósfera. Se acepta la hipótesis, ya que el flujo de H+ dependió del pH del medio de crecimiento. 
	El objetivo del Capítulo 3 fue evaluar el efecto combinado del pH del medio y la fuente de N (incluyendo la fijación simbiótica) sobre los parámetros de crecimiento, acumulación de N y la liberación de H+ en la rizósfera de plantas de soja.  Las hipótesis 1 planteaba que existe interacción entre fuente de N y pH para acumulación de biomasa, morfología radical y contenido de N. Los resultados encontrados indican que los parámetros de crecimiento presentaron interacción por lo tanto no se rechaza la hipótesis propuesta. La segunda hipótesis planteaba que no existe interacción entre los factores fuente de N y pH de medio sobre la liberación de H+ en plantas de soja. En los experimento 1 y 2 se verifico que la liberación de H+ fue afectada por la interacción entre los factores principales por lo tanto se rechaza la hipótesis propuesta. 
	4.2 Aportes más sobresalientes de esta tesis
	Comparación entre especies: las tres especies tuvieron una tendencia similar, en cuanto al crecimiento para distintas fuentes de N. Lógicamente, este comportamiento no fue del todo igual en las especies estudiadas, ya que tuvieron un % de reducción diferente para cada fuentes de N. El algodón fue el que resulto menos afectado por la fuente N (Figura 4.2), mientras que la soja y girasol presentaron las mayores reducciones en biomasa.
	Comparación a nivel fuente de N: las distintas fuentes analizadas para el crecimiento en las tres especies, siguieron el mismo patrón o ranking y en el orden de  NH4NO3, NO3-, NH4+ , N + inóculo y por último las inoculadas solamente.
	Comparación de niveles de pH del medio: en girasol y algodón el crecimiento no fue afectado por el pH. Sin embargo la soja resultó afectada, principalmente por los pH ácidos y la fuente NH4+.
	Liberación de protones a la rizósfera: experimentos realizados ad hoc donde se analizaron tres especies y la interacción pH x N sobre la liberación de H+ en la rizósfera se demostró que ambos factores actuaron independientemente, con un amplio predominio de interacciones no significativas. 
	El conocimiento de una mayor información relacionada a la parte aérea con respecto al suelo y principalmente a las interacciones suelo – planta permiten que esta tesis sea un aporte más hacia el conocimiento del ambiente rizosférico
	4.3 Líneas de investigación que surgen de los resultados de esta tesis
	El desarrollo de esta tesis permitió indagar y generar nuevos aportes a la ciencia relacionada con la relación planta-suelo principalmente a escala rizosférica. En el transcurso del experimento surgieron ideas y preguntas sin resolver para futuras líneas de investigación:
	Caracterización de los compuestos liberados a la rizósfera, especialmente por las leguminosas ya que estos actúan como quimio-atractores o repelentes de bacterias.
	 Estudios relacionados con la liberación de H+ al medio durante las horas de luz del día y sus relaciones con el crecimiento (biomasa total) diario. Altas tasas de acidificación presentan las mayores tasas de crecimiento como fue mencionado por Tang et al. (1997). En nuestros ensayos se observó que las mayores tasas de liberación de H+ se producían entre la 11 y 16 hs, quizás relacionadas con la máxima actividad del aparato fotosintético durante esas horas. Por lo tanto sería necesario realizar evaluaciones para indagar las relaciones entre liberación de H+ y tasa de crecimiento del cultivo acotada para esas horas mencionadas.
	Screening mediante la metodología utilizada en esta tesis, para determinar plantas tolerantes a medios ácidos y/o alcalinos en las cuales se podría hacer estudios intraespecíficos. 
	Mejoramiento que pueden experimentar las especies en ambientes ácidos, mediante evaluaciones bioquímicas de las proteínas ATP-asa situadas en las MP de las raíces.
	En el experimento I las plantas de soja con la fuente NO3- presentaron valores bajos en la relación raíz-tallo (Figura 3.3.1) a diferencia de las restantes fuentes de N que no la presentaron. Sin embargo esta fuente se vio favorecida por una alta longitud específica (LER) y área específica radical (AER), convirtiéndola en una especie de mayor eficiencia frente a esta fuente. Sin embargo es necesario pruebas complementarias para confirmar este efecto.
	La metodología empleada en esta tesis y con estas especies, seria necesario de pruebas complementarias llevadas a cabo en macetas y a campo, para extrapolar los resultados obtenidos. En el caso de liberación de H+, se podría combinar maceta que incluye suelo, agar y colorante para observar los contrastes dados por flujo de H+ en la rizósfera de las plantas.

	�5 BIBLIOGRAFIA
	ANEXO



