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Resumen

En este trabajo nos hemos propuesto estudiar la fisiologia del suelo a través de
métodos bioquimicos que caracterizan funciones biolégicas a nivel de comunidades
microbianas. Parametrizamos las respuestas fisioldgicas de modo de transformar en datos
cuantitativos las diferencias cualitativas que observamos entre diferentes muestras de
suelo y poder compararlas cuantitativamente. Los perfiles fisiolégicos a nivel de comunidades
(CLPP por su siglas en inglés), medidos como consumos de oxigeno inducido por
diferentes fuentes de carbono, mostraron variaciones estacionales. En verano, los CLPP de
los suelos agricolas, sin importar su manejo, se diferenciaban de los CLPP de los ambientes
naturales. Mientras que en invierno los CLPP permitieron diferenciar suelos manejados con
diferentes practicas agricolas a nivel de rotacién de cultivos. Los CLPP permitieron también
distinguir claramente entre suelos con diferente labranza y seguir la dindmica de un cambio de
manejo de suelo entre siembra directa y labranza convencional. Complementando el
andlisis de los CLPP con la determinacion de perfiles enziméticos de los suelos en estudio
pudimos mostrar que, luego de tres afios de cambio de labranza, los suelos ya expresan
un perfil fisiolégico correspondiente al de su nuevo manejo. Con el objeto de ajustar la
escala de estudio al analisis microbiol6gico, separamos el suelo en diferentes fracciones
de agregados por tamafio utilizando tamizado en humedo: 2000-63 pm, 63-20 pm, 20-2 um y
2-0,1 um. Los perfiles fisiolégicos de las diferentes fracciones resultaron propios del tipo
de agregado segln su tamafio y no del manejo del suelo del cual provienen. De este modo, el
perfil fisiologico global del suelo se estableceria por la composicion porcentual de sus
diferentes tamafios de agregados. La siembra directa promueve un aumento en las
proporciones de los agregados 2000-63 um mientras que la labranza aumenta la
proporcién de los agregados 63-20 pm. Finalmente se analizé el cambio de manejo de
labranza a nivel de las fracciones de agregados. A nivel funcional, cuando se analizé el perfil

enzimatico o el CLPP, no se encontraron diferencias entre los tratamientos agricolas. Se
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analizd la estructura microbiana a nivel de los diferentes tamafios de agregados por
medio de la cuantificacion por gPCR de los principales grupos microbianos: bacteria,
hongos y arqueas. También se midieron grupos taxondmicos bacterianos de relevancia
conocida en la biologia del suelo. Los principales grupos microbianos fueron capaces de
distinguir entre labranzas en la fraccion de agregados 20-2 pm. La relacion hongos:
bacterias mostré6 que las fracciones 2000-250 y 250-63, se agrupan por sus sistemas de
labranza actuales, sucediendo de de esta manera en la fraccién de agregados 20-2 pm
para las relaciones arqueas: bacterias y hongos: arqueas. Los grupos taxondémicos bacterianos
en la LC, presentan una mayor abundancia relativa de los grupos de crecimiento rapido, en
comparacién con la SD para la fraccion de agregados 2000-250 pum. Ademas se observa
que las fracciones de agregados presentan una dinamica de cambio producto de la presion

de seleccién tanto de las fracciones de agregados como de los manejos agricolas.
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Organizacion de la tesis

Organizacion de la tesis.

En este trabajo doctoral se analizan los cambios en el suelo producidos por los
manejos agricolas diferentes, siembra directa (SD) y labranza convencional (LC) Y
ademas, la influencia de practicas con diferentes rotaciones de cultivos en SD. Este
trabajo comienza con introduccién general a los temas estudiados (Capitulo 1). El
analisis se dividio, primero, en establecer un método de caracterizacién de las
practicas agricolas a través de los CLPP (Capitulo 2); a continuacién una comparacion
entre la SD y la LC, y la dinamica de cambio a lo largo de 3 afos cuando estos
manejos son intercambiados (Capitulo 3); posteriormente, se comparo entre la SD y
LC a nivel de las fracciones de agregados que componen el suelo (Capitulo 4);
finalmente como impactan estos cambios de manejos a nivel de fracciones de
agregados (Capitulo 5). En forma de conclusiones generales, se presentan las

contribuciones y conclusiones de este trabajo (Capitulo 6).

En el Anexo | se describe el desarrollo y puesta a punto de la fabricacion de un

sistema biosensor de oxigeno (OBS) basado en el flouréforo PtTFPP.

La estructura de cada capitulo se divide en: introduccién, materiales y métodos,

resultados y discusion, y conclusiones.
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Capitulo 1

1.1) Biologia del suelo.

1.1.1) Caracteristicas del suelo.

El suelo es algo fundamental e irremplazable para el mantenimiento de la vida, es el
sostén de la fauna y la flora y donde se encuentran una gran parte de los
microorganismos que llevan a cabo los ciclos biogeoquimicos de nuestro planeta. El
suelo es un sistema vivo. Los microbios y las enzimas (tanto provenientes de los
microorganismos como de las plantas), transforman la materia organica de los
ecosistemas terrestres y liberan la energia almacenada en el suelo o utilizan la energia
aportada por la fotosintesis de las plantas que crecen en el mismo, a través de los
exudados radiculares que liberan a su entorno. Dada su increible capacidad para
descomponer casi todo lo que se ponga en su camino, los habitantes del suelo en su
conjunto constituyen una fabrica recicladora que toma el carbono de la materia
organica, y lo transforman tanto en biomasa microbiana como en diéxido de carbono
(CO,) que devuelven a la atmésfera por el proceso de respiracidén. Las bacterias
también producen, ademas de enzimas extracelulares, metabolitos secundarios
involucrados en la humificacion y agregacion del suelo como los polisacaridos. Se ha
acufiado el término de respiracion del suelo para describir el consumo de oxigeno o
exhalacion de CO, colectiva de la comunidad viva del suelo e incluye el intercambios
de gases producto del metabolismo aerdbico y anaerdbico, dado que el didéxido de
carbono es un producto de desecho genérico del metabolismo celular (Anderson,
1982).

El suelo tiene algunas caracteristicas que lo hacen especial y distintivo (Figura 1.1).
Inicialmente el suelo es un sistema que se encuentra estructurado, heterogéneo vy
discontinuo. Generalmente pobre en nutrientes y fuentes de energia, los
microorganismos suelen vivir en microhabitats discretos (hotspots). Las caracteristicas
quimicas, fisicas y biologicas de los hotspots difieren en tiempo y espacio. Y las
escalas de estas zonas de mayor actividad biolégica dependen principalmente del tipo
de organismo: unos pocos micrémetros (um) para las bacterias; menos de 100 ym
para los hongos, entre 100 yum y 2 milimetros (mm) para la mesofauna y entre 2 y 20
mm para la macrofauna. El espacio ocupado por los microorganismos representa una
pequena proporcion de suelo, generalmente es menor al 5% de todo el espacio
disponible (Ingham et al., 1985). Otra particularidad de los hotspots es que pueden
tener diferentes origenes y propiedades fisicoquimicas, como lo son los microporos de
los agregados, la rizésfera, los agregados biogénicos o los desechos de animales

(Nannipieri et al., 2003). Ademas de las fuentes de carbono y energia, existen una
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Capitulo 1

infinidad de factores ambientales que influyen sobre los hotspots, como pueden ser los
nutrientes minerales, factores de crecimiento, composicién idnica, disponibilidad de
agua, temperatura, presién y potencial de aire. Estos componentes y otros mas
pueden afectar la estructura, actividad y dinamica de poblacion de los habitantes del
suelo. Asimismo pueden cambiar drasticamente, por lo cual los microhabitats del suelo

son necesariamente, sistemas dinamicos (Tilman, 1994).

La poblacion microbiana del suelo es muy diversa, se calcula que en un solo gramo de
suelo hay mas de 10.000 genomas bacterianos diferentes. Y la biomasa de la
poblacion microbiana es mas grande aun, con cerca de 1.000 millones de bacterias,
mas de 200 metros de hifas fungicas, y un amplio rango de acaros, nematodos,

lombrices y artrépodos (Wagg et al., 2014).

Solo el 5% del espacio Grandes biomasas
del suelo esta ocupado microbianas
Complejas interacciones
troficas
Hotspots en tierras Gran diversidad
desoladas microbiana

El suelo como microhabitat

Coloides adsorbiendo
moléculas biolégicas Domina la fase sélida
(ADN, proteinas, otras.)

Reacciones abioticas o
del tipo enzimaticas

Figura 1.1: Representaciénesquematicade las principales caracteristicas del suelo como
microhabitat. Nannipierietal., (2003).

Otra caracteristica distintiva del suelo, es la capacidad de adsorber en la fase sélida
del suelo importantes moléculas biolégicas como lo son las proteinas o el material

genético. De esta forma, las enzimas extracelulares adsorbidas en las arcillas y acidos
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hamicos pueden mantener su actividad, siendo protegidas contra la protedlisis, o
contra la desnaturalizacion térmica o la desnaturalizacion por pH. Las moléculas de los
Acidos Desoxirribonucleicos (ADN) adsorbidas o unidas a moléculas himicas también
quedarian protegidas evitando la degradacion por nucleasas, e incluso podrian ser
tomadas por bacterias e incorporadas a su ADN gendmico, en un procesos de
transformacion vital para la evolucién. Cerca del 40% del ADN extraido del suelo
utilizado para realizar estudios por medio de PCR se cree que podria ser ADN de

organismos muertos (Carini et al., 2016).

1.1.2) Definicidn y breve historia de la ecologia.

La ecologia analiza los seres vivos y el entorno que los rodea, entendiendo al sistema
como la combinacién de los factores abiéticos (el clima y la composicion del suelo) y
los factores bidticos (organismos que comparten el habitat). La Okologiees es un
concepto que data de 1860 y fue acufado por el bidlogo y filésofo de origen aleman
Ernst Haeckel. Esta palabra esta compuesta por dos vocablos griegos: oikos (que
significa “casa”, “residencia” u “hogares”) y logos (termino que se entiende como
“estudio”). Por eso, la ecologia se define con precision como “el estudio de los
hogares”. Haeckel fue un ferviente evolucionista y popularizo los trabajos de Darwin en

Alemania, asi como también acuno el término phylum o filo (Haeckel et al., 1892).

La ecologia microbiana del suelo es el campo de la ciencia que estudia las relaciones
entre los microorganismos y sus habitats bidticos y abidticos en el suelo (Paul, 2014).
Desde su fundacion en el siglo XIX con los trabajos de Beijerinck y Winogradsky, la
microbiologia ambiental ha estado enfocada en como los microorganismos en los
ambientes terrestres y acuaticos cambian nuestro mundo. Estos cientificos enfocaron
sus trabajos en examinar las transformaciones microbianas del azufre y el nitrégeno
en los suelos. Aclararon las reacciones del ciclado biogeoquimico global y las

aportaciones de los microorganismos a la fertilidad del suelo.

Desde la década del 60° del siglo XX, la ecologia microbiana comenz6 a desarrollarse
y especialmente durante la década del 70, se afianzé como una rama estable de la
ciencia. Durante todo el desarrollo de la ecologia microbiana, se buscé comprender la
fisiologia fundamental de los microbios y sus consecuencias ambientales. La
busqueda de microorganismos en la naturaleza y la determinacion de sus actividades
metabdlicas con significado funcional en los ecosistemas fue el centro de interés

cientifico en el estudio de la ecologia microbiana durante la primera parte del siglo XX.
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En la segunda parte del siglo pasado, el gran paso fue el descubrimiento de la doble
hélice de ADN publicado por Watson y Crick en 1953, y en combinacion con el
desarrollo de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR, de Polimerase Chain
Reaction) por Mullis en 1986, dieron lugar al avance de técnicas moleculares basadas
en el andlisis de los acidos nucleicos (Bartlett & Stirling, 2003). Lo que permitid
acceder a lugares desconocidos hasta el momento. Uno de los desarrollos mas
recientes es la secuenciacion metagendmica, basada en el analisis masivo de las
secuencias de ADN extraidas de una muestra, ha proporcionado una oportunidad
Unica para explorar en mayor profundidad los ambientes de nuestro planeta (Janssen,
2006). Esta nueva expansion de la frontera tecnolégica posibilita dar un paso hacia la
respuesta de las preguntas mas comunes en la microbiologia ¢Cuales especies
habitan tal ambiente?; ;Qué estan ellos haciendo ahi y como lo estan haciendo?
(Prakash & Taylor, 2012).

El estudio de la distribucion espacial de las comunidades microbianas del suelo esta
impulsado por el interés en tener una mejor interpretacion de las funciones
microbianas (Figura 1.2) pero también para identificar los factores que regulan las
funciones y dinamicas de las comunidades, y en consecuencia, del suelo mismo
(Nunan et al.,, 2007). La ciencia actual busca, a través de sus analisis e
interpretaciones, construir modelos de los procesos ecolégicos a partir de la

parametrizacion de las propiedades fisioldgicas de las comunidades microbianas tales

como la tolerancia a la sequia (Manzoni et al.,

Procesos

2014), la eficiencia del crecimiento microbiano Eetrislericos

(Hagerty et al., 2014), la latencia microbiana

Composicion de
la comunidad

(Wang et al.,, 2015), y la taza de ciclado de los
nutrientes (Wieder et al., 2013). Otros estudios
han demostrado que el patrén global de la :
Poblaciones
estructura de las comunidades microbianas

estaria direccionada por los factores ambientales

abioticos en estos casos, como la salinidad Indraduos

Selecion
Hatural

Ambiente

(Auguet & Casamayor, 2013), el pH (Lauber et al.,
2009) y el tipo de habitat (Fierer et al., 2012).

I..

Figura 1.2 :Diagrama de la
Con el fin de obtener mejores predicciones de las organizacion habitantes-ecosistema.

variaciones en los procesos ecosistémicos, se
busca relacionar la estructura de la comunidades microbianas con sus funciones

ecosistémicas (Graham et al.,, 2016). Sin embargo, estos modelos aun no pueden
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predecir de manera acertada los vinculos entre la estructura y funcién de los

ecosistemas.

1.1.3) Biologia del suelo.

Las plantas, los animales y los microorganismos han co-evolucionado por varios
cientos de millones de afios en el suelo. Esto ha dado como resultado una serie de
interacciones muy complejas e intimas, que forman un sistema auto-organizado que
regula los flujos de los diferentes servicios del ecosistema. Las plantas u otros
organismos fotosintéticos proveen substratos organicos necesarios para el
funcionamiento de los sistemas, en particular para los organismos asociados a las
raices. La composiciéon de las comunidades vegetales influencian principalmente las
comunidades bioldgicas del suelo alrededor de sus raices y también a través de sus

restos cuando mueren (Wardle et al., 2004).

Las poblaciones que habitan el suelo comprenden a los microorganismos (hongos,
arqueas, bacterias, protozoos) y a los invertebrados. Los invertebrados son un grupo
biolégico muy diverso y pueden clasificarse en tres subgrupos de acuerdo al rango de
su tamafo (Figura 1.3). 1) La macrofauna, que incluyen a aquellos con un tamafio
mayor a 2 mm, como son por ejemplo los formicidos (hormigas), quilépodos
(ciempiés), isépodos (bichos bolitas), isoptera (termitas), los artrépodos (insectos,
miridpodos, crustaceos y aracnidos), oligoquetos (lombrices) y moluscos (caracoles y
babosas); 2) la mesofauna, comprende organismos de menor tamano que los
anteriores, de 2 a 0,2 mm de diametro, la cual incluye: acaros (Acari), colémbolos
(Collembola), sinfilos (Symphyla), proturos (Protura), dipluros (Diplura), paurépodos
(Pauropoda), tisandpteros (Thysanoptera), socépteros (Psocoptera), enquitreidos
(Enchytraeidae) y polixénidos (Polixenida); 3) la Microfauna incluye los organismos
menores a 0,2 mm, que comprenden principalmente a los protozoos y a los nematodos
(Postma-Blaauw et al., 2010). En suelos con ausencia de macro y microfauna, se
detectaron cambios en la biomasa microbiana y en la descomposicion de la materia

organica, resultando en dinamicas de nutrientes alteradas (Bradford et al., 2002)

La microflora estd compuesta principalmente por las bacterias, los hongos y las
arqueas, y un sinfin de otros integrantes como lo son los virus y bacteroidetes,
pudiendo llegar a representar cerca del 80% de la biomasa del suelo (Nannipieri et al.,

2003). Las comunidades microbianas del suelo pueden ser definidas como
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ensamblajes multi-especies, en la cual los organismos viven de manera conjunta en un

ambiente contiguo e interactuan entre si (Konopka, 2009).

MICROFLORAAND MICROFAUNA MESOFAUNA MACRO AND MEGAFAUNA
Bacteria 100 pm 2mp 20 mm
Fungi
Nematoda
Protozoa
Rotifera
Acari
Collembola
Protura
Diplura
Symphyla
Enchytraeidae
Chelonethi _
Isoptera
Opiliones
Isopoda
Amphipoda
Chilopoda
Diplopoda
Meagadrili (earthworms)
LColeoptera
Araneida
Mollusca
| | | | | | | | | | | l | | | | |
1 2 4 8 16 32 64 128 256 5121024 2 4 8 16 32 o4
pm .
Ancho del cuerpo
Figura 1.3:Clasificacion de los organismos del suelo de acuerdo a su tamafio.

Tres tipos de organismos dominan las comunidades microbianas del suelo: los
hongos, las bacterias y las arqueas. Las bacterias son responsables primarios en la
descomposicion de sustratos simples (Jones et al., 2009) como las moléculas
organicas de bajo peso molecular presentes en los exudados de los raices. Los
hongos también se alimentan de los exudados de raices (Waldrop & Firestone, 2006).
Diferencias fundamentales en la fisiologia de las bacterias y los hongos sugieren que
la distribucion de cada grupo es controlada por factores edaficos diferentes, como una
mayor cantidad de carbono (C), una relacion mayor de carbono/nitrégeno (N) y un
menor pH (Rousk & Baath, 2011, 2007; van der Wal et al., 2006). Por otro lado, a las
arqueas se les reconoce cada vez mayor importancia en los ciclos bioquimicos del N
(Figura 1.4, Fierer et al., 2007).
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Los hongos tienen un rol importante de la descomposicién de moléculas organicas
complejas o de mayor tamafo, como lo son los materiales derivados de plantas, la
celulosa y la lignina. Los hongos son un grupo muy diverso de organismos, que abarca
un amplio rango de formas desde células unicelulares microscopicas hasta grandes
estructuras reproductivas macroscépicas como son los hongos de sombrero. Se
estima que existen mas de 1,5 milones de especies (pero solo el 15%
aproximadamente puede ser cultivado en un laboratorio) y la gran mayoria de las
especies de los hongos tienen parte de su ciclo celular asociado directamente o
indirectamente con el ecosistema del suelo. Su rol en el suelo es extremadamente
complejo y seria fundamental para el mismo (Bridge & Spooner, 2001). La
composicién o estructura de las comunidades fungicas en el suelo esta determinada
por la disponibilidad de nutrientes, principalmente la relacion C/N y el fésforo (P).
Cambios en la calidad de los sustratos, en la relacién C/N, y la disponibilidad de P han
sido conectados con los cambios en la abundancia y diversidad de los hongos (Lauber
et al., 2008). Los Ascomicotas y Basidiomicotas son importantes especies fungicas en
la mayoria de los suelos. Chen et al., (2014) encuentran estos dos grupos de hongos
como predominantes de todas las fracciones de agregados del suelo al separar el
suelo por tamizado en humedo, lo que sugiere la amplia dispersion de estas especies
y su importante rol en los sistemas agroecologicos. Los Basidiomicotas producen
polisacaridos que estan involucrados en la agregacion de los suelos, jugando un rol
importante en la estabilidad de la estructura del suelo (Caesar-Tonthat, 2002). Los
Glomeromicotas, los cuales son conocidos por formar hifas y contribuir a la estabilidad
de los agregados, también se han encontrado en todas las fracciones de agregados
(Chen et al., 2014).

Bacteria Archaea Eucarya
Crenarchasota  Eufvarchaeota animals ciliates
green nonsulfur | Methano extreme raen plants

iy | microbiales g fungi

Gram-positive : halophiles ngi
purple bacteria flagellates
. microsporidia
cyanobacteria
flavobacteria

Pyrodictium

Figura 1.4: Primer arbol filogenético universal mostrando los tres dominios. Las ramificaciones del arbol estan basadas
en la comparacién de secuencias conocidas Woese et al., (1990).

Las arqueas fueron reconocidas como un dominio independiente de las bacterias a

principio de la década de 1990 (figura 1.4). Originalmente, se las consideraba




Capitulo 1

bacterias extremdfilas, que vivian en ambientes de caracteristicas abidticas extremas
en términos de pH, temperatura o salinidad. Con el uso de técnicas moleculares y el
estudio de muy diversos ambientes hoy se sabe que las arqueas se encuentran
presentes en un amplio rango de sitios, como aguas marinas, fuentes hidrotermales,
sedimentos hipersalinos y todo tipo de suelos (Bates et al., 2011). Recientemente se
ha llegado a una serie de conclusiones acerca de la variables ambientales que
influencian la abundancia y diversidad de este dominio (Angel et al., 2010; Nicol et al.,
2008; Zhang et al., 2009). Por otro lado, varios investigadores plantean que hay
evidencia que sugiere que las arqueas podrian tener una funcién importante en el ciclo
del N, donde se ha postulado que las arqueas que oxidan amonio son mas
abundantes en el suelo que las bacterias que cumplen el mismo rol (Leininger et al.,
2006).

Los avances recientes en la cuantificaciéon y visualizacion de la diversidad microbiana
en sus ambientes naturales por medio del desarrollo de técnicas de secuenciacion
masiva de ADN han dado origen a nueva era en la exploracion microbiologica. Ha
cambiado radicalmente la forma tradicional de ver la taxonomia de las bacterias
(Green et al., 2008). La aplicacion de estas técnicas permite explorar, y caracterizar
los mas diversos ecosistemas (McGrath et al., 2008) mostrando grandes diferencias
entre los mismos. La figura 1.5 muestra, por ejemplo, las diferencias de composicién
bacteriana de sistemas como el suelo, el agua de lago y residuales, y la cavidad bucal
de los mamiferos. En los ecosistemas terrestres, existe una mayor heterogeneidad

espacial que en |las

columnas de agua, vy Total Suelo

pueden desarrollarse miles

de diferentes nichos

2

ecoldgicos y patrones O Eubecteria
espaciales de las /| B Animaia
. . . B e Fungi

comunidades microbianas a Comensal Acuatico

— — O Protista
mucha  menor  escala \ \ « | mPanae
(Philippot et al., 2010). \

|| ‘

La diversidad de |las o4

comunidades  bacterianas ~——
Figura 1.5 :Distribuciéon de las secuencias de cDNA obtenidos de

puede analizarse de diferentes comunidades microbianas ambientales basada en
. ominio taxonémicos. Suelo: suelos con cafia de azucar, suelo de

dif El dominio t Omi Suel | fia d Y lod
iferentes maneras. uso jardin y compost; acuatico: agua de lago y agua residuales;

de la t ia de | trateqi comensal: rumen de vaca, muestras bucales humanas y materia
€ la leoria ae la estrategla fecal humanas McGrath et al., 2008.
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de crecimiento puede resultar Gtil en algunos casos. Segun esta teoria los organismos
se agrupan en estrategas R o estrategas K (Winogradsky, 1924). En general, los
estrategas R son especies que estan adaptadas a maximizar su tasa de crecimiento
cuando los recursos son abundantes mientras que los estrategas K estan adaptados a
competir y sobrevivir cuando los recursos son limitados y las poblaciones estan cerca
del limite de la capacidad de carga del ecosistema. También es posible llamar a los
estrategas R como organismos copiotroficos, y a los estrategas K como oligotroficos
(Tate et al., 2000). Por medio de esta teoria simplificada es posible caracterizar los
diferentes filos bacterianos. Por ejemplo, las Betaproteobacterias y los Bacteroidetes
son considerados estrategas copiotréficos, en cambio, las Acidobacterias y
Actinobacterias pertenecen a los estrategas oligotréficos. Como lo sugiere el nombre
de este filo, varios subgrupos del filo Acidobacterias tienen una preferencia por los
suelos con pH acido, por lo cual la abundancia relativa de las Acidobacterias en el total
de las bacterias correlaciona negativamente con el pH del suelo (Fierer et al., 2007a).
La estructura de las comunidades bacterianas del suelo ha sido correlacionada con el
pH vy la textura del suelo (Fierer et al., 2012). El pH del suelo podria ejercer un estrés
directo sobre las células bacterianas con ciertos pH seleccionando algunos filos sobre
otros, como las Acidobacterias (Rousk et al., 2010). Por otro lado, los suelos con
misma textura tienen casi idénticas comunidades bacterianas basados en analisis de
ADN (Lauber et al., 2008).

Hay evidencia de que los niveles taxondmicos mas altos de las bacterias como los filos
o clases presentan “coherencia ecolégica”. Esto significa que los miembros de un
taxon comparten estrategias de vida similares o rasgos que los distinguen a ellos de

los miembros de otros grupos taxondmicos (Philippot et al., 2010).

1.1.4) Ciclos de los elementos.

Los diferentes habitats de la tierra presentan un complejo gradiente de condiciones
ambientales que incluyen variaciones extremas de temperatura, luz, pH, salinidad y
componentes organicos e inorganicos. Cada ambiente geoquimico contiene su propio
conjunto de recursos que pueden ser explotados fisiologicamente por los
microorganismos. Los microorganismos son los agentes primarios del cambio, debido
a sus capacidades metabdlicas que los hacen unicos para llevar a cabo los procesos
biogeoquimicos. Su diversidad nutricional/enzimatica los posiciona en un rol

fundamental como agentes direccionadores de los ciclos de los nutrientes. Muchos

11
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procesos biogeoquimicos no son catalizados por microorganismos individuales, sino

por poblaciones cooperativas que conforman consorcios microbianos (Madsen, 2005).
1.1.4.1) Ciclo del carbono

Globalmente, la cantidad de carbono almacenada en el suelo es la segunda mayor
detras de los océanos. Aproximadamente 2344 Gt de carbono organico se encuentra
almacenado en el suelo, de los cuales 620 Gt esta almacenado en los primeros 20 cm
de profundidad. En el ciclo del carbono, el balance entre la produccion primaria
(fotosintesis), la descomposicién y la transferencia lateral de la materia organica del
suelo (MOS) determina la cantidad de carbono organico secuestrado en el suelo
(Figura 1.6; Causarano et al., 2007). Durante la fotosintesis, los compuestos organicos
son generados como resultados de la fijacion del diéxido de carbono en moléculas de
glucosa para luego utilizarlas para construir moléculas organicas mas complejas. Las
plantas y microbios fotosintéticos son los productores primarios de compuestos
organicos de carbono y estos proveen nutrientes para otros organismos. Este segundo
grupo de microorganismos actia como consumidores de carbono organico y
transforman estos compuestos de carbono a través de los procesos de la fermentacion
y la respiracion para utilizarlos en la producciéon de biomasa microbiana. Los microbios
quimiorganotroficos, como son la mayoria de las bacterias, degradan los compuestos
organicos de carbono a partir de donde obtienen substratos y energia, y liberan CO,
como producto final. A su vez, las bacterias quimiolitotroficas, como son las del género
Nitrobacter, pueden asimilar carbono inorganico en materia organica en ausencia de
luz, tomando la energia necesaria de la oxidacién de compuestos inorganicos
reducidos. Ciertas bacterias son capaces de realizar el ciclado del carbono en

anaerobiosis, a través de la fermentacion.

Respiracion

Aporte de C Descomposicién Bi
i iomasa
' Materia Microbiana
Orgénica ‘ S

Biomasa Muerta

Mineralizacion

i Lixiviacion y perdida

Figura 1.6 : Via metabdlica principal del flujo de los nutrientes.
Buchkowskietal., 2017
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Este proceso es muy comun en bacterias que se encuentran en agua o en zonas del
suelo anaerdbicas y son responsables de la ruptura de compuestos organicos en CO,
y metano. El metano puede actuar por si solo como fuente de carbono y energia para
otras bacterias, las llamadas oxidadoras de metano. Estas bacterias generan azucares
y aminoacidos desde las fuentes de metano en sus ambientes, ayudando con el
ciclado de los compuestos de carbono. Una parte importante del ciclo del carbono en
el suelo es llevado a cabo por los microorganismos en la degradacion de polimeros de
las plantas, celulosa, hemicelulosa, quitina y lignina, que se incorporan al suelo como

rastrojos, y que es llevada a cabo por los microorganismos.
1.1.4.2) Ciclo del nitrégeno.

El ciclo del nitrégeno es central en la biogeoquimica de la tierra, con grandes flujos de
nitrdgeno desde la atmosfera hacia los ecosistemas terrestres y marinos a través de la
fijacion biolégica del nitrégeno
(FBN), en la cual el N,
gaseoso de la atmésfera es 10
reducido a compuestos de o5 T * * * * *
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107 - . ' .
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(Figura 1.7), por ello tienen un

0% -
:
107 -
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Figura 1.7: Frecuencia de apariciéon de los genes involucrados en la

un ﬂUjO constante de N para rutas metabdlicas del N por Bacterias, arqueas y hongos. Nelson et
al., (2016).

biosfera y para ello requieren
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llevar a cabo este proceso. El nitrdgeno organico puede obtenerse a través de la
muerte y lisis de los organismos de vida libre que fijan. Sin embargo, las bacterias
fijadoras de nitrégeno frecuentemente forman asociaciones cercanas con las plantas,
por medio de relaciones simbidticas. En algunos casos, la relacion es tan intima que
las bacterias viven como endosimbiontes dentro de los tejidos de las plantas. Las
bacterias suplementan a las plantas con todo el nitrégeno que necesitan. A cambio las
bacterias reciben compuestos organicos de carbono. Los compuestos inorganicos de
nitrégeno como los nitratos, nitritos y amonio son convertidos en compuestos
organicos de nitrogeno como proteinas y acidos nucleicos en el proceso de
asimilacion del nitrégeno. Las formas oxidadas del N se reducen primero a amonio y
luego el amonio es asimilado por la via de los aminoacidos como glutamato y la
glutamina. A partir de estos aminoacidos se generan otros compuestos nitrogenados.
Diferentes especies de bacterias y arqueas participan en estos pasos del ciclo del N
(Figura 1.7; Falkowski et al., 2008).

Para cerrar el ciclo, los compuestos organicos del N deben ser degradados para
liberar el amonio. Las bacterias nitrificantes son las responsables de la oxidacion
biolégica del amonio (Kraft et al., 2011). Este tipo de bacterias involucradas son
quimiolitotrofas. La energia obtenida en los procesos oxidativos se utiliza para elaborar
compuestos desde el CO,. Las bacterias nitrificantes tales como las pertenecientes al
género Nitrosomas producen iones nitrito a partir de la oxidacion del amonio. Otras
bacterias pertenecientes al género Nitrobacter y algunos otros géneros pueden oxidar

nitritos a nitratos (Bru et al., 2011).

Algunas bacterias pueden usar nitratos en vez de oxigeno para un tipo de respiracion
que se llama reduccion disimilar del nitrato. Durante este proceso, el nitrato es
reducido a nitrito y de ahi a amonio. No todas las bacterias siguen esta via, sin
embargo, bacterias de los géneros Pseudomonas, Micrococcus y Thiobacillus pueden
reducir nitrato para liberar nitrégeno gaseoso en el ambiente. Las bacterias que
pueden generar nitrogeno gaseoso de la reduccion de nitratos en el proceso de
desnitrificacién, son comunmente encontradas en suelos ricos en materia organica,

compost y plantas industriales de tratamiento (Rutting et al., 2011).

No toda la fijacion de nitrégeno ocurre como resultado de procesos biolégicos. Los
fertilizantes nitrogenados son producidos en grandes cantidades por la industria
agroquimica a partir de N atmosférico por medio del proceso de Harber-Bosch (Fowler
et al.,, 2013). La radiacion ultravioleta y luminica facilita la oxidacion del nitrdgeno

gaseoso, particularmente en la atmosfera.
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Si los diversos pasos de los ciclos de los elementos son conducidos por
microorganismos, los cambios en la biodiversidad del suelo y la composicion de sus
comunidades microbianas van a influenciar necesariamente los procesos relacionados
con el ciclado de los nutrientes. Resultan de particular interés en los suelos agricolas
los procesos de la descomposicion del material vegetal muerto y la reincorporacion del

C y N a la materia organica del suelo.

1.2) Los manejos agricolas del suelo.
1.2.1) De la Labranza Convencional a la Siembra Directa.

Los procesos actuales como la perdida de la calidad de los suelos, la necesidad de
producir mas y de mejor forma, y sobretodo el cambio climatico plantean la necesidad
de que se lleven a cabo cambios en la manera de trabajar y hacer producir al suelo. El
cambio de la labranza convencional (LC) a la siembra directa (SD) como sistema de
cultivo tiene el propdsito de evitar la degradacién de los suelos y mejorar la calidad del
mismo. Ademas, aumentar el C secuestrado en el suelo con el fin de que disminuir el
efecto invernadero (Crowther et al., 2016). Existe una variedad de estudios sobre el
cambio de la SD a la LC a nivel del contenido de carbono organico del suelo ( Du et
al., 2014; Alvarez & Steinbach, 2009; Diaz-Zorita et al., 2002; West and Post, 2002;
Franzluebbers & Arshad, 1996), a nivel de cambios en las comunidades microbianas
por analisis de PLFA (Feng et al., 2003; Jiang et al., 2011b; Simmons and Coleman,
2008; Wortmann et al., 2008) y a nivel funcional por medio de anadlisis de actividades
de enzimas extracelulares (EAA) para sistemas de cultivos mixtos arroz-trigo (Pandey
et al., 2014). Sin embargo, no existen muchos estudios que analicen lo que sucede
con las comunidades microbianas del suelo a nivel funcional durante el cambio de
manejo agricola. Entender los efectos durante el periodo de transicién o adaptacion al

nuevo sistema agricola es clave para un manejo efectivo del suelo.

La transicion de la LC a la SD no es inmediata. Se ha reportado que durante los
primeros afios, el suelo sufre un retardo en la respuesta frente a la siembra directa
como un aumento del carbono del suelo, impacto en el rendimiento de los cultivos o
eficiencia en el ciclado de los nutrientes (Phatak et al., 1999). Lal (1998) establece que
de los 2 a los 5 primeros afios posteriores al cambio de labranza puede ocurrir un leve
o nulo aumento del carbono organico secuestrado en el suelo y posteriormente, entre

los 5 a los 10 afios se verifica un gran aumento en la acumulacion de carbono.
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Feng et al., (2003) encontr6 cambios en la composicion de las comunidades
microbianas en suelo donde se cultiva algodén. Sin embargo, otros estudios muestran
que los cambios por tipo de labranza son menos significativos que los efectos
producidos por el tipo de cultivo y el tipo de residuo dejado por los mismos (Diaz-Zorita
et al., 2002). A su vez, otros autores analizan la siembra directa, la labranza
convencional y la combinacion de ambas labranzas de manera secuencial, en estudios
llevados a cabo en suelos con cultivo de arroz seguido por un cultivo de trigo. Donde
se ha encontrado que la siembra directa presenta mayores actividades enzimaticas
respecto a la labranza convencional con valores intermedios en la combinacién de

ambos tratamientos (Pandey et al., 2014).

Sin embargo, debido a algunos efectos negativos de la siembra directa que se
presentan en muchos casos como por ejemplo la compactacion de los suelos, la
disminucion de la aireacion y la disponibilidad de oxigeno, y un incremento de la
incidencia de algunas enfermedades que afectan a los cultivos, hace inviable el pasaje
total (Pandey et al., 2012). O por lo menos, no solo se debe hacer de forma aislada,
sino en combinacion con otras practicas lo que en conjunto recibe el nombre de

agricultura de conservacion.

1.2.2) Manejos agricolas.

La historia de la labranza tiene sus comienzos miles de afios atras cuando los seres
humanos cambiaron la caza y la recoleccién para volverse sedentarios empezaron a
cultivar la tierra y a utilizar la labranza como técnica de control de malezas. Con la
llegada de la revolucion industrial, en el siglo XIX, el poder mecanico y los tractores
facilitaron la labranza del suelo. Hoy existe un conjunto muy diverso de herramientas

disponibles para la produccion agricola.

La labranza convencional es una practica en la que se trazan surcos de una
determinada profundidad en la superficie del suelo, a partir de la cual el suelo pierde
su estructura original y se mezcla. La labranza tiene dos objetivos principales: por un
lado el control de la estructura, y por el otro la incorporacion de los residuos organicos
en el suelo (Balesdent et al., 2000). Esta técnica es utilizada a menudo para fomentar
la mineralizacion de la materia organica, suavizar el suelo y preparar una zona
adecuada para las semillas, que seran depositadas usando una sembradora o un
equipamiento manual. La agricultura basada en la disrupcion del suelo ha exacerbado

los problemas de la degradacion del suelo por el agua y el viento, la oxidacion de la
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materia organica y una disminucion de la capa cultivable y de la estructura

(agregacion) del suelo (Six et al., 1999).

En contraste con el avance de la labranza convencional, a mediados del siglo pasado
surgio el interés en el desarrollo de una agricultura sin laboreo con la posibilidad de
disminuir el impacto sobre el suelo y el ambiente. La siembra directa surge asi en
respuesta a los problemas de erosion producidos por la labranza continua (Figura 1.8).
Popularizandose a gran escala durante la década del 40" y el 50" en el cinturén
maicero (“Corn Belt”) de los Estados Unidos, en la siembra directa, el suelo
permanece completamente imperturbable antes de la siembra excepto por el pequeno
surco producido para depositar la semilla, y donde el control de las malezas se hace
por medio de herbicidas y otros cultivos (Albertengo et al.,, 2013). Cuando
comparamos entre la labranza convencional y la siembra directa o labranza minima
vemos que estos sistemas pueden reducir la erosion y la pérdida del suelo debido al
viento y al agua, incrementar el carbono secuestrado en él, y mejorar las propiedad
fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos en un numero de formas que incluyen el
aumento de la capacidad de retencidén de agua, mayor contenido de materia organica
y la reduccion de la compactacion del suelo (Derpsch et al., 2010). Sumado a los
menores costos que tiene la siembra directa (Lal, 2004). En un analisis de metadatos
donde se analizan una gran cantidad de estudios, se ha propuesto que la siembra
directa per se tiene un impacto negativo en el rendimiento de los cultivos, con una
disminucion cercana al 6%, principalmente en regiones humedas del planeta (Pittelkow
et al., 2015a) pero ensayos que analizan otras variables a parte del rendimiento
muestras los amplios beneficios de la SD (Zhao et al.,, 2017). Sin embargo, el
incremento que produce la siembra directa en el carbono organico secuestrado en el
suelo puede perderse debido a la inclusion del barbecho como cultivo de rotacion
(Peterson et al., 1998).

La siembra directa es solo el primer paso hacia una agricultura totalmente
conservativa. Por lo cual es necesario e importante considerar una serie de principios
conservativos complementarios. La agricultura de conservacion se define como un
sistema de cultivo que consiste en dejar los residuos de los cultivos de cobertura en
superficie (mayor al 30% de la superficie cubierta), un manejo integral de nutrientes y
las técnicas de siembra directa, en un ciclo de rotacion de cultivos para la
conservacion efectiva del suelo y el agua, aumentar el secuestro de carbono en el
suelo, la intensificacién sustentable y una adaptacién al cambio climatico. El objetivo

no es producir el mayor rendimiento posible de los cultivos, sino obtener un
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rendimiento o6ptimo sustentable, especialmente durante épocas malas como las

sequias (Lal, 2015a).

SD-Siembra Directa LC-Labranza Convencional

S
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Figura 1.8: parcela en siembra directa (izquierda) junto a una parcela en labranza
convencional (derecha) en el establecimiento Hogar Funke bajo el mismo sistema de cultivo
por 30 afios. Fotografias de Kornelia Smalla.

El objetivo del manejo integral de los nutrientes o principalmente del nitrégeno, es
reducir las pérdidas por aire o agua de las sustancias que es aplicada por la
fertilizaciéon o el abono. El nitrégeno en forma de nitrato es soluble en el agua y puede
perderse con el agua superficial o subterranea. También puede perderse a la
atmosfera en forma de oéxido nitroso (N,O). El manejo del nitrogeno involucra la
aplicacion del mismo en formar de fertilizante elaborado quimicamente o abono de
animales, y el manejo de la FBN por medio de la utilizacion de inoculantes que
generan una relacion simbidtica con los cultivos en el caso de las leguminosas o con el

uso de cultivos de cobertura a base de leguminosas (Pittelkow et al., 2015b).

La fertilizacion quimica se maneja: 1) en grandes cantidades para los cultivos en
crecimiento y las condiciones del campo; 2) en el momento correspondiente y con las
necesidades de nitrégeno de los cultivos, el cual varia de una época a otra; y 3)
utilizando métodos que reduzcan las pérdidas. Las tasas de aplicacion de nitrégeno
Optimas son aquellas donde sélo se aplica la cantidad necesaria para la planta, por lo

cual se incrementa la eficiencia del uso del nitrégeno y se minimizan las pérdidas al
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ambiente (Ribaudo et al., 2011). Los beneficios de la tasa de aplicacion de nitrégeno

varian dependiendo de la region, de los cultivos y las caracteristicas de los suelos.

Los cultivos de cobertura juegan un rol fundamental en la mejora de la calidad de
suelo. Tipicamente estos cultivos son incluidos en las rotaciones, pero no son
cosechados. Los cultivos de cobertura reducen la erosion del suelo, atrapan el
nitrogeno y otros nutrientes que de otra manera podrian estar perdiéndose del
ambiente, incrementando la biomasa microbiana, reduciendo las malezas, evitando
que el suelo se compacte y mejorando la infiltracién del agua (Snapp et al., 2005).
Ademas se reducen las oscilaciones en la temperatura del suelo, manteniéndolo calido
y conservando la humedad durante las épocas célidas y frias (Souza Andrade et al.,
2002). Los cultivos de cobertura podrian no incrementar los rendimientos de los
subsiguientes cultivos, pero incrementan el carbono a largo plazo, lo que se traduce

con el tiempo en una mejora de las propiedades del suelo (Blanco-Canqui et al., 2013).

1.2.3) Efecto de los manejos agricolas sobre las comunidades microbianas del

suelo.

Los manejos agricolas influyen en los microorganismos del suelo a través de los
cambios en la cantidad y calidad de residuos de las plantas superiores, su distribucién
estacional y espacial, la relacion del aporte por sobre la superficie y por debajo de la
misma como el que hacen las raices y a través de los cambios en la disponibilidad de
nutrientes en el suelo (Christensen, 1996). Esto regula la heterogeneidad fisica y
quimica del suelo, y consecuentemente la distribucion de las comunidades
microbianas y su actividad en los agregados de mayor tamafio (Vos et al., 2013). Sin
embargo, la respuesta de los microorganismos a los disturbios podria depender de las
caracteristicas de cada tipo de suelo. Lupwayi et al., (2001) demuestran que la
biomasa y la diversidad microbiana para suelos acidos y con bajo contenido de
materia organica, es menor en la labranza convencional en comparacion con la SD,
pero la labranza no afecté significativamente la biomasa y la diversidad en suelos con

pH cercanos a la neutralidad y un alto contenido de materia organica.

Frey y colaboradores demostraron quelas diferentes practicas agricolas afectan
fuertemente la abundancia y biomasa de los microorganismos ((J. Six et al., 2006). En
este estudio se encontré que la biomasa fungica se incrementa en la superficie (0-5
cm) en respuesta a la SD. Sin embargo, solo se presentaron diferencias significativas

en la biomasa microbiana entre SD y LC en tres de los seis sitios ensayados. Los
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hongos podrian estar favorecidos en los sistemas de SD porque: 1) la siembra directa
reduce el disturbio del suelo, lo cual permite el establecimiento y mantiene la extensiva
red de hifas (Wardle et al., 1995); 2) los hongos, con su crecimiento de forma micelial,
puede unir la interface de suelo-residuo y utilizar las fuentes de C y N espacialmente
separadas por translocacion de N desde los depdésitos de N inorganico en los residuos
ricos de C en la superficie (Holland & Coleman, 1987) y 3) los hongos, a diferencia de
las bacterias, pueden mantener actividades en la superficie seca en descomposicion

en los sistemas de siembra directa (Beare et al., 1992).

Las bacterias del suelo generalmente son menos impactadas por la labranza que los
hongos, y la poblacién bacteriana podria ser mayor en la labranza convencional que
en la SD, aunque su diversidad y composicion se modifica (Jangid et al., 2008). La
labranza incrementa los fragmentos de residuos organicos y su area de superficie,
mezclandolos con el suelo. En general, los suelos bajo labranza convencional tienen
mayores tazas de nitrificaciéon y mineralizacién en comparacion con la SD (Rosa et al.,
2014). Los suelos en siembra directa presentan un mayor contenido de agua, debido a
una mayor cantidad de residuos organicos retenidos en la superficie, y esto favorece
un mayor desarrollo de sitios anaerdbicos. Lo cual favorece los procesos de
desnitrificacion (Whalen & Hamel, 2004)

1.3) Introduccion a los agregados del suelo.

En los estudios de los procesos del suelo conducidos por microorganismos no se ha
tenido en cuenta, en lineas generales, la escala de trabajo. Comunmente se trabaja
con muestras de suelo homogenizadas que tratan de representar un lote. Es decir, por
lo general se ha pensado en escala humana y no en escala microbiolégica. La escala
microbiana en el suelo nos obliga a pensar en términos de los microagregados de
particulas que en su conjunto constituyen la estructura del suelo. La incorporacion del
concepto de estructura del suelo es esencial debido a las profundas influencias que
tienen el habitat microbiano y sus actividades en dirigir los ciclos del carbono y de los
nutrientes, como el nitrogeno y el fésforo, que luego se expresan a escala de suelo

completa en el ecosistema (Philippot et al., 2009; Ettema and Wardle, 2002).
1.3.1) Definicion y Formacion.

Los agregados del suelo son conjuntos heterogéneos de particulas secundarias

formadas por la combinacidon de particulas minerales con sustancias organicas e
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inorganicas, arbitrariamente distinguidas por tamafio como macro- (> 250 ym de
didmetro) y microagregados (< 250 uym de diametro; Bronick and Lal, 2005a). El
proceso de agregacion es visto como un sistema dinamico, con microagregados
unidos entre si por raices de plantas, hongos, polimeros organicos y residuos con
origenes distintos (Tisdall & Oades, 1982). En las diferentes fracciones de agregados
del suelo definidos por su rango de tamafio, las regiones internas y externas de los
agregados pueden diferir en la edad de la materia organica, y en el contenido de
carbono y de nitrégeno organico, fosforo, cationes y nitrégeno inorganico (Smucker et
al., 2007). Los microbios encuentran refugio en los agregados respecto de la accién de
los predadores, como los nematodos y los protozoos, ya que no acceden al interior de
los agregados (Sessitsch et al., 2001; Elliott & Coleman, 1988).

La teoria jerarquica de la formacién de los agregados, postulada por Tisdall y Oades
en 1982, propone que los microagregados se unen entre si para formar
macroagregados. Los microagregados estan formados por moléculas organicas unidos
a arenas y a cationes polivalentes conformando particulas compuestas, las cuales se
unen a otras particulas compuestas para formar macroagregados o agregados de
tamanos crecientes. Alternativamente, los macroagregados pueden formarse
alrededor de la materia organica particulada (MOP), que se define como la materia
organica del suelo con un tamano de entre 52 y 2000 um (Beare et al., 1994). Cuando
la MOP se descompone y se liberan los exudados microbianos, los macroagregados
se vuelven mas estables, disminuye la relacion C/N, y los microagregados se forman
dentro de los mismos (Figura 1.9). Los microagregados formados internamente
contienen mas depdsitos de carbono recalcitrante, que es aquel carbono mas dificil de
ser degradado por los microorganismos, en comparacion con los macroagregados
exteriores (Plante & McGill, 2002). Cuando los depdsitos de carbono labiles son
utilizados, la actividad microbiana disminuye y los macroagregados pierden
estabilidad, eventualmente se rompen y liberan los microagregados mas estables (Six
et al., 1999). Las raices e hifas fungicas se enredan y liberan compuestos organicos,
como las proteinas asociadas a la glomalina, que actian como pegamento para
mantener las particulas unidas (Reyna & Wall, 2014; Rillig, 2004). Hipotéticamente, las
bacterias forman colonias unidas por una capsula de polisacaridos alrededor de la
cuales las particulas de arcillas se pueden alinear y atraer por su desecacion y
contracciéon. De este modo, las particulas de arcilla forman una capa protectora para
las colonias bacterianas inhibiendo la descomposicion del carbono organico en su
interior (Balesdent et al., 2000). La teoria concéntrica de la agregacion sugiere que la

capa externa se construye sobre la superficie externa de los agregados, con el
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carbono mas joven en las capas exteriores de los agregados (Gupta and Germida,
2015; Santos et al., 1997).

Posiblemente los agregados finales se formen por una combinacion de estos procesos
(Bronick & Lal, 2005b). Los agregados pueden romperse por una variedad de
mecanismos dependiendo de la naturaleza de los agentes que actua sobre ellos. La
disrupcién de los macroagregados es afectada por los organismos del suelo, las
propiedades del suelo y factores ambientales como la temperatura, concentracion

gaseosa, disponibilidad de nutrientes y gradientes de humedad (Christensen, 2001a).

1.3.2) Distribucion cuantitativa y cualitativa de los agregados.

Los agregados del suelo constituyen un nicho ecoldgico donde sus propiedades fisico-
quimicas podrian seleccionar la distribucion de los microorganismos entre los
diferentes tamafos de agregados (Mummey et al., 2006). La preferencia de un grupo
microbiano para una locacion especifica en la matriz del suelo para crecer y utilizar
substratos puede estar relacionado con la accesibilidad de los mismos, pero también,
y tal vez mas importante, las condiciones fisico-quimicas unicas en ese habitat de
suelo (Kong et al.,, 2011). Un analisis metagendémico de la biogeografia microbiana
encontré que aproximadamente la mitad de la variacion en la composicién de la
comunidad puede ser descripta por la distancia geografica y los efectos del habitat
(Davinic et al., 2012). Miller & Dick, (1995) detectan una diferencia cualitativa entre las
comunidades microbianas de los macro y microagregados, presentado las primeras

una mayor eficiencia metabdlica.

La cuantificacion de la densidad microbiana en los agregados de diferentes tamanos,
desde los mas grandes de varios mm hasta las menores a 2 ym, han mostrado una
distribucion heterogénea de las bacterias en el suelo. A pesar de que existen varios
trabajos que analicen esto, son dificiles de comparar porque varia la técnica de
separacion y tamafo de agregados, asi como también el método de cuantificacion
utilizado (Ladd et al., 1996). Pero en general, se observa que la locacion preferencial,
o lugares de mayor densidad microbiana, son los agregados con un tamafio menor a
20 pym. Entre el 40 y el 70% del total de las bacterias del suelo se encuentran
localizadas en las fracciones 20-2 y 2-0,1 ym, que consisten en los microagregados
estables y particulas de arcilla que se desprenden de las estructuras agregadas

durante el paso de dispersion en el fraccionamiento fisico (Constancias et al., 2014;
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Hemkemeyer et al., 2014, 2015; Kandeler et al., 1999b; Monrozier et al., 1991;
Neumann et al., 2013; Sessitsch et al., 2001; Stemmer et al., 1998).

La materia organica del suelo es la Unica fuente endégena de substrato y energia para
los microorganismos heterogéneos del suelo. Las fracciones de microagregados
menores a 20 pm en donde las bacterias son mas abundantes es donde se
encuentran los mayores niveles de materia organica, posiblemente entre el 50 y el
80% del carbono organico del suelo (Christensen, 2001). Por otro lado, la depredacién
por los protozoos es un mecanismo que contribuye a regular la poblacion de bacterias
en el suelo. Sin embargo, la intensidad de la depredacion depende de la textura del
suelo. Existe menos depredacion en los suelos de textura fina que en los arenosos.
Posiblemente debido a que la porosidad de los suelos de textura fina es accesible para
las bacterias pero inaccesible para los nematodos. Por lo cual las bacterias dentro de
los microporos se encuentran protegidas contra la depredacién (Sessitsch et al.,
2003).

Se ha propuesto que existiria una separacién de nichos en las comunidades
microbianas a nivel taxonémico entre los diferentes agregados de suelo,
probablemente basados en el habitat y en la calidad nutricional de los mismos (Trivedi
et al.,, 2015, 2017), que a su vez es diferente del suelo completo sin fraccionar
(Mummey et al.,, 2006). Sin embargo, existen resultados opuestos acerca de la
distribucion de ciertos grupos bacterianos en los agregados de mayor tamafio en
comparacion con los de menor tamafio. Mummey et al., (2006) reporta que la mayor
abundancia relativa de las Acidobacterias se encuentra en la fraccion de agregados de
tamafo comprendidos entre 53 y 250 ym, mientras que Davinic et al., (2012) propone
que se encuentran en igual proporcion el todas las fracciones de agregados mayores
de 53 pym. El mismo tipo de diferencias se presenta para otros grupos taxonémicos
como las Actinobacterias. Por otro lado, la proporciones de hongos en los agregados
de menor tamafio parecen ser menor a la reportada en los agregados de mayor
tamanio, estableciendo un indices hongo: bacteria que disminuye cuanto menor es el
tamano del agregado (Kong et al., 2013; Neumann et al., 2013). Sin embargos, otros

estudios no muestran tal patrén en la relacion hongos: bacteria (Jiang et al., 2011b).

A nivel funcional, se ha reportado un patrén de actividad catabdlica que revela una
mayor actividad en los agregados de menor tamafo (menor 50 pym; Hattori, 1988).
Esto se correlaciona a su vez con los estudios de la distribucion de la biomasa
microbiana y el carbono organico disponible en las diferentes fracciones de agregados

(Lagomarsino et al., 2012). Hemkemayer et al., (2015) encuentra distribuciones
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similares cuando analiza la tasa de degradacién del fenol por las comunidades
microbianas en las diferentes fracciones de agregados; observando que ésta se
incrementa a medida que disminuye el tamafo de particula. Sin embargo, la tasa de
mineralizacién por numero de célula fue mayor en los agregados de mayor tamafo, lo
cual indicaria sutiles diferencias en las actividades de mineralizacion segun el tamarfo

de agregado.
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-Fgl ""},I {L A C dentro de los microagregados y todo el suelo

l"_,'x?-" l:'“‘ completo (MOP: materia organica particulada.
rnicrnagregadng likires MOP g: gruesa; f: fina. titiempo; -X—: tasa de

(nuevos vy viejos) proceso modificada. Six et al., (2000).
!

1.3.3) Distribucion de la actividad de las enzimas extracelulares en los
agregados del suelo.

Las enzimas extracelulares en el suelo juegan un rol importante en la degradacion de
materiales poliméricos (como celulosa, quitina o proteinas) y aportan sustratos de bajo

peso molecular a los microorganismos. Normalmente las enzimas extracelulares
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tienen una vida media corta de actividad porque pueden ser rapidamente
desnaturalizadas, degradadas o inhibidas de manera irreversible (Sarkar, 1989). Sin
embargo, una cierta cantidad de las enzimas extracelulares del suelo, de diferentes
origenes, esta estabilizada al estar adsorbida en las particulas minerales o
incorporada en el material humico (Nannipieri et al., 1996). El estado adsorbido
probablemente afecta su potencial catalitico, pero hace que la actividad de las
enzimas extracelulares pueda persistir en el tiempo (Busto & Perez-Mateos, 2000). La
locacion especifica de las enzimas extracelulares dentro de la matriz del suelo ha sido
especialmente estudiada en relacion a la calidad de la materia organica de suelo
(Kandeler et al., 1999a) y su recambio en el suelo (Stemmer et al., 1998a). La
predominancia de las actividades enzimaticas en las fracciones de agregados de suelo
parece depender tanto de la locacién de los microorganismos asi como también de los
mecanismos de unioén y adsorcion a las particulas minerales u organicas (Kandeler et
al., 1999b; Lagomarsino et al., 2012). Otros factores a tener en cuenta son cuales
enzimas extracelulares son investigadas y los procedimientos de fraccionamiento
usados para la separacion de la fracciones de agregados (Ladd, 1996). Todas las
actividades enzimaticas relacionadas con la descomposicion del carbono se
incrementan cuando disminuye el tamano de agregados (Trivedis, 2013). De acuerdo
a lo publicado por Kandeler et al., (1999a) la xilanasa, una enzima encargada de
degradar la hemicelulosa producida principalmente por los hongos saprofitos, se
encontré mayormente en los agregados de mayor tamano. En cambio la ureasa, de
origen mayoritariamente bacteriano, fue localizada principalmente en los agregados de
menor tamano. Por otro lado, Nicolas y compafia demostraron que la actividad
enzimatica en las fracciones de agregados mas grande crece cuando hay
disponibilidad de sustratos labiles y posteriormente decaen cuando esta se agota este
(Nicolas et al., 2012).

1.3.4) Influencia de los manejos agricolas sobre los agregados del suelo.

Los manejos agricolas tienen como principal objetivo incrementar la produccion
agropecuaria y mas recientemente, en los casos de SD, aumentar la cantidad de
carbono secuestrado en el suelo al incrementar la agregacion (figura 1.10), disminuir el
disturbio del suelo, y prevenir los procesos de erosion y la descomposicion del suelo
(Bronick & Lal, 2005a).

La labranza convencional conduce a la fragmentacion de los agregados del suelo,

compactando el suelo y rompiendo las comunidades de plantas y animales (meso y
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macrofauna) que contribuyen a la agregacion. La siembra directa en cambio puede
resultar en la generacibn de mayores macroporos y biocanales que facilitan el
movimiento de agua y su disponibilidad (Albertengo et al., 2013). Ademas cambia la
distribucion del carbono particulado en el perfil del suelo. La adicion de rastrojo (o los
restos post-cosecha) a la superficie del suelo disminuye la erosion, reduce la
evaporacion e incrementa estabilidad de los agregados (Layton et al., 1993). De este
modo también se incrementan los depdsitos de carbono organico, al estar protegidos
dentro de los macroagregados (Lal, 2015a). El incremento del carbono disponible
aumenta la actividad biolégica, que a su vez resulta en un incremento en la porosidad

y en la estabilidad de los agregados. (Martens & Frankenberger, 1994).

LC (0-30cm) SD (2-3cm)

Libre

= Ocluida

C-MOP en fraccion de agregados

>1 021 00502 >1 0.2-1 0.0502

Fraccion de agregados (mm)

Figura 1.10: Comparacion de la distribucién del carbono de la materia organica particulada (C-
MOP) gruesa mayora 50 pm en las fracciones de agregados de suelos con labranza
convencional (LC) en los 30 cm de profundidad y la siembra directa (SD) en los 2-3 cm
iniciales, presentando la misma relacion de C-MOP Puget et al., (1996).

La rotacion de cultivos mejora la estructura del suelo en comparacion con el
monocultivo continuo, particularmente con la inclusion de pasturas, y la incorporacion
de leguminosas en las rotaciones mejora la estabilidad de los agregados
especialmente la de los microagregados en comparacion con la produccion continua
de maiz (Mendes et al., 1999). Sin embargo, algunos estudios muestran que la
rotacidon soja-maiz no siempre incrementa la cantidad de carbono secuestrado en el

suelo en comparacion con el monocultivo de maiz (Bronick & Lal, 2005b).

El uso de fertilizantes generalmente mejora la agregacion del suelo. Sin embargo, en
algunas condiciones pueden también disminuir las concentraciones de carbono,
reducir la agregacion y las comunidades microbianas respecto a otro tipo de aplicacién
de nitrégeno, como el caso del abono (Craine et al., 2007). Los fertilizantes pueden

alterar el pH del suelo y la cantidad de electrolitos, lo cual puede producir un efecto
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adverso en la estructura del suelo (Haynes & Naidu, 1998). A pesar de todo, usar
fertilizantes quimicos a menudo mejora la estructura de los suelos en comparaciéon de

aquellos sin fertilizar (Munkholm & Hansen, 2012).

Las practicas agricolas pueden afectar los habitats de los microorganismos de suelo
(agregados) y actividades potenciales, y los cambios a escala microbiana pueden
producir cambios a largo plazo en los parametros abiéticos de los ecosistemas, como
el carbono total del suelo. Simpson et al., (2004) atribuyen la mayor estabilidad del
carbono derivado de microorganismos en los tratamientos en SD a la mayor
acumulacion de carbono derivado de hongos dentro de los microagregados que
conforman los macroagregados en comparacioén con la LC donde hay una menor
presencia de hongos. Sin embargo, Kong et al. (2011) no encuentra efectos
significativos de los sistemas de cultivo en las comunidades microbianas, pero la
interaccion entre los microambientes del suelo y los manejos de cultivos parecen tener

un gran impacto en el ciclo del carbono dentro de las comunidades microbianas.
1.4) Métodos para el analisis del suelo.
1.4.1) Definicién de calidad de suelo y técnicas para su estudio.

La calidad de los suelos agricolas se asocia, por lo general, a la productividad de los
mismos. Dentro de esta idea, la calidad de los suelos ha sido definida como la
capacidad de los suelos para funcionar dentro de los limites del ecosistema,
manteniendo la productividad bioldgica y la calidad ambiental, promoviendo la salud de
las plantas, animales y los seres humanos (Doran & Parkin, 1994). A su vez, Dick,
(1997) define a la salud del suelo como la habilidad del suelo para llevar acabo
funciones que son requeridas por los componentes de un ecosistema dentro de las
limitaciones de los factores ambientales locales. Los limites que son nombrados en
cada definicion (factores ambientales locales o los limites del ecosistema) son
cruciales, dado que no todos los suelos pueden responder de la misma forma a
demandas similares, aun si ellos se caracterizan como suelos buenos o saludables.
Dependiendo de las caracteristicas de cada suelo, como la composicién mineral, la
cantidad de materia organica o las temperaturas y precipitaciones en ese lugar, la

definicion de calidad va a cambiar.

No se debe limitar la calidad del suelo solo a la productividad. Enfatizarla de
sobremanera en el pasado pudo haber llevado a la degradacién del suelo (Lal &
Pierce, 1997). Por décadas se ha buscado definir la calidad del suelo en términos

numeéricos para lograr consenso y permitir que el concepto sea incorporado en la linea
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central del pensamiento respecto de los usos y regulaciones del suelo (Turbé et al.,
2010). Esta definicion cuantitativa de la calidad del suelo puede estar basada en
diferentes indicadores del tipo biolégico, fisico o quimico. En el presente hay una
fuerte demanda de bioindicadores que sean capaces de caracterizar la dinamica y la
sustentabilidad de la calidad del suelo (Wall, 2011). Los factores que describen la
calidad del suelo podrian ser un solo indicador, un grupo de indicadores o un indice

basado en las mediciones y descripciones modeladas del suelo.

Hay varios requisitos que se deben tener en cuenta para construir un indicador
biolégico o indices basados en diferentes indicadores. Como presentar la informacion
de manera comprimida reduce el numero de medidas y parametros necesarios para
describir una situacién compleja y proveer ayuda decisiva con el objetivo de tomar
decisiones acertadas en pos de la calidad de los suelos (Beinat & Nijkamp, 1998;
Karlen & Stott, 1994). El indicador debe responder de manera sensible, cuantitativa y
de manera predecible a las perturbaciones del suelo, debidas a su uso y manejo por
parte del hombre. Ademas debe ser insensible al clima, o en consecuencia, los efectos
ambientales deben ser bien conocidos (Romaniuk et al., 2014). El desafio es encontrar
un balance adecuado entre simpleza y complejidad que permita, sobre la base del
valor del supuesto indicador, tomar una decision adecuada sobre las practicas
agricolas que se aplican en el suelo analizado (Turbé et al., 2010; Andrews et al.,
2002).

La materia organica del suelo (MOS) es la propiedad de suelo mas utilizada para
caracterizar la calidad del suelo y refleja las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas
de la matriz de suelo (Elliott et al., 1996). Es simple de medir y las mediciones no
requieren equipamiento especial. La fraccibn mas importante y mas grande de la
MOS, en términos de productividad y calidad del suelo, es la fraccion de facil
descomposicién con una tasa de recambio alta. La tasa de recambio, sin embargo,
varia ampliamente, desde cortos periodos a cientos de afios (Allison & Jastrow, 2006).
Sin embargo, la MOS total no es un parametro suficientemente sensible a los cambios
que sufre el suelo debido a modificaciones en su manejo, ya que diferentes tipos de
materia organica incluidos en el total responde de manera variable con los

tratamientos (Farrar et al., 2012).

Otra manera de examinar el suelo es por medio del analisis de la composicion de los
acidos grasos fosfolipidicos en muestras de suelo (PLFA, phospholipid fatty acid,
Frostegard et al., 1993). Como los organismos tienen diferente composicion de PLFA,

la composicion de las comunidades puede ser, en cierta manera, caracterizada por la
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naturaleza y proporcién de PLFA identificables (Feng et al., 2003). Ademas, la
cantidad total de PLFA en el suelo puede ser utilizado para estimar la biomasa
microbiana total, o subgrupos de PLFA con el fin de describir la cantidad y el tipo de
biomasa bacteriana (Kandeler et al., 2002; Marschner et al., 2003) o biomasa fungica
(Frostegard & Baath, 1996).

Para indicar los cambios en los ambientes del suelo, la medicidn de las actividades de
las enzimas extracelulares (EEA, extracelular enzyme activities) puede dar lugar a una
imagen aproximada de los efectos de la actividad de los microorganismos en ciertos
ciclos elementales (Dick, 1997). La EEA es de particular interés porque catalizan la
ruptura de las moléculas y hacen disponibles los nutrientes para las plantas y los
microorganismos del suelo. Se ha observado que cada enzima se comporta de
manera heterogénea frente a los diferentes tratamientos, como por ejemplo la B-
glucosidasa que se comporta de una determinada manera frente a los distintos cultivos
de cobertura (Bandick & Dick, 1999). Ademas se ha visto que las enzimas pueden
responder de manera mas rapida que otras mediciones biolégicas (Kandeler et al.,
1999c¢). Sin embargo y a pesar de numerosos estudios, es dificultoso interpretar los
cambios en las actividades de las enzimas extracelulares del suelo (Turbé et al.,
2010).

Los métodos basados en ADN han sido desarrollados para estimar la diversidad
taxondmica en forma independiente al cultivo de microorganismos y cuantificar
diferencias en la composicién de comunidades microbianas (Torsvik & @vreas, 2002).
La diversidad taxondmica es importante cuando se estudia la calidad del suelo porque
se asume que una comunidad microbiana mas diversa esta relacionada con una mejor
calidad de suelo. Existen diversos tipos de métodos disponibles para analizar las
comunidades microbianas usando ADN extraido directamente del suelo: 1) técnicas
que se centran en la secuencia de algunos genes en particular, que amplificados por
PCR permiten realizar analisis parciales de las comunidades por su comportamiento
diferencial en geles segun las diferencias de secuencia que conllevan los genes de
diferentes taxones (DGGE, TGGE, ARDRA, T-RFLP, etc.). Por otro lado la
cuantificacién de las comunidades a nivel taxondmico por medio de ensayos de PCR
es una herramienta muy util a la hora de estudiar las comunidades microbianas de
modo rapido (Fierer et al., 2005). 2) Técnicas metagendmicas, en las cuales se trata
de investigar toda la informacion genética a partir de todo el ADN extraido, son los
llamados anadlisis de la comunidad completa. Una herramienta poderosa es la
pirosecuenciacion de la subunidad chica (16S) del ARN ribosomal (Maron et al., 2011),

el cual se ha convertido en un método muy popular. Otro método utilizado es la
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secuenciacion “High-throughput” de comunidades microbianas, utilizado para analizar
los efectos del uso del suelo agricola en selvas tropicales u el pasaje de bosques

pristinos a suelos agricolas (Carbonetto et al., 2014; Montecchia et al., 2015).

No existe un método perfecto, todos ellos tienen ventajas y desventajas. El aspecto
mas importante, para un cientifico que elige un método, es entender los
inconvenientes y limitaciones de cada técnica, el segundo es enfatizar el potencial de

la técnica.

1.4.2) Uso de los perfiles fisiolégicos como herramienta para el estudio del

suelo

La mayoria de las reacciones medibles en cualquier ambiente son procesos llevados a
cabo a nivel de comunidades microbianas. Por ello, es razonable examinar la
variabilidad entre habitats o ecosistemas a nivel de las comunidades microbianas
completas y no analizando la respuesta de una poblacion particular, por ejemplo
analizando una respuesta fisiologica del suelo a partir de aislamientos microbiolégicos
cultivables. Esto implica suponer que todas las actividades a nivel de comunidades
resultan de la sumatoria de reacciones llevadas a cabo por las diferentes poblaciones
que componen la comunidad del suelo. El rol de una comunidad microbiana en el ciclo
de los nutrientes y el intercambio gaseoso con la atmosfera depende en gran medida
de su habilidad para metabolizar un amplio rango de compuestos de carbono organico.
Cada especie que compone una comunidad microbiana del suelo tiene una capacidad
diferencial para respirar una determinada fuente de carbono, por lo cual con la adicion
de diferentes sustratos es posible la medicién de una respuesta global denominada
Perfil Fisiolégico a Nivel de Comunidades (CLPP, Community Level Physiological
Profile). El estudio de la habilidad de degradar diferentes fuentes de carbono puede
ser considerado una opcién para definir grupos funcionales basados en caracteristicas
troficas y describir el estatus fisiolégico de la comunidad (Garland, 1997). Los ensayos
con CLPP son un medio sensible, simple y rapido para discriminar entre muestras

ambientales que tengan diferentes comunidades microbianas (Llad6 & Baldrian, 2017).

En 1991, Garland y Mills introducen una metodologia rapida para la exploracién a nivel
de las comunidades microbianas por medio del analisis del perfil catabdlico de toda la
comunidad heterétrofa. Este enfoque del CLPP fue inicialmente ensayado usando
fuentes de carbono y la medicién estaba basada en la reaccion redox de un colorante
(Violeta de Tetrazolium) dentro de las placas BIOLOG, la cual se inoculaba con una
solucion concentrada de células, seguida por una incubacién de 6 horas. Alli las

células consumen las fuentes de carbono diferentes para las cuales tienen la

30



Capitulo 1

capacidad de degradar. El perfil de la formacion de los colores es utilizado para
caracterizar como un todo a las comunidades comprendidas en la muestra de suelo

analizada.

Otros métodos de estimacion de los CLPP utilizan la medicion del CO, liberado por la
respiracion de un sustrato (Anderson, 1982; Degens & Harris, 1997). El CO, puede ser
medido mediante soluciones alcalinas (NaOH), cromatografia gaseosa o
espectroscopia infrarroja (IR). Campbell y colaboradores desarrollaron otra técnica
micro-respirométrica que se realiza con dos placas de 96 pocillos puestas una sobre la
otra, con la parte superior de los pocillos enfrentadas (Campbell et al., 2003). Una de
ellas tiene una capacidad 1,2 ml, que es donde se deposita el suelo. En cambio la otra
placa contiene el sistema de deteccion. Esta técnica tiene la ventaja de poseer dos
sistemas para medir el CO, liberado: uno basado en atrapar el CO, en un gel alcalino,
con un indicador de pH, el cual produce una reaccion colorimétrica posible de medir;
otro es basado en la utilizacion de sustratos radioactivos que liberan *CO,, el cual es

medido luego utilizando un contador de centelleo.

Un medio alternativo para estimar los CLPP es por medio del analisis del sustrato
consumido (como por ejemplo el O,) en lugar de medir el producto liberado (CO,). La
deteccion del O, disuelto permite un aumento de la sensibilidad, dado su menor
solubilidad. El Sistema Biosensor de Oxigeno (OBS, Oxygen Biosensor System) es
una plataforma en microplaca de 96 pocillos basada en un flouréforo sensible al O,
que se encuentra depositado en una matriz de poliestireno en el fondo del pocillo,
permitiendo un andlisis rapido de un gran numero de sustratos diferentes. El flouréforo

al ser sensible al O, disminuye la fluorescencia emitida por él a medida que aumenta

la concentracién de O, disuelta en el pocillo.

Con este disefio experimental, la sehal del

flourosforo se incrementa en respuesta a la

respiracién de la muestra, inducida o no por el

agregado de un sustrato (Garland et al., 2003;

Tapa
Figura 1.11). /\1
Intercambio con
Este sistema ofrece significativas ventajas \nentmesiens
. . Consumo por
sobre el sistema BIOLOG y los sistemas de las células
monitoreo de COZ: Difusién en el gel;
equilibrio 0, -
floroforo
. Para obtener una buena respuesta se

. . Figura 1.11: Disefio de un pocillo
necesitan concentraciones menores de perteneciente a una placa BDOBS u

OBS (Garland, 2012).
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sustrato (10-100 veces menores) y disminuyen los tiempos de incubacion, resultando
en un menor enriquecimiento selectivo de la muestra por crecimiento diferencial de los

componentes de la comunidad microbiana.

. La respiracién se mide en forma directa por consumo de O2, lo que no ocurre

en otros sistemas que se realiza mediante una reaccion redox indirecta.

. Permite definir y manipular la mayoria de los factores fisicos y quimicos de la
suspension del suelo que se coloca en el pocillo y en la que se mide el consumo del

O, disuelto.

Se han llevado a cabo diversos estudios donde se analizan distintas caracteristicas del
sistema con el fin de mejorar la puesta a punto de la medicion del OBS. A bajas
concentraciones de sustrato, hasta 10 mg.I'“, puede detectarse actividad cuando se
usan grandes volumenes en cada pocillo (240 ul), posiblemente debido a que un
mayor espesor de la pelicula disminuye la re-aireacién de la matriz de poliestireno en
cada pocillo. Con este nivel de sensibilidad, esta técnica seria capaz de detectar los
niveles basales de respiracion de las muestras analizadas (Zabaloy et al., 2008).
También se han examinados otros factores como es el agregado de nitrégeno o
fésforo a la mezcla de incubacion, mostrando que el sistema OBS es suficientemente
sensible como para detectar estos cambios y enriquecer el analisis de la respuesta

fisioldégica (Garland et al., 2012).

Los perfiles fisiolégicos de las comunidades microbianas generados por esta técnica
pueden ser descriptos a partir de parametros cuantitativos. Estos parametros incluyen
la cuantificacion de la fase lag o tiempo minimo para iniciar la respuesta de la
respiracion (TMR) y la cuantificacion del pico maximo de la respiracion observada
(Fmax). EI TMR para un sustrato dado variaria en forma inversa con la cantidad de
biomasa microbiana activa capaz de respirar este sustrato. Las diferencias sustrato-
especificas en el TMR son mayores cuando se evaluan con sustratos de menor
disponibilidad o de mayor complejidad quimica, es decir, correspondientes a vias
degradativas menos frecuentes o escasamente distribuidas en la diversidad biolégica.
En contraste, el Fmax revela las diferencias funcionales de las comunidades
microbianas, ya que un pico de un mayor valor estaria mostrando que hay una mayor
capacidad de consumo del sustrato particular, asi como también refleja la magnitud de
la utilizacion del sustrato (Garland et al., 2010). Otro factor que claramente influyente
en el pico maximo de fluorescencia es la disponibilidad de N; para analizar este

parametro se propuso el indicador Ndiff, el cual se basa en la diferencia del pico
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maximo de fluorescencia con y sin nitrdgeno agregado. Este valor indicaria la

limitacién en el suelo de nitrégeno organico disponible (Garland et al., 2012).

La cuantificacion de las respuestas individuales que comprenden el CLPP puede
permitir el desarrollo de: 1) medidas de diversidad basados en indice de riqueza y
diversidad de las respuestas. Lo que mas a menudo se utiliza son los indices de
diversidad y de Shannon-Weiner, que son referidos como indices de “diversidad

funcional” (Zak et al., 1994) o “diversidad/riqueza catabdlica” (Degens et al., 2000).

2) los perfiles que pueden ser comparados mediante el uso de métodos de
ordenacion. El uso de técnicas de ordenacion multivariadas como son el ACP o ACoP,
permitiendo la construccion de graficos simples, usando una combinacion de variables
que se encuentran asociadas con la gran cantidad de variaciones en las muestras
(Vaisanen et al., 2005).
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1.5) Objetivos e Hipoétesis.

Esta tesis de doctorado tuvo como objetivo principal de estudiar los efectos en las
respuestas bioquimicas del suelo cuando el mismo es afectado por cambios en sus
manejos agricolas, como la agricultura en siembra directa (SD), o también la
comparacion de manejos agricolas como la SD vy la labranza convencional (LC), y la
dindmica de cambio cuando estas pasan de un manejo al otro. Las respuestas
fisiologicas se estudiaron en suelo completo y se compard esta respuesta con el
estudio a escala de microagregados buscando comprender como funcionan los
sistemas microbioldgicos y bioquimicos a estas diferentes escalas en respuesta a los

cambios de manejo que operan en el suelo a nivel global.

A partir del conocimiento desarrollado en la introduccion, nuestras hipétesis de

trabajo son:

1) Las respuestas fisioldgicas del suelo medidas como CLPP son afectadas por el

manejo agricola.

2) Los CLPP de las muestras tomadas en verano difieren de los CLPP de las muestras

tomadas en invierno para una misma practica o manejo del suelo.

3) El cambio de labranza modifica las respuestas fisiolégicas del suelo en mayor

medida cuando se pasa de SD a LC que a la inversa.

4) Las respuestas fisioldgicas de las fracciones de agregados de diferentes tamafos

seran propias del tamafo de la fracciéon de agregado.

5) Las respuestas fisiolégicas de las fracciones de agregados son independientes del

manejo agricola.

6) La composicién microbiana de las fracciones de agregados variaran con los

manejos agricolas.
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2.1) Introduccién

La fertilidad del suelo esta altamente relacionada con el procesamiento adecuado de
los sustratos organicos a través del ciclo de los nutrientes, como del carbono o del
nitrogeno. El mantenimiento de la calidad y cantidad de sustratos organicos es clave
para las comunidades de microorganismos (Clapperton et al., 2007). A pesar de que el
nivel de actividad microbiana del suelo depende del tipo de suelo (Kuramae et al.,
2012), también depende, en los suelos agricolas, de las practicas de manejos usados
en ellos (Bronick & Lal, 2005a; Wagg et al., 2014; Zhang et al., 2014).

En Argentina, un 78.5% (27Mha) del area cultivada ocurre en SD, debido a la adopcion
de paquetes biotecnoldgicos en la agricultura desde los afios 90 (Albertengo et al.,
2013). Estos valores varian entre campafas y dependiendo de la expansion de la
frontera agricola, pero mas alla de la exactitud del numero, son enormes superficies de
suelos manejadas sin labranza. La SD combinada con la rotacién de cultivos minimiza
las pérdidas de MOS(Sheehy et al., 2015), incrementa los stocks de C y N, reduce la
mineralizacién de la biomasa microbiana (Martens, 2000), incrementa la agregacién
del suelo, y resulta en mayores macroporos y biocanales que favorecen el movimiento
del agua y su disponibilidad (Rosa et al., 2014). Sin embargo, por cuestiones de
presion de mercado, la mayor parte de las hectareas sembradas se manejan en forma
de monocultivo, es decir, que afo tras afios se siembra el mismo cultivo. Esto hace
que los beneficios de la SD no se traduzcan en un aumento de la calidad del suelo
(Derpsch et al., 2010). Ademas de los problemas fisicos de compactacién del suelo y
el desarrollo de enfermedades a causa del monocultivo, recientemente se ha mostrado
que el monocultivo de soja en siembra directa resulta en la disminucion de la
diversidad bacteriana B, promoviendo la homogenizacién de las comunidades
bacterianas a nivel regional (Figuerola et al., 2014). Por el otro lado, la rotacion de
cultivos incrementa la diversidad microbiana a un nivel similar a los ambientes
naturales a escala regional y mantiene niveles bajos de organismos patégenos (Locke
et al., 2008). La intensificaciéon de la rotacién y la cobertura permanente del suelo,
como lo son los cultivos de cobertura y la cobertura muerta, protegen al suelo contra el
impacto de las gotas de lluvia, reduce la evaporacién e incrementa las estabilidad de
los agregados y la MOS (Roldan et al., 2005).

Los Perfiles Fisiologicos a Nivel de Comunidades (CLPP; Garland et al., 2003) buscan
medir la capacidad de toda la comunidad microbiana, como un todo, para metabolizar
una variedad de diferentes fuentes de carbono (San Miguel et al., 2007). Los CLPP

basados en el consumo de O, han sido utilizado para estudiar la estructura microbiana
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(Brown et al., 2009; Garland et al., 2003), agregados de diferentes tamafos (Vaisanen
et al.,, 2005) y los efectos de la labranza (Gomez & Garland, 2012), los cultivo de
cobertura (Chavarria et al., 2016), el efecto de los herbicidas (Allegrini et al., 2015;
Zabaloy et al., 2012) y la disponibilidad de N (Zabaloy et al., 2016). En todos los
estudios mencionados se han reportado perfiles distintivos basados en el consumo de
diferentes sustratos entre una variedad de comunidades microbianas. Sin embargo, no
hemos encontrado trabajos que estudien comparativamente suelos manejados en

siembra directa con diferente intensidad en las rotaciones.

El sistema de microplacas de 96 pocillos BD Oxygen Biosensor System (BDOBS, BD
Biosciences, E.E.U.U) es una plataforma de andlisis sobre la base de una microplaca
que contiene un flourosforo sensible al oxigeno inmovilizado en el fondo de sus celdas,
que permite hacer mediciones de consumo de O, en soluciones de suelo y de esta
forma determinar los CLPP (Garland et al.,, 2003). Este sistema de medicion es
suficientemente sensible para detectar cambios en la composiciéon de nutrientes del
suelo, enriqueciendo el andlisis de la respuesta fisiologica (Gomez & Garland, 2012).
Con la posibilidad de medir las propiedades fisiologicas del suelo también surge la

incertidumbre de cuando y en qué condiciones del suelo hacerlo.

Con el objetivo de tener un mejor entendimiento de la fisiologia del suelo usando
CLPP, en este capitulo redefinimos un método rapido para analizar en profundidad los
perfiles fisiologicos a nivel de comunidades. Con los CLPP se estudiaron suelos con
diferentes manejos que permitieron la comparacién entre Buenas Practicas Agricolas
(BPA) y Malas Practicas Agricolas (MPA) en siembra directa y un ambiente naturales
(AN) como sitio de referencia. El estudio se llevd a cabo en dos épocas de afio
diferentes (Verano/Invierno) en cuatro establecimientos agricolas diferentes, a modo
de replicas (Bengolea, Monte Buey, Pergamino, Viale) en la zona nucleo de la Pampa
Humeda. Luego del analisis por meétodos multivariados proponemos algunos

parametros que podrian ser utilizados como indicadores de manejo.

Objetivos: diferenciar suelos con practicas agricolas contrastantes por medio de los
CLPP.

Hipétesis: 1) Las respuestas fisiologicas de los CLPP del suelo son afectadas por el

manejo agricola.

2) Los CLPP de las muestras tomadas en verano difieren de los CLPP de

las muestras tomadas en invierno para una misma practica o manejo del suelo.
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2.2) Materiales y Métodos.

2.2.1) Sitios de estudios y muestreo del suelo.

Los sitios donde se realizaron los muestreos para este estudio son establecimientos
agropecuarios en produccion, seleccionados luego de una intensa discusion entre
cientificos y productores participantes en el proyecto BIOPAS (Wall, 2011). Los
tratamientos fueron elegidos teniendo en cuenta una serie de definiciones de buenas
practicas agricolas segun la FAO y los enunciados de Agricultura Certificada de
Aappresid (Albertengo et al., 2013). Los tratamientos fueron definidos como: 1)
Buenas Practicas Agricolas (BPA): son manejos agricolas que tienden a ser
sustentables bajo siembra directa, con rotacién de cultivos intensiva, manejo adecuado
de nutrientes y minimo uso de agroquimicos (herbicidas, insecticidas y fungicidas); 2)
Malas Practicas Agricolas (MAP): son manejos agricolas que tienden a ser no
sustentables bajo siembra directa, se caracterizan por las ausencias de las Buenas
Practicas y basicamente se trata de monocultivo con minima rotacién agricola, minimo
aporte de nutrientes, alto uso de agroquimicos. Los suelos con historia de MPA
muestran un menor rendimiento de granos comparado con los suelos del mismo
ambiente que se manejan con BPA; 3) Ambientes Naturales (AN): suelos no cultivados
que se utilizaron como sitios de referencia, cercanos a las zonas de cultivos. Todos los
establecimientos agropecuarios fueron certificados que estuvieran manejados en
siembra directa por mas de 15 afos anteriores al momento del primer muestreo, con

excepcion de las MPA de Pergamino que tienen 5 afios, previos al muestreo.

Los tres tratamientos fueron replicados en cuatro establecimientos agricolas diferentes
en una transecta de oeste este a lo largo de 400 km en la regidn mas productiva de la
Pampa argentina. Los sitios de muestreo se encuentran cerca de las siguientes
localidades (Figura 2.1): Bengolea (33°01°31°°S; 63°37'53'W); Monte Buey
(32°58°14°'S; 86 62°27°06°'W); Pergamino (33°56°36°'S; 60°33'57°'W); Viale
(31°52759.6"°'S; 59°40°07 "W). Brevemente, los suelos de Pergamino son Argiudoles
Tipicos con un con un horizonte superficial franco limoso y una capa mas profunda
franco arcillo limosa, con un horizonte Bt bien desarrollado de la Pampa circundante.
Los suelos cercanos a Monte Buey son representativos de Argiudoles Tipicos con un
horizonte Bt moderadamente desarrollado y una incrementada proporcion de la
fraccién limosa en el limite entre la Pampa circundante y la Pampa piedemonte. Los
suelos de Bengolea son Haplustoléntico localizado en la Pampa Piedemonte con una
textura franco arenoso en el horizonte superficial y una superficie arcillosa, siendo

limitada por el clima y una capacidad de campo baja debido a una textura gruesa. Los
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suelos de Viale son Hapludent tipico cuya textura superficial arcillo limosa y franco
arcillosa en la superficie del suelo, siendo caracterizado por un pobre drenaje. La
mineralogia de las arcillas de los horizontes superficiales de Bengolea, Monte Buey y
Pergamino es muy similar, consistiendo en 2:1 de arcilla, principalmente illita con una
pequeia proporcion de minerales de illita-smectita irregularmente inter-estratificada y
trazas de kaolinita. Contrariamente, el suelo de Viale es caracterizado por una
considerable proporciéon de esméctica conjuntamente por una baja proporcion de
arcillas minerales (Rosa et al., 2014; Castiglioni et al., 2013). Los detalles se
encuentran en la tabla 2.1, incluyendo algunas propiedades quimicas y los cultivos en
cada sitio; para mas datos de los sitios agropecuarios se pueden buscar los trabajos:
Figuerola et al., (2012) y Rosa et al., (2014).

TOC Mt Pe pH
Estacidn Localidad Tratamiento Cultivos COTIMt
(k") (okg') (mgkg™) (1:2.5 wiw)
Verano Bengolea AN Pastura natural  1.71 0.12 13.80 13.23 6.03
Verano  Bengolea BPA Waiz (Zﬁ Mays 145 011 7.07 12.90 5.80
Verano  Bengolea MPA Saa (Glicine 555 g2 9.63 11.69 5.70
max L.}
Verano Monte Buey AN Pastura natural  3.84 0.21 5.6 12.53 5.47
Verano  Monte Buey BPA R (ZLEF}’ Mays 537 p21 7133 1288 5.60
Verano  Monte Buey MPA Saa (Glicine 591 g3 §.27 13.84 6.10
max L.)
Verano FPergamino AN Pastura natural 298 0.19 4.30 12.01 h.73
Verano  Pergamino BPA Soa (Glicine 477 g4 1947 1178 5.60
max L.)
Verano  Pergamino MPA Soa (Glicine 499 pqg 513 13.03 6.10
max L.)
Verano Viale AN Pastura natural 357 0.20 hV3 12.88 6.43
Verano Viale BPA com (f_e? M&s 258 p20 a7 1329 6.83
) Soja (Glicine
Verano Viale MPA max L) 265 0.29 33.33 12.87 5.67
Invierna Bengolea AN Pastura natural  1.66 0.12 24.33 17.25 7.03
Inviemo  Bengolea BPA Trgo (Trficum 424 045 5037 1495 £.90
Aestivum )
Invierno Bengolea MPA Barbecho 1.03 0.15 4317 15.89 6.67
Invierna Monte Buey AN Pastura natural  3.86 0.23 16.60 13.12 G.60
Invierne  Monte Bue BPA Vida(Vicia 555 gp2 2523 1230 6.43
v villosa) : : : : :
Invierna Monte Buey MPA Barbecho 1.81 0.26 22.03 12.20 6.57
Invierna Fergamino AN Pastura natural  2.83 0.20 39507 1117 6.37
Invierno  Pergamino BPA Trgo (Triicum 495 g4g 122233 1038 6.53
Aestivum )
Invierno FPergamino MPA Barbecho 1.79 0.19 1727 12.20 6.60
Invierna Viale AN Pastura natural 3.65 0.22 43.10 11.93 6.70
Invierna Viale BFA Barbecho 3.49 0.28 3720 11.18 6.50
Invierno Viale MPA Barbecho 2.58 0.29 2617 10.55 6.57
Tabla 2.1: Propiedades fisicasy quimicasy los cultivos presentes en los suelos analzados. n=3.

Las muestras de suelo fueron tomadas en febrero del 2011 (Verano) y septiembre de
2011 (Invierno). Tres submuestras fueron tomadas por cada tratamiento en cada sitio.
Cada submuestra estaba compuesta por 16-20 piques seleccionados de manera

azarosa de los primeros 10 cm superficiales del suelo dentro de un area de 5m?. Las
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muestras compuestas fueron homogenizadas en el campo y llegadas en frio al
laboratorio. Las submuestras se tomaron separadas por al menos 50m entre si, sin
seguir la linea de siembra en el campo. Por lo cual, un total de 36 muestras de suelo
(3 tratamientos agricolas x 4 locaciones (réplicas de tratamiento) x 3 submuestras =
36) fueron analizadas para cada época del afio. Al llegar al laboratorio las muestras de
suelo fueron pasadas a través de un tamiz de 2 mm. Una fraccion de
aproximadamente 50 g demuestra fue almacenada a 4° C, mientras que los cerca de
200 g restantes fueron secados por exposicion al aire en un ambiente cerrado. En el
caso de las muestras secas, éstas fueron hidratadas 1:3 e incubadas 15 horas a 30° C

previo a ser ensayadas.

Figura 2.1: Mapa de los establecimientos agropecuarios utilizados en este capitulo
parala medicion de los CLPP

2.2.2) Preparacion, inoculacién y lectura de BDOBS

El sistema de microplacas de 96 pocillos BD Oxygen Biosensor System (BDOBS; BD
Biosciences, E.E.U.U.) fue cargado con 40 ul de la solucién de fuente de C en cada
pocillo para determinar la respiracion inducida por cada sustrato. Para ensayar la
respiracion basal, se agregaron 40 ul de agua destilada en cada pocillo en vez de las
soluciones con la fuente de C. Ademas, se agregaron 40 pl con la soluciéon de N, o
agua destilada como control, para ensayar los efectos adicionales del N en la
respiracion (Garland et al., 2012). 160 ul de las soluciones de suelo fueron pipeteadas
en cada pocillo, resultando en un volumen final de 240 ul en cada pocillo.

Las suspensiones de suelo fueron preparadas mezclando 5 g de suelos con 12,5 ml
de agua destilada estérii en un tubo Falcon de 50 ml BD conteniendo

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Rectángulo

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 2

aproximadamente 5 ml de perlitas de vidrio de 2 mm, y agitados a mano de manera
vigorosa durante un minuto. Para las soluciones de suelo seco, se diluyd 1 g de suelo
pre-incubado en 10 ml de agua destilada en un tubo de 15 ml conteniendo
aproximadamente 5 ml de perlitas de metal de 2 mm para mezclado y homogenizado
mediante ULTRA TURRAX Tube Drive (IKA, Alemania) durante 1min. Las soluciones
madre de las fuentes de C (300 pg/L) y de N (60 pg/L) fueron preparadas para obtener
una concentracion final de 50 mg/L de C y 10 mg/L de N, respectivamente. Las fuentes
de C seleccionadas para el andlisis de los CLPP fueron el Acido p-Cumarico, Acido
Propiénico y Acido Vanillico (Sigma, E.E.U.U.). Todas las soluciones stocks y el agua
destilada fueron esterilizadas utilizando filtros (< 0,22 pm, Sartor, E.E.U.U.) vy
almacenados a 4° C previos a ser ensayadas en las microplacas. Las fuentes de C
fueron seleccionadas basados en los trabajos Garland et al., (2012) y Gomez &
Garland, (2012), eligiendo aquellas fuentes de carbono que produjeron los CLPP con

mayores diferencias en trabajos preliminares (resultados no mostrados).
2.2.3) Analisis de la informacion de la fluorescencia.

Los datos de las cinéticas fluorescentes se informan como unidades fluorescentes
relativas normalizadas (NRFU, normalized relative fluorescence units) al dividir el dato
de fluorescencia de cada tiempo por el dato a 1 h de haber comenzado el ensayo
(Garland et al., 2003). El tiempo de respuesta minima (TMR) fue definido como el
tiempo que requiere la NRFU para incrementarse en un 10% o alcanzar el valor de
1.1. La respuesta fluorescente suele mostrar un pico maximo de actividad, el cual
corresponde al punto de menor concentracion de oxigeno disuelto en la matriz (Fmax).
Se determin6 el area integrada bajo la curva a las 8 horas (AUC8) de haber
comenzado la cinética y el area integrada bajo la curva a las 24 horas (AUC24) por

medio del método de cuadrados minimos [Formula:(F,+F4)x(T»-T)x0,5].

Con el objetivo de estimar el efecto de la disponibilidad de nitrégeno en la respuesta
de los suelos, se llevo a cabo el mismo ensayo con el agregado suplementario de
nitrégeno inorganico como sulfato de amonio a las suspensiones de suelo. La
diferencia de consumo de oxigeno medida como Fmax, AUC8 y AUC24 entre los
pocillos con el agregado de N o sin él, para una fuente de carbono determinada, fue
denominado como Ndiff y calculada para todos los sustratos testeados (Garland et al.,
2012).
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2.2.4) Analisis estadistico

Las diferencias entre los tratamientos agricolas fueron estudiadas con el analisis de la
varianza multivariado (ANOVAM), y aplicando el test de Hostelling (P < 0,05) para
buscar las diferencias significativas entre tratamientos para cada fuente de carbono.
Cada parametro de los CLPP determinado para cada fuente de carbono y nitrégeno
adicionados fue analizados utilizando los modelos lineales mixtos (MLMX), con los
tratamientos (BPA, MPA, AN) y las épocas (Verano e Invierno) como factores fijos, y
los sitios (replicas) y las submuestras como factores aleatorios. Las diferencias entre
los tratamientos fueron estimados por medio del Test de Fisher 's LSD (P < 0,05). La
relacion entre los tratamientos fue visualizada aplicando Analisis de Coordenadas
Principales (ACoP) y cuantificamos estimando la distancia Euclidea entre dos
tratamientos. El Analisis de Discriminante Lineal (ADL) se aplico para los valores cada
época y cada condiciéon de N. Los valores de los centroides para cada tratamiento
fueron utilizados en conjunto con los valores de cada parametro para una mejor
visualizacion de los resultados y asi establecer los potenciales indicadores de manejo
en las diferentes épocas y condiciones de N, entre los valores con mayor peso en la
funcion discriminante. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo con el
programa INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2013) .
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2.3) Resultados y discusion

2.3.1) Perfiles fisiolégicos a nivel de comunidades de acuerdo a las practicas
agricolas en suelos en Siembra Directa -Analisis ANOVAM de los CLPP por

fuente de C-.

Los CLPP de los suelos con diferentes practicas agricolas mostraron ligeras
diferencias en las respuestas. Por ejemplo la curva de consumo de O, para los suelos
de Pergamino con el agregado de acido propionico mostré que el Fmax disminuye
desde los Ambientes Naturales (AN) hacia las Malas Practicas Agricolas (MPA).
También disminuye la pendiente inicial de las curvas de consumo de O, en el mismo

sentido (Figura 2.2).

() v r ¥ r r "
0 5 10 15 20 25 30

Horas
Figura 2.2: Curva de respuesta fluorescente (NRFU) de suelo incubado con el

agregado de acido Propidnico como fuente de C. Simbolos: Blanco: muestras de los
ambientes naturales (AN), Gris: muestras de los suelos de buenas practicas agricolas
(BPA); Negras: muestras de los suelos malas practicas agricolas .Valor mas error
estandar, n=3.

Con el fin de cuantificar y caracterizar esas diferencias, se construyeron una coleccion
de parametros derivados de cada curva-respuesta para cada muestra de suelo en las
diferentes condiciones de C o N, y para cada época del afio. Asimismo, para mejorar
la descripcion de los CLPP como respuesta a la consumo de O,, hemos definido e
incluido dos parametros en los analisis llevados a cabo, AUC8 y AUC24, adicionales a
los ya descriptos por Garland et al., (2010). Ambos parametros integran el area bajo la
curva de consumo de O, a diferentes tiempos. El area bajo la curva de fluorescencia a

las 8 h busca representar la respuesta inicial en forma complementaria al TMR. El area
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bajo la curva de fluorescencia a las 24 h, luego de que el pico de fluorescencia
maxima transcurrid, representando la respiracion total acumulada. Estos dos
parametros complementan el Fmax y el TMR con el fin de tener una mejor descripcién

de los CLPP y ayudar en la parametrizacién de los mismos.

Los CLPP asi parametrizados fueron luego analizados en forma multivariada. Dado
que encontramos una importante interaccién entre tratamiento y época (P = 0,0001),

se llevaron a cabo los analisis para cada época por separado.

En un primer analisis global de las respuestas se pudo observar que cada parametro
muestra una respuesta diferencial de acuerdo a la época. Mientras que en verano, 1
de los 16 parametros muestran diferencias significativas entre los tratamientos
agricolas (BPA y MPA), en cambio en invierno, 9 de los 16 parametros se
diferenciaron entre las practicas agricolas. A medida que los valores de TMR son
menores, mayor sera la cantidad de la biomasa activa con la capacidad de respirar
una fuente de carbono particular (Garland et al.,, 2010; Zabaloy et al., 2008). Los
resultados muestran en los valores de los TMR una clara tendencia AN > BPA > MPA
para la gran mayoria de los casos ensayados. El incremento de los valores de TMR de
acuerdo al uso agricola y practicas de monocultivo sugieren una reduccién en las

comunidades microbianas activas en el suelo con malas practicas agricolas.

En estos ensayos se utilizaron cuatro condiciones diferentes de sustrato: la respiracion
basal y tres fuentes de carbono diferentes en los CLPP, basandonos en el trabajo de
Banning et al., (2012) donde hacen hincapié en la importancia de cuales sustratos
utilizar, mas que en la cantidad y diversidad de los mismos. Otros autores muestran
que un grupo de 6 sustratos fue capaz de diferenciar la respuesta catabdlica
microbiana entre suelos de pasturas naturales y suelos de bosques (Stevenson et al.,
2004). Hitzl et al., (1997) proponen el uso de ANOVAM para reducir el uso de fuentes
de carbono en los ensayos con BIOLOG y utilizar la combinacion reducida de
sustratos que mejor diferencie los tratamientos. Continuando esta linea de
pensamiento, pero con idea de utilizar ya un set pequefo de fuentes de C, la
informacion obtenida de las curvas de fluorescencia fue analizada de manera
multivarial aplicando el ANOVAM para cada fuente de C y utilizando los diferentes

parametros como variables.

Cuando analizamos los parametros de cada CLPP por medio del ANOVAM, vimos que
para las muestras de verano los suelos de AN fueron diferentes de manera
significativas solo de los suelos de MPA, pero no de los tratamientos de BPA en los

casos de la respiracion basal y con el adicionado de acido propiénico como fuente de
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C extra. Solo los CLPP inducidos con acido cumarico y vanillico diferenciaron los
suelos de AN de ambas practicas agricolas (Tabla 2.2). Mientras que en las muestras
de invierno se encontraron mayores diferencias significativas entre los tratamientos. El
CLPP inducido por el agregado de acido cumarico fue capaz de diferenciar
significativamente los tres tratamientos. Ademas, las BPA pudieron ser diferenciadas
de manera significativa de las MPA cuando la respiracion fue inducida por el agregado
de acido propiodnico. La respiracion basal (RB) muestra diferencias significativas entre
AN y MPA, siendo las BPA iguales a los dos tratamientos. Finalmente, el acido
vanillico diferenci6 a los AN de ambas practicas agricolas (Tabla 2.2). Se ha
demostrado previamente que para estos mismos suelos, las diferencias entre las
practicas agricolas modifican la diversidad bacteriana a nivel regional. EI monocultivo
de las MPA se ha identificado con la homogenizaciéon de la diversidad bacteriana a
nivel regional por la pérdida de los grupos bacterianos endémicos (Figuerola et al.,
2014). También se detectaron grupos taxondémicos bacterianos que fueron
caracteristicos o indicadores de las diferentes practicas agricolas (Figuerola et al.,
2012). Estos ensayos acerca de las diferencias en la diversidad bacteriana de acuerdo
a las practicas agricolas y las diferencias en los perfiles lipiditos de los fosfolipidos y
lipidos neutros en estos suelos (Ferrari et al., 2015) respaldan las diferencias
obtenidas por medio de estos CLPP. Otros argumentos cuantitativos a nivel de niveles
de materia organica (Duval et al., 2013) y biomasa microbiana (Gabbarini et al., 2017)
también estan en sintonia con las diferencias en los CLPP de las practicas agricolas

presentadas aqui.

Muestras
Fuentes de . .
. Verano Invierno Verano Invierno
Carbono Verano Invierno con N con N
Ndiff  Ndiff
ReSBp;;a;CI'O” AN#MPA AN#MPA n.s. AN#MPA ns.  ns.
Acdo — AN#BPA=MPA)  AN#BPAZMPA  AN#MPA ANZMPA ns.  ns.
Cumarico
Aqdq ANZMPA AN#BPA=MPA) AN#MPA (AN=BPA)#MPA n.s. n.s
Propionico
V:r(::I(Iji?:o AN#BPA=MPA) AN#BPA=MPA) AN#MPA (AN=BPA}*MPA ns.  ns
Tabla 2.2: Comparacion entre las diferencias significativas de los tratamientos analizados por medio del
ANOVAM con Hostelling Test (P < 0,05). # indica diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuando se agrega el N a las suspensiones de suelo de las muestras de verano, los
CLPP inducidos por el agregado adicional de las fuentes de C mostraron diferencias

significativas entre AN y MPA, no pudiendo diferenciar a las BPA de los otros dos
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tratamientos. EI CLPP de las respiracion basal con el adicionado de N no presenté
diferencias significativas entre los tratamiento. Cuando el N es adicionado a las
suspensiones de suelo con las muestras de invierno, los AN se diferenciaron de las
MPA, siendo las BPA iguales a los otros dos tratamientos para los CLPP inducidos por
la respiracion basal y por el agregado del acido cumarico. Por otro lado, los CLPP
inducidos por los acidos propionico y vanilico mostraron diferencias significativas entre
las muestras de las BPA y las MPA (Tabla 2.2). Figuerola y compainiia presentaron que
la concentracion de N total en los tratamientos disminuye desde AN > BPA > MPA, con
lo cual el agregado de N a las soluciones de suelo podria estar suplementando un
factor limitante o deficiente, disminuyendo asi las diferencias entre los tratamientos
agricolas (Figuerola et al., 2012). El analisis de las respuestas diferenciales de los
Ndiff, que es producto de la diferencia entre las soluciones con el agregado de N o sin
N para el parametro Fmax, no muestran diferencias significativas entre tratamientos

para ninguna fuente de carbono (Tabla 2.2).

2.3.2) Analisis integral multivariado de los CLPP por tratamiento.

El ACoP basado en los 16 parametros evaluados de manera conjunta para cada
muestra de suelo sin N adicionado para ambas épocas, explico el 58,0% y el 28,4% de
la varianza para los PC1 y PC2, respectivamente (Figura 2.2A). Las muestras de
verano agruparon los suelos agricolas independientemente de su manejo, mostrando
que los suelos de las BPA y las MPA tienen CLPP similares y que se separan de los
suelos de AN (Figura 2.2A, circulos). Las muestras de inviernos, en cambio, agruparon
los suelos de AN y de BPA cercanos entre si, de acuerdo al CP1, que se diferencian
de las MPA. (Figura 2.2A, cuadrados). Los efectos estacionales de los CLPP son
separados a lo largo del CP2, estando las muestras de verano hacia el lado positivo
del CP2 y las muestras de invierno hacia el lado negativo del CP2. Podemos ver los
TMR se orientaron hacia donde se ubican las MPA y en cambio los AUCS8 hacia el lado
de las AN principalmente. Esto podria deberse principalmente a que cuando los TMR
presenten mayores valores, mayor fue el tiempo necesario para que iniciara el
consumo de O, y la fluorescencia aumente. Como muestra Gabbarini y colaboradores,
la biomasa microbiana disminuye desde los AN hacia las MPA (Gabbarini et al., 2017).
Por otro lado los Fmax y los AUC24 se orientaron hacia los valores positivos del CP2
donde se encuentran las muestras de verano. Estas observaciones estan
corroboradas por las distancias euclidianas entre los tratamientos (Tabla 2.4). Las

distancias entre las practicas agricolas es de 1,97 para las muestras de verano y 3,98
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para las muestras de invierno. La adicion de N a las suspensiones de suelo no
modifica la substancialmente la distancia de separacion entre los tratamientos y la

distribucion de las muestras en el grafico (Figura 2.2B, Tabla 2.4).

A 4537 UGG Frocva B 4,004 Fmax Vai AUC24 Cum
AUC24 Pro:m T daxprop Fimze Prop ALIC24 Prop
Fmax Cum Frmazx Cum Fimax RE
2694 AUC24Rs RE, 5424 ALIC24 RB
3 AUC24Vai S~ | THR Vi . LG8 Vi
o TMR Fl'rop F ThR Priop
N
; VR -RB g. TMR R
N 0,86-AUC8Cum TMR Cum 2L 0839 TMRCu ALICE Cum
~ AUCS8 Prop 2 AUCSRB
% 5 LUCE Prop
-0,754
0.977 aucsvai + - AUCE m%—<
-2,33 T T T 1
-2,80 ;
468 .94 0,80 354 6,28 -5,33 -2,51 0730 M 592
CP 1(58,0%) CP 1 (60,6%)

Figura 2.3: Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) muestran la distancia entre los CLPP. a) muestran sin agregado de N; b)
muestran con agregado de N. Cuadrado: invierno; circulos: verano. Blanco: muestras de los ambientes naturales (AN); Gris:
muestras de las buenas practicas agricolas (BPA); negro: muestras de las malas practicas agricolas (BPA). n=12.

De este modo podemos concluir que la fisiologia del suelo estimada por los CLPP
muestra un efecto estacional diferencial para con las practicas agricolas. Los CLPP de
invierno parecen ser mas apropiados que los del verano para hacer una distincion
entre suelos con diferentes manejos agricolas. El clima puede jugar un rol mayor,
debido a que la temperatura del suelo podria estar parcialmente influenciando la
humedad y la actividad del suelo (Davidson & Janssens, 2006), pero también existe un
factor importante que es el efecto de los cultivos, en estado avanzado de madurez,
sobre las comunidades microbianas del suelo, ya que influencian la actividad del suelo
muestreado en la capa superior del suelo (McDaniel et al., 2014). Estudios recientes
demuestran que la respiracion de los suelos esta principalmente regulada por la
humedad de los suelos (Bailey et al., 2017; Hawkes et al., 2017). Spedding et al.,
(2004) encontré una mayor variacion en la dinamica estacional en las comunidades
microbianas debido a los cambios en las comunidades fungicas. La medicion
cuantitativa de hongos y bacterias en estas mismos suelos por medio de los perfiles de
acidos grasos de las fracciones lipidicas mostré una disminucién de verano a invierno
para ambos grupos, pero los hongos sufrieron una disminucion mayor en sus valores
(Ferrari et al., 2015).

Con el fin de identificar cuales parametros podrian contribuir en mayor proporcion a
agrupar y separa las muestras de acuerdo a su uso y manejo (Tabla 2.5), se llevd a

cabo un analisis Discriminante Lineal (ADL) para las muestras de verano y de invierno,
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con y sin el adicionado de N (Figura 2.3). La discriminacién de las muestras de
acuerdo al uso y al manejo del suelo fue posible para las muestras para ambas la
época del afo sin el adicionado de N (Figuras 2.3A y 2.3B) mientras que el agregado
de N produce CLPP con menores diferencias entre los tratamientos. Las muestras no
presentan ningun patron de agrupamiento distintivo (Figuras 2.3C y 2.3D). La mejor
discriminacién se produce para las muestras de inviernos sin la adicién de N (Figura
2.3B). ElI ADL nos permitid seleccionar las variables o parametros de los CLPP que
tienen mayor en la funcion discriminante. Los parametros seleccionados fueron: el
AUC24 para acido Cumarico. Este parametro permitié discriminar los AN en ambas
épocas del ano, el Fmax con los acidos cumarico y propiénico y el AUC24 con el acido
vanillico podrian son parametros discriminativos de las MPA; el TMR de las respiraciéon
basal fue también discriminante de los AN. Finalmente el TMR con acido cumarico

resulto un parametro discriminante de las BPA en las muestras de invierno (Tabla 2.5).

Tratamiento Verano Invierno Verano con N Invierno con N
AN-BPA 5,79 7,85 5,49 3,64
AN-MPA 6,94 8,98 5,16 5,66
BPA-MPA 1,97 3,98 1,87 4,01

Tabla 2.3: Distancias Euclidianas entre los tratamientos derivados los Analisis Coordenadas

Principales.

La respiracién inducida por los acidos cumarico y vanillico podrian estar reflejando el
funcionamiento diferencial y particular de grupos microbianos responsables de las
diferencias fisiolégicas de los suelos a nivel de comunidades microbianas. Esta idea se
encontraria apoyada en el hecho de que los parametros derivados de las curvas de
consumo de oxigeno muestras que los mayores valores de los parametros en el
analisis de ADL diferencian entre las practicas agricolas. Estos acidos son compuestos
de la degradacion de la lignina y su ruta metabdlica es considerada relevante en el
funcionamiento del suelo y su ciclo de C (Zabaloy et al., 2010; Martens, 2002; Lin &
Brooks, 1999). Los acidos fendlicos tales como el cumarico pueden ser encontrados
también en los exudados de las raices. El maiz o la vegetacion de las praderas
contienen 15 y 5 veces mas 4&cidos fendlicos en comparacién con la soja,
respectivamente (Martens, 2000).esto permitiria interpretar que una habilidad de
respirar el acido cumarico se encontraria estimulada por seleccion en funcion del
sustrato disponible en los suelos de AN y las BPA dado que las BPA incluyen maiz y
cereales en sus rotaciones, en cambio las MPA estan principalmente basadas en el

monocultivo de soja. Esta hipétesis deberia ser puesta a prueba en un futuro
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analizando los efectos de intensificacion y diversificacion de los regimenes de la

rotacion de cultivos
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Figura 2.4: Andlisis discriminante lineal (ADL) de los CLPP para las muestras tomadas en A) Verano, B)
Invierno, C) verano con N adicionado, y D) Invierno con N adicionado. Colores : Blanco: muestras de los
ambientes naturales (AN); Gris: muestras de las buenas practicas agricolas (BPA); negro: muestras de las
malas practicas agricolas (BPA). n=3.

2.3.3) Andlisis de los CLPP basados en muestras de suelos secos.

Si bien nuestro primer objetivo fue analizar las diferencias entre los suelos con
diferentes manejos agricolas por medio del uso de los CLPP en muestras de suelos
frescas o conservadas a 4° C, también los cambios de los CLPP fueron comparados
en muestras secas procesadas previamente para su conservacion. El secado de las
muestras de suelo es una metodologia muy comun de preservacién de muestras de
suelo, y permitiria analizar y comparar muestras obtenidas en diferentes momentos.

En estos casos, las muestras de suelo son rehumedecidas antes de su ensayo
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biolégico de acuerdo al método utilizado en el laboratorio para la cuantificacion de la

biomasa microbiana (Widmer et al., 1989).

Muestras
Fuentes de -
Carbono Invierno Invierno con N Invierno
Ndiff
Respiracion ANZMPA ANZMPA n.s.
Basal
Acido  \\#(BPA=MPA) AN#MPA  AN#MPA
Cumarico
e n.s (AN=BPA)*MPA  n.s
Propionico
Acido AN#MPA (AN=BPA)*MPA  n.s
Vanillico
Tabla 2.4: Comparacion entre las diferencias significativas de los
tratamientos para las muestras secas tomadas en invierno,
analizados por medio del ANOVAM con Hostelling Test (P < 0,05).

En lineas generales, los suelos secos mostraron una demora en la respuesta

(mayores valores de TMR) y curvas mas simples con menores AUC24 y curvas con

menor grado de complejidad (picos simples; Figura 2.4). Sin embargo, cuando

utilizamos ANOVAM sobre el conjunto de pardmetros obtenidos de las muestras

secas, los CLPP de la respiracion basal y con el adicionado de los acidos cumarico y

vanillico mostraron diferencias entre las muestras de los AN y las MPA (Graficos no

mostrados). La respiracién basal y el acido vanillico mostraron a las BPA con

respuestas intermedias en comparacion con los AN y las MPA. En cambio, el acido

cumarico mostrd diferencias significativas entre los AN y las practicas agricolas.

Finalmente el acido propionico no mostro diferencias significativas (Tabla 2.4).
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Figura 2.4: Curva de fluorescencia comparativa (NRFU) entre suelos secos y suelos
frescos. Linea continua: suelo fresco; linea de puntos suelo seco.
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2.4) Conclusiones

Los resultados descriptos en este capitulo muestran que los CLPP poseen el
potencial para discriminar entre dos manejos agricolas en siembra directa
substancialmente muy similares por ser ambas tratamientos del suelo manejados en
Siembra Directa. Sin embargo, las diferentes practicas agricolas modifican los CLPP y
los agrupan segun el tratamiento a pesar de que las réplicas de los tratamientos se
realizaron en suelos con diferentes texturas y pertenecientes a diferentes ambientes
distanciados por cientos de kildbmetros. El andlisis multivariado nos permitié reducir un
set con muchos parametros obtenidos a partir de las curvas de consumo de O, a solo

un par de mediciones y comparaciones.

Pudimos observar que las muestras de suelo se agruparon principalmente de acuerdo
a las practicas agricolas del suelo mas que por el origen geografico de las muestras.
Ademas observamos una diferencia estacional entre las épocas de muestreo. Invierno
parece ser la época del ano mas adecuada para muestrear y llevar a cabo el
analisis que maximice las diferencias en la historia de uso y los tratamientos llevados a
cabo en los ultimos tiempos. Por otro lado hemos presentado una serie de posibles

indicadores de practicas agricolas.

El CLPP provee un enfoque simple para evaluar simultdneamente multiples atributos
funcionales de las comunidades microbianas y tener un potencial para proveer una
herramienta de monitoreo efectivo para respaldar la adopcién de practicas agricolas

sustentables en los suelos.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Rectángulo

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 2

54



Capitulo 3

Capitulo 3

Dinamica de un cambio en
el manejo del suelo, de la
Siembra Directa a la
Labranza Convencional y
viceversa
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3.1) Introduccioén

Los diferentes manejos de suelos y practicas agricolas modifican y direccionan la
estructura y las funciones de los ecosistemas agricolas. Los manejos del suelo mas
utilizados en nuestro pais son la labranza convencional y la siembra directa. La
labranza convencional (LC) es el manejo del suelo donde los residuos de los cultivos
son incorporados al mismo a través de la ruptura del suelo por medio del arado y la
rastra. La labranza se utiliza con el fin de introducir la materia organica, airear el suelo,
reducir la compactacion y controlar las plagas que afectan a los cultivos, lo que
incrementa la germinacién de las semillas y el rendimiento de los cultivos (Raper et al.,
2000). Sin embargo, también se sabe que la labranza produce la erosion del suelo por
perdida de materia organica, disminucién de la infiltracion del agua y perdida de la
estructura, disminuyendo la calidad del suelo debido a la destruccién de los agregados
del suelo y por ende su estructura (Allmaras et al., 2000). En contraposicion a la
labranza, la siembra directa (SD) es utilizada como técnica conservacionista al
incrementar los nutrientes y la estructura del suelo, incrementando los stocks de

carbono, y proporcionando un mejor habitat y sustrato para la biota (Holland, 2004).

Cuando se pasa de la labranza convencional a la siembra directa se ha documentando
la existencia de un retardo en la respuesta de los suelos (West & Post, 2002). Esta
demora se verifica, cuando se analizan los parametros como el incremento del
carbono, la utilizacién eficiente de los nutrientes o el impacto en el rendimiento de los
cultivos (Pittelkow et al., 2015a), todo ello asociado con el nuevo equilibrio de las redes
troficas (Phatak et al., 1999). Una correcta comprensién de la dinamica del suelo es
importante para poder identificar qué cambios en los parametros medibles se puede

esperar y cuan rapido estos cambios apareceran.

En este capitulo como primer objetivo se busco comparar a nivel quimico, fisico y
bioquimico las diferencias entre la LC y la SD. Y en segundo término, se comparé la
dinamica de cambio entre ambos tratamientos (de SD a LC y LC a SD) durante los
primeros tres anos. De acuerdo con algunos autores, se podria pensar que durante la
primavera y el verano las comunidades microbianas del suelo son mayores o mas
activas y se verian mas impactadas por los diferentes tratamientos del suelo, lo cual
aumentaria la sensibilidad de encontrar diferencias entre los tratamientos (Griffiths et
al., 2003; Jangid et al., 2008). Asumiendo esa hipétesis de trabajo, se tomaron
muestras de los suelos en estudio durante tres primaveras tardias de manera

consecutiva (2013-2015). Los suelos se analizaron en términos de su contenido de
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materia organica, composicion de agregados y comportamientos fisioldgicos en

términos de CLPP y perfiles de actividades enzimaticas.

Objetivos de este capitulo: estudiar las diferencias entre los manejos agricolas y
posteriormente la dinamica de cambio de manejo cuando se cambia de una labranza
convencional a una siembra directa y viceversa, cuando la siembra directa pasa a

labranza convencional.

Hipétesis: 1) El cambio de manejo no producira respuestas fisioloégicas con valores
cercanos a los presentados por sus controles actuales en un plazo relativamente corto

de tiempo (1-2 anos).

2) Las respuestas fisioldégicas tendran diferente dinamica segun la
direccion del cambio de manejo del suelo. Por lo que no sera equivalente el pasaje de
siembra directa a labranza convencional que el pasaje de labranza convencional a

siembra directa.
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3.2) Materiales y Métodos

3.2.1) Sitio de estudio y muestreo de los suelos.

El sitio de estudio corresponde a un ensayo localizado en el Establecimiento Hogar
Funke, (Tornquist, Provincia de Buenos Aires, Argentina; 38°09'S 61°57'0). El suelo es
Argiudoll Tipico y es representativo de la regién pampeana central-sudeste semiarida.
El clima es una temperatura continental semiarida. La temperatura anual promedio y

las precipitaciones son 15 °C y 799 mm, respectivamente.

El experimento fue establecido originalmente en 1986 en dos parcelas linderas de 8
Ha, con el propdsito de contrastar los dos sistemas de labranza: siembra directa y la
labranza convencional. La LC fue llevada adelante utilizando cincel y rastra de disco
con una profundidad de 7-20 cm. Exceptuando el laboreo del suelo, todas las otras
practicas agricolas siempre fueron similares entre ambas parcelas, -cultivos,
aplicaciones de agroquimicos, etc. Mas detalles se pueden encontrar en Galantini et
al., (2006) y Galantini & Keine, (2013), incluyendo las practicas de laboreo, secuencia
de cultivos y detalles de las propiedades fisicas y quimicas del suelo en cada

tratamiento.

Sobre la base del ensayo de mas de 30 afios de antigliedad, se realizé un cruzamiento
de manejos de laboreo del suelo. En junio del 2013 se subdividieron una parte de las
parcelas originales y a partir de ese momento se realizaron los laboreos en forma
cruzada, manteniendo un amplio sector con el laboreo original como control, es decir,
la parcela de la siembra directa queda subdividida en un sector que continu6é en
siembra directa (SD) y otro sector que se convirti6 en un nuevo tratamiento de
labranza convencional (N-LC). El mismo tipo de cambio se realizé en la parcela de
labranza convencional original, donde queda divida en la labranza convencional y en

una franja donde se realiza la nueva siembra directa (N-SD).

Los muestreos sucesivos se realizaron en puntos geolocalizados durante la primavera
tardia en los primeros dias de Diciembre de 2013, 2014 y 2015. Dado que el cambio
de labranza o manejo del suelo se realizé en los primeros dias de junio 2013, las

fechas de muestreo representan 6, 18 y 30 meses posteriores al cambio de manejo.

Las muestras fueron tomadas por quintuplicado para cada tratamiento en un area de 5
m? para cada submuestra compuesta por 25 piques de barreno, de 2 cm de diametro,
que fueron puestas juntas en una bolsa y mezcladas para formar una muestra

compuesta. Se tomaron muestras a dos profundidades 0-5 y 5-10 cm. Las muestras
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fueron conservada en frio y llevadas al laboratorio, donde fueron almacenadas en

heladera a 4° C previa preparacion de las mismas por pasaje por un tamiz de 2 mm.

3.2.2) Anadlisis de los Perfiles Fisiolégicos a Nivel de las Comunidades (CLPP) de

suelo.

SE utilizaron las microplacas de 96 pocillos con el sistema biosensor de oxigeno
(OBS) para los anadlisis fisiolégicos de suelo como ya fue descrito en el capitulo 2. Por
interrupciéon de comercializacion de las placas BD, las placas OBS utilizadas en esta
parte del trabajo fueron disefiadas y manufacturas de acuerdo al trabajo (McLamore et
al., 2014). Para mas detalles ver Anexo. En cada pocillo se agregaron 40 ul por de las
soluciones de las fuentes de carbono o agua desionizada estéril para determinar la
respiraciéon inducida por sustrato o la respiracidn basal, respectivamente. Las
suspensiones de suelo (160 ul) fueron pipeteadas en cada pocillo, resultando en un

volumen final de 240 ul con el agregado de 40 yl de agua desionizada estéril.

Las suspensiones de suelo fueron preparadas mezclando 1 g de suelos con 5 ml de
agua destilada estéril en un tubo de 15 ml conteniendo aproximadamente 5 ml de
perlitas de metal de 2 mm para mezclado y homogenizado mediante ULTRA TURRAX
Tube Drive (IKA, Alemania) durante 2 min. Las soluciones madre de fuente de C (300
Mg/L) y de N (60 pg/L) fueron preparadas para obtener una concentracion final de 50
mg/L de C. Las fuentes de C seleccionadas para el analisis de los CLPP fueron el
Acido p-Cumérico, Acido Propiénico y Acido Vanillico (Sigma, E.E.U.U.). Todas las
soluciones stocks y el agua destilada fueron esterilizadas utilizando filtros (< 0,22 um,

Sartor, E.E.U.U.) y almacenados a 4° C previos a ser ensayadas en las microplacas.

Los datos de las cinéticas fluorescentes del consumo de oxigeno fueron reportados
como unidades de fluorescencia relativa normalizados (NFRU), al dividir el valor de
fluorescencia en cada punto por el valor de 1 h después de haber comenzado el
ensayo. El tiempo minino de respuesta (TMR) fue definido como el tiempo necesario
para que se alcance un valor de 1.1 de NRFU. La cinética de fluorescencia muestra un
pico, donde la concentracion de oxigeno disuelto es minima, y como luego la actividad
respiratoria declina debido al agotamiento de la sustrato facilmente disponible, y la
continua difusién del O, regenera la matriz. El pico de la respuesta fluorescente
(Fmax) fue calculado para todas las muestras como otro parametro de la actividad

respiratoria, asumiendo una tasa de difusion constante.
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3.2.3) Anadlisis de la actividad de enzimas extracelulares (EAA).

La Actividad de las Enzimas Extracelulares (EEA) del suelo fue determinado de
acuerdo a Marx et al., (2001), utilizando microplacas de 96 pocillos y substratos unidos
a 4-metilumbelliferona (MUB) fluorescente; también se hicieron los controles
correspondientes (MUB mas suelo (quenching), Buffer MES mas sustratos, Buffer
MES mas suelo). Las muestras de los suelos de referencia (SD, LC) y los
correspondientes a los cambios de manejo (N-LC, N-SD) fueron analizadas para las
siguientes actividades enzimaticas: B-cellobiohidrolasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, [3-
glucosidasa, fosfatasa acida, y sulfatasa usando 4-metilumbelliferona--D-celobiosa,
4-metilumbelliferona-N-acetil-B-D-glucosamina, 4-metilumbelliferona-p-D-
glucopiranosa, 4-metilumbelliferona-fosfato, y 4-metilumbelliferona-sulfato como
sustrato, respectivamente. La suspension de suelo se realizd mezclando un 1 g de
suelo fresco con 100 ml de buffer MES 0,1 M pH 6,1. Las suspensiones de suelo
fueron obtenidas por el mezclado vigoroso durante 2 min por medio del sistema
ULTRA TURRAX Tube Drive (IKA, Alemania). Para la determinacion de cada actividad
enzimatica, en cada pocillo se agregaron 200 ul de la suspensién de suelo y 50 pl de
la soluciéon de los sustratos (200 uM). Las placas cargadas fueron incubadas 5 min a
30° C y luego se midio la intensidad de la fluorescencia en el lector de fluorescencia en
microplacas (POLARstar Omega, BMG LABTECH, Alemania) utilizando una longitud
de onda de 355 nm para la excitacién y de 460 nm para la emision. El equipo se
programo para que realice 25 ciclos de 60 segundos a 30° C. Los datos obtenidos en
unidades relativas de fluorescencia por min fueron convertidos en nM MUB [g Suelo]™
h™ de acuerdo a estandares especificos, que fueron preparados en submuestras de

varias suspensiones de suelo (Marx et al., 2001)
3.2.4) Cuantificaciéon de la biomasa microbiana (Cmic).

La medicion de la biomasa microbiana fue cuanquificada a través de la medicion del
carbono de la biomasa microbiana (Cmic) se realizdé por el método de extraccién-
fumigacion (Vance et al., 1987). Brevemente, las muestras del suelo fueron divididas
en cuatro submuestras de 7,5 g y cada submuestra fue puesta en un tubo Falcon de
50 ml. A dos de los tubos, se le agrego 0,4 ml de cloroformo libre de etanol (Research,
Argentina), y fueron incubadas durante 30 min, estas muestras son las muestras
fumigadas, y las submuestras no fumigadas (aquellas que no recibieron cloroformo)
fueron los controles. Posteriormente se agregd 30 ml de K,SO, 0,5 M, y se agito
durante una hora a una velocidad de 200 rpm. A continuacién se centrifugé a 800 g

(Thermo Electro Corporation, rotor R 8947, Reino Unido) durante 15 min y finalmente
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se filtr6 el extracto a través de papeles filtro de line azul FP0859 (Hahnemiihle,

Alemania).

El carbono de la biomasa microbiana (Cmic) fue estimado por la oxidacién de
bicromato (Joergensen & Mueller, 1996). Donde se tomaron 4 ml de la extraccion
filtrada y se le agregd 1 ml de K,Cr,O; 0,199 M y 4 ml de H,SO,. Se llevo al horno a
180° C durante 30 min. Posteriormente se le agrego 1 ml de H,Oq4 y se midieron en el
espectrofotometro a 590 nm las muestras fumigadas y las no fumigadas. Los valores
obtenidos fueron expresados como valores promedios basados en una curva estandar
con glucosa Yy biftalato de potasio (0.015 — 0.075 mg/ml). El Cmic fue expresado como
microgramo de C oxidable por gramo de suelo seco calculado como la diferencia entre
las submuestras del suelo fumigado y el suelo no fumigado. Finalmente a la diferencia

se la dividié por el coeficiente de extraccion de 0,45.
3.2.5) Cuantificacién de las fracciones de agregados.

El fraccionamiento granulométrico del suelo fue hecho mediante tamizado en humedo
(Galantini et al., 2005; Elliott & Cambardella, 1991). Brevemente, 20 g de suelo
previamente secado tamizado por 2 mm, fue dispersado en tubos Falcon de 50 ml con
50 ml de agua desionizada conteniendo 10 bolitas de metal (5 mm de diametro) para
facilitar la dispersion de los agregados y reducir los posibles problemas creados por
las diferencias en los contenidos de arena (Elliot & Cambardella, 1991). Las muestras
fueron sometidas a dispersion mecanica en un agitador orbital por aproximadamente
16 horas (40 rpm) para liberar los agregados. El tamizado fue hecho con un par de
tamices con mallas de 63 um y 105 um de tamano de poro de la red, hasta que el

agua que salia del tamiz mas pequeno era trasparente a ojo desnudo.

De este modo se obtuvieron tres fracciones de diferente tamario, la fraccion gruesa
(2000-105 pm), fraccion media (105-63 um) y la fraccion fina (<63 pm). El liquido
conteniendo la fraccion < 63 um fue centrifugado a 2000 rpm y transferido a una placa
de Petri. EI material retenido en cada tamiz fue también transferido a placas de Petri de

vidrio, secado a 105 °C durante 24 horas para posteriormente pesarlo.
3.2.6) Mediciones de las variables quimicas

Las mediciones de carbono organico total (COT) fueron hechas por medio de
combustion seca (LECO Carbonanalyzer). Las mediciones de Fosforo Extraible fueron
hechas por medio del método de Fosforo Bray. El pH fue medido en solucion acuosa
1:2,5. Estas mediciones fueron llevadas a cabo en el laboratorio del Dr. Juan Galantini,

en la Universidad Nacional de Sur.
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3.2.7) Analisis Estadistico

Las comparaciones entre las muestras de los diferentes tratamientos o manejos del
suelo fueron realizadas con el Analisis de la Varianza (ANOVA) y el test Fisher’s con
LSD 0.5 (P < 0,05). Cada parametro de los CLPP determinados en diferentes
condiciones de fuente de C y se realizo el ANOVAM seguido por una Prueba de
Hostiling para cada fuente de C. Las relaciones entre tratamiento fue visualizado por
medio Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) por medio de la distancia Euclidea.
El analisis de correlaciones fue realizado por medio de Coeficientes de Correlaciones
por Pearsons. Todo el andlisis estadistico fue realizado con el software INFOSTAT (Di
Rienzo et al.; 2013). Los graficos radiales de las EAA fueron llevados a cabo con la
normalizacién de las actividades enzimaticas, en la que al valor de la actividad de la
actividad extracelular se le resto el promedio de todos los valores de esa actividad y
posteriormente al resultado se lo divido por el desvid estandar para todos los valores

de esa actividad enzimatica. Los graficos fueron realizados en Excel (versién 2010).
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3.3) Resultados y discusion.

3.3.1) Caracterizacidon quimica de las muestras
Carbono Organico Total (COT)

Como se observa en la Tabla 3.1, la Siembra Directa (SD) mostré siempre valores
mayores de COT que la Labranza Convencional (LC), para los tres muestreos y
ambas profundidades. Se observa que los valores de ambos cambios de tratamientos
caen respecto a su tratamiento control anterior para todos los muestreos vy
profundidades con excepcion del muestreo a los 30 meses en la profundidad de 5-10

cm.

Para facilitar el analisis de la dinamica de cambio, se graficaron las proporciones de
cambio de los nuevos tratamientos respecto al tratamiento original, que se obtienen a
partir de dividir los valores de los nuevos tratamientos (N-SD o N-LC) por el valor del
tratamiento control original (LC o SD, respectivamente). En la figura (3.1A) se observa
la tendencia a aumentar del COT en la relacion N-SD/LC, y la tendencia a bajar de la
N-LC/SD. En el ANOVA por muestreo para los primeros 5 cm de profundidad, las
proporciones presentan diferencias significativas para el segundo (P = 0,0057) y tercer
muestreo (P = 0,003), a los 18 y 30 meses posterior al cambio, respectivamente. Para
la profundidad de 5-10 cm, las relaciones se comportan de manera similar entre los
muestreos a los 6 y 18 meses posteriores al cambio. Recién en el tercer muestreo la
relaciéon N-SD/LC tiende a subir y la relacién N-LC/SD a bajar y se observa diferencias
significativas (P = 0,0001; Figura 3.1B).

Existe una gran cantidad de trabajos donde observan que la SD presentan mayores
valores de COT en comparacion con la LC (Diaz-Zorita et al., 2002b; Spedding et al.,
2004; West & Post, 2002; Zhang et al., 2014). Respecto del efecto del cambio de
labranza, Franzluebbers & Arshad, (1996) presentaron que el cambio de suelos
labrados hacia practicas conservativas como la SD tuvo poco efecto sobre los valores
de materia organica del suelo en los primeros 6 afos. Sin embargo, Simmons &
Coleman, (2008) encontraron que el pasaje de la LC a la SD a los 5 afos siempre
presentd menores valores de C que a los 30 anos posteriores al cambio mostrando el
efecto beneficioso del cambio y, varios otros estudios mostraron mayores incrementos
de COT después de la conversion de la LC a la SD para medidas realizadas al cabo
de 3 y 7 afos, respectivamente (Mufoz et al.,, 2007; Pandey et al., 2014). La
disminucién del COT a corto plazo en los casos de los cambios de manejo podria estar

relacionado con un cambio en la actividad metabodlica de las comunidades microbianas
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del suelo (Parhust et al., 1997). En este sentido, Diaz-Zorita et al., (2002) llevo a cabo
ensayos donde se intercambian las labranzas con cuatro composiciones de cultivos
diferentes y al cabo de cuatro afios muestran que la acumulacion de C dependio6 de la
secuencia de cultivos, y que esta se incrementaba si se usaba maiz de manera

reiterada.

Fésforo extraible

Cuando analizamos el fosforo extraible (Pext, Tabla 3.1), se observé tendencias
similares a las que sucede con el COT, donde la SD presenté los mayores valores en
comparacion con la LC en los tres muestreos para la profundidad 0-5 cm, en cambio
en los 5-10 cm de profundidad, la LC presento mayores valores que la SD. La N-LC y

N-SD presentaron una disminucién en los valores respecto a los controles.

cot Pext Cmic  Cmic/Ctoc  >105  105-63 <63
(Mg/ha) (mg/kg) (Hg/gsuelo) (%) (%) (%) (%)
LC 2013 0-5 1,96+0,08 64+3  521+110 2,74+0,68 1523  27#2 54+4
N-LC 2013 0-5 247+06 538  351+77  1,63+0,48 255+1,5  30#1  43,5+1,6
N-SD 2013 0-5 1,65#0,02 38+5 342438  2,08#0,23 20£1,6 352  43%1,3
SD 2013 05 247+0,08 81+3  522+102 2,15:0,46  29+2  23+12 4608

TRAT. ANO PROF.

LC 2013 5-10 1,85£0,06 5745 418+67  2,23+0,32 17,6£1,6 30,6¥1,5 50,1+1,5
N-LC 2013 5-10 1,54+0,03 134 378105 2,45+0,69 25,2+0,8 34,7+0,45 38,8%1,1
N-SD 2013 5-10 1,56+0,03 293 343+84  2,17+0,51 16+0,88 36,4+1,4 453

SD 2013 5-10 1,94+0,08 514 394451 2,05+0,28 33+3 24,4+1,8 391

LC 2014 0-5 1,85+#0,05 5143 464+135 2,53+0,74 12,8+0,7 25+1 59,6+0,7
N-LC 2014 0-5 1,83%0,06 40+5 55070 3,03+0,44 20+1,6 310,62 47+1
N-SD 2014 0-5 1,68%#0,05 41+£2 458+87  2,69+0,48 18+1,7 29,3+1,8 49,7+1,2

SD 2014 0-5 2,39%0,09 66+3 55374 2,32+0,3 24,324 232+1,2 522

LC 2014 5-10 1,86+0,06 46+4 810+122  4,42+0,75 1342 27+1,2 58,2+1,6
N-LC 2014 5-10 1,73%0,06 36+2 825+32  4,81+0,32 18,7#3,7 32,4+1,1 46,7+3,5
N-SD 2014 5-10 1,62+0,06 25+2 854163 5,32+0,52 17,7#1,3 34,5x1,9 52,4414

SD 2014 5-10 1,9+0,07 53%8 698+76 3,67+0,35 26,5+1,6 25,7+1,7 49,6%3

LC 2015 0-5 2,51+#0,09 48+2 543+8 2,18+0,09 22,2+1,5 24,7+1,1 51+2
N-LC 2015 0-5 2,06£0,13 364 564+83 2,7¢0,4 31,921 31,9+0,6 34,2+0,9
N-SD 2015 0-5 2,32+0,04 40,9+6 487+28 2,1+0,1  30,4+1,5 34,8+1,1 358+2,7

SD 2015 0-5 3,14+0,07 70+2 560+8 1,79+0,05 39,4+1,2 27,9+0,9 30+0,9

LC 2015 5-10 1,97x0,07 494 394116 2,01£0,11 10,78%0,5 291 58,5%1,6
N-LC 2015 5-10 1,77+0,06 26+3 323144 1,81£0,21 14,5+0,8 32,4%1,2 50+2
N-SD 2015 5-10 2,04+0,05 2413 328124 1,62+0,13 14,7¢0,9 31,9%£1,3 50,4114

SD 2015 5-10 2,36+0,08 49+3 304+33 1,29+0,15 22,6+0,7 29,1£1,5 46,1£1,4

Tabla 3.2: Variables quimicas y fisicas de los tratamientos agricolas. n=5.
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Cuando se analiz6 las proporciones de cambio en los primeros 5 cm de profundidad
se observd una leve tendencia al alza en la relaciéon N-SD/LC y lo opuesto para la
relacion N-LC/SD, sin que se presenten diferencias significativas (Figura 3.1C). En
cambio, para la profundidad de 5-10 cm, no se observa ninguna tendencia (Fig. 3.1D).
Existe una correlacion positiva entre la cantidad de COT y Pext para ambas
profundidades (0-5: P = 0.01, 0.32; 5-10: P = 0.0005, 0.52; Tabla 3.3), lo que podria
estar relacionado con que una gran proporcion de Pext se encuentra secuestrado en la
materia organica (Sinsabaugh et al., 2008; Weil et al., 1988). En sintonia con nuestros
resultados, Zibilske y colaboradores encontraron que el P organico es menor en la LC
en comparacion con la SD en los primeros 8 cm de profundidad, y en mayores
profundidades la cantidad de fosforo aumenta en LC en comparacion con la SD,

atribuyéndolo a una re-distribucion del fosforo en la LC (Zibilske et al., 2002).

Carbono de la Biomasa Microbiana (Cmic)

El carbono de la biomasa microbiana (Cmic) mostré que la SD presentd los mayores
valores para la profundidad de 0-5 cm, pero para la profundidad 5-10 cm, la LC
presentd mayores valores que la SD (Tabla 3.1). Cuando se compararon por medio del
ANOVA, no se encontraron diferencias significativas para ningun tratamiento,
independientemente del muestreo o la profundidad. Cuando analizamos las
proporciones de cambio, observamos que no hay una tendencia de cambio definida
(Figura 3.1E y 3.1F). La acumulacion de biomasa microbiana en superficie de suelos
en SD ha sido demostrada en una gran cantidad de trabajos (Zhang et al., 2014;
Spending et al., 2004, Franzluebbers et al., 1996). Sin embargo, este fenémeno no ha
sido observado de manera concluyente en otros trabajos (Carpenter-Boggs et al.,
2003; Jiang et al., 2011a), indicando que no solo podria variar la cantidad sino también

la composicién del Cmic.

No se presentaron correlaciones entre los valores del COT vy los valores de Cmic (P >
0,05; tabla 3.3), a diferencia de lo que se observa en otros ensayos donde si existe
esta correlacion. Sin embargo, esta correlacién podria ser mas propia del Cmic con el
carbono activo que con el COT en suelos arenosos (Reeve et al., 2010; Weil et al.,
2003). Posiblemente esta correlacion se manifieste principalmente en suelos
arcillosos, donde hay tipicamente mayores concentraciones de biomasa microbiana
respecto a los suelos arenosos, como los estudiados en Funke (Franzluebber et al.,
1996).
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Nosotros utilizamos el método de medicién de la biomasa microbiana por medio de la
técnica de fumigacién-extraccion (CFE, chloroform fumigation—extraction; (Vance et
al., 1987) ya que este es uno de los métodos mas utilizados y deberia proveer un
indice total de la biomasa microbiana en suelo (incluyendo tanto bacterias como
hongos). La técnica CFE esta sujeta a ciertas limitaciones y puede sub- o sobreestimar
el Cmic con baja porosidad y/o altas concentraciones de materia organica. Sin
embargo, no existe un método de medicion de la biomasa microbiana que esté libre de
error (Fierer et al., 2009).

Cuando observamos la relacién Cmic/COT, que representa el porcentaje de Cmic en
el COT, vimos que para ambas profundidades la LC presenté mayores valores que la
SD. Ademas observamos que los nuevos tratamientos presentaron mayores valores
que los controles (Tabla 3.1). En 0-5 cm, se observd que a los 6 meses posteriores
del cambio, la N-SD presentd mayores valores que la N-LC, sin embargo estas
diferencias no fueron significativas. En cambio a los 18 y 30 meses, se observo que N-
LC presenta mayores valores que N-SD. Cuando analizamos las proporciones de
cambio, vimos que N-SD/LC crece a lo largo de los tres muestreos para ambas
profundidades, en cambio, la N-LC/SD aumentd a los 18 pero bajoé a los 30 meses
posteriores al cambio, para ambos muestreos (Figura 3.1G y H). Se ha sugerido que la
relacion Cmic/COT refleja el potencial de mineralizacién de la materia organica de los
suelos (Garcia-Orenes et al., 2010). La SD produce un aumento de los agregados de
mayor tamario del suelo, lo que conllevaria a una mayor proteccion y estabilizacion de
la materia organica (Six et al., 2000). Ademas otro aspecto involucrado seria la
concentracion de O, disuelto en el suelo, la cual es menor en SD y afecta la tasa de
descomposicion asi como también podria afectar la distribucidon de los microbios

aerobios y anaerobios (Zibilske et al., 2002).

3.3.2) Caracterizacion Fisica de las muestras

Entre las diferentes caracterizaciones fisicas que se pueden realizar de los suelos, nos
interesaba mirar la composicion de las proporciones de las fracciones de agregados
del suelo, pues esta mirada nos lleva a una nueva escala de analisis mas propia de la
escala microbiolégica. Donde los diferentes tamanos o tipo de microagregados son a
la vez pequefos nichos microbiolégicos cuya funcionalidad y composicién es en

general desconocida.
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Fraccion > 105

En el analisis de la cuantificacion de las tres fracciones de agregados de diferente
tamano, entre que se separaron las muestras de suelo, se observé que la SD presenté
los mayores valores de la fraccion de mayor tamafio (> 105 ym), y en cambio la LC
presenta los menores valores, para ambas profundidades (Tabla 3.1). Los cambios de
tratamientos presentan una cantidad intermedia de agregados > 105 um, la cuales no
presentaron diferencias significativas (P > 0,05). Cuando analizamos las proporciones
de cambio de la fraccién > 105 ym en la profundidad 0-5 cm se observa que la relaciéon
N-LC/SD es menor a uno. En cambio, la relacion N-SD/LC presenta valores cercanos
a 1,5. Lo que sugeriria que existe una manifestacién temprana del efecto del cambio
de labranza a nivel de la proporcion de microagregados de mayor tamafo. Ambas
relaciones muestras diferencias significativas para los tres muestreos y una tendencia
a bajar (Figura 3.2A). Cuando analizamos las proporciones de cambio en 5-10 cm
(Figura 3.2B), vemos que ambas relaciones tienen valores similares a los 6 meses
posteriores al cambio. Y a los 18 y 30 meses posteriores al cambio la N-SD/LC
aumento y se diferencié de manera significativa de la relacién N-LC/SD (P = 0.0034 y
P =0,0009).

Fraccion 105-63 um.

Cuando observamos lo que sucede con la fraccion media (105-63 ym), vimos que los
nuevos tratamientos (N-LC y N-SD) son los que presentaron los mayores valores de
esta fraccion para todos los nuestros y en ambas profundidades (Tabla 3.1). A su vez,
la LC presento mayores valores que la SD para los primeros dos muestreos, en
cambio, en el tercero se presentaron iguales o levemente mayores en la SD. Cuando
analizamos las proporciones de cambio, vimos que para 0-5 cm de profundida las
relaciones N-LC/SD y N-SD/LC se comportaron de manera opuesta. Entre el primer y
segundo muestreos la primera relacion sube y la segunda baja, y entre el segundo vy el
tercer muestreo, se dieron los movimientos opuestos (Figura 3.2C). En cambio, en 5-

10 cm de profundidad ambas relaciones bajaron (Figura 3.2D).

Fraccion < 63 um.

En la fraccion mas chica (< 63 ym) se observé que las muestras de la LC presentaron

los mayores valores para todos los muestreos y en ambas profundidades. No se
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A Proporciones de cambio para la fraccion >105 (0-5). B Proporciones de cambio para la fraccion >105 (5-10).
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Figura 3.2: Gréficos de proporciones de cambio para N-LC/SD y N-SD/LC para los parametros fisicos. a) fracciones de agregados >105 pym (0-5); b)
fracciones de agregados >105 um (5-10); c) fracciones de agregados 105-63 um (0-5) ; d) fracciones de agregados 105-63 pm (5-10); e) fracciones de
agregados <63 pm (0-5); e) fracciones de agregados <63 pm (5-10). n=5. El asterisco muestra diferencias significativas en entre las relaciones
(p>0,05).

observd una tendencia definida para los tratamientos que sufrieron el cambio de
labranza (Tabla 3.1). Las proporciones de cambio para la profundidad 0-5 cm
mostraron que a los 30 meses posteriores al cambio de manejo la relacién N-LC/SD

tiende a subir y en cambio la relacién N-SD/LC bajoé y mostré diferencias significativas
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(Figura 3.2 E). Para la profundidad 5-10 cm, las proporciones de cambio mostraron
que la relacion N-LC/SD tuvo un leve incremento y en cambio la relacion N-SD/LC se

mantuvo constante (Figura 3.2 F).

En un analisis integral de las variaciones en las proporciones de las diferentes
fracciones se observa que los valores de la fraccion >105 um se correlaciona
inversamente con los valores de la fraccion < 63 uym, por lo que se puede presuponer
que cuando una fraccion aumenta lo hace a costa de una agregacién a partir de las
fracciones menores, pues la otra disminuye (P < 0,0001; -0,74; Tabla 3.3). También
sufren una correlacion similar la fraccion media con la fraccidon < 63 ym pero en menor
medida (P =0,0266, -0,29; Tabla 3.3).

Cuando se correlacionan las fracciones de agregados con las variables quimica (Tabla
3.3) se vio que existe una correlacion positiva entre la fracciéon > 105 ym con el COT
(P < 0,0001; 0,56; Tabla 3.3) y en cambio de manera negativa para las fracciones
restantes (P = 0,02; -0,29 y P = 0,01; -0,34; respectivamente; Tabla 3.3) para la
profundidad de 0-5 cm. Por otro lado para la profundidad de 5-10 cm, se presentaron
correlaciones negativas entre la fraccién media con el COT y con el Pext (P = 0,0004; -
0,42 y P <0,0001; -0,54; respectivamente; Tabla 3.3). Mayores concentraciones de
COT almacenados en la SD podria ser atribuido a una mayor concentracién de MOP
secuestrado en la capa superior del suelo, interviniendo en la estabilizacion de los
macroagregados y contribuyendo en que la tasa de recambio se mas lenta en la SD
que en la LC (Fernandez et al., 2010; Six et al., 2000).

3.3.3) Caracterizacion fisiologica: analisis de las EEA.

La SD present6 valores, en promedio, 30% mayores que la LC para todas las enzimas
en la profundidad de 0-5 cm, en cambio en la profundidad de 5-10 cm se observé una
disminucion de la SD con respecto a la LC en un 5% para la PME y NAG, un 20% para
las enzimas involucradas en el ciclo del C, pero la SUL mostré un aumento en la SD
de 30% con respecto a la LC. El efecto positivo de la SD en las propiedades del suelo
ha sido sugerido en varios estudios (Alvear et al., 2005; E. Kandeler et al., 1999;
Roldan et al.,, 2005; Six et al., 2000), principalmente basado en la formacién y
estabilizacion de la materia organica dentro de los microagregados y macroagregados
(Six et al., 1999), por el incremento de la cantidad de residuos de los cultivos que
quedan en superficie (Deng & Tabatabai, 1996) y un aumento de la biomasa

microbiana (Sinsabaugh et al., 2008).
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B-glucosidasa.

Cuando analizamos la B-glucosidasa (BG) para la profundidad de 0-5 cm (Figura 3.4)
observamos que los mayores valores se presentaron en la SD en comparacién con la
LC. Los nuevos tratamientos sufrieron una caida respecto a los tratamientos
originales, en los primeros 6 meses posteriores al cambio. A los 30 meses observamos
que la N-SD presento valores similares a la SD y lo mismo sucede con la N-LC con
respecto a la LC. Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas (P > 0,05).
Cuando analizamos los tratamientos de 5-10 cm, vimos que la LC present6 valores
mayores que la SD. No fue posible identificar ningun patréon de cambio, ya que a los 6
meses los nuevos tratamientos fueron muy similares a la SD. A los 18 meses, la LC y
N-LC convencional presentaron valores muy similares entre si, y mayores a los valores
de la SD y la N-SD, que se diferenciaron entre si y de las labranzas (P < 0,05). Pero a

los 30 meses no se presentaron diferencias significativa entre ningun tratamiento.

BG (0-5) BG (5-10)
518,831 I 498,528 :[
e e
5 389,123+ 5 373,896
[} [}
> >
17 17
2 250,416 2 249,264
P P
o) o)
= =
= 129,708+ = 124,6324
=) =)
0,000 1 0,000+ 1
6 18 30 6 18 30
Meses posterior al cambio Meses posterior al cambio
IiLC B v [J nso [ so | [iLC B v [ vso [ s |

Figura 3.4: Gréficos de la actividad de la B-Glucosidasa para la profundidad a) 0-5 cm y b) 5-10. n=5.
(uM MUB / g Suelo.h)

Por otro lado, cuando analizamos las relaciones de cambio para la profundidad de 0-5
cm, vimos entre los 6 y 18 meses posteriores al cambio ambas relaciones aumentaron,
sin embargo hacia los 30 meses se observd que la relacibn N-SD/LC siguid
aumentando y, en cambio, la relacién N-LC/SD disminuyo, presentandose diferencias
significativas entre ambas proporciones (Figura 3.3A). Cuando analizamos las
proporciones de cambio para la profundidad 5-10 cm, se vio que las relaciones solo se
diferencian entre los 6 y los 18 meses, la relaciéon N-LC/SD aumentd para luego caer
hacia los 30 meses, en cambio la N-SD/LC se mantuvo constante (Figura 3.3B). Solo
se presentaron diferencias significativas en las relaciones de cambio a los 18 meses
posteriores al cambio (P = 0,024).
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La B-glucosidasa es una enzima extracelular que contribuye a la degradacion de la
celulosa y otros -1,4 glucanos. Su principal funcién es la degradacion de la celulosa a
glucosa. La BG es presentada como indicador util de la calidad del suelo para los
efectos de los manejos agricolas, la estabilizacion de la materia organica y los
cambios fisicoquimicos (Bandick & Dick, 1999; Mendes et al., 1999; Ndiaye et al.,
2000). Se ha reportado de manera reiterada que la mayoria de las enzimas
hidroliticas, entre las que se incluye a la BG, se incrementan cuando se reduce la
intensidad de la labranza mejorando el contenido de materia organica y biomasa
microbiana (Lagomarsino et al., 2009; Roldan et al., 2005). La presencia de residuos
de cultivos previos pueden incrementar la actividad de la BG (Allison and Vitousek,
2005), lo cual se ve altamente relacionado con la SD para los primeros 0-5 cm debido
a los residuos que se encuentran en superficie. En cambio en la LC, se podria estar
dando un efecto de redistribucion de las enzimas en todo el perfil del suelo similar a
que mencionamos cuando hablamos de las variables quimicas. La BG correlaciona
significativamente de manera positiva con el COT, tanto para 0-5 y 5-10 cm de
profundidad (0-5 cm: P = 0,02, 0,26; 5-10 cm: P > 0,0001, 0,76; Tabla 3.3), esta
correlacion lo hace un buen indicador del carbono de suelo. Esto se relaciona
probablemente a que los polimeros de celulosa y los B-1,4-glucanos dominan los
agregados de materia organica en los ecosistemas agricolas (Sinsabaugh et al.,
2008).

Cellobiohidrolasa.

La Cellobiohidrolasa (CEL), en la fraccion 0-5 cm de profundidad, las muestras de la
LC presentaron mayores valores que la SD en el primer muestreo, en cambio la SD
presentd mayores valores que la LC para los muestreos a los 18 y 30 meses
posteriores al cambio. Los tratamientos que sufrieron el cambio de manejo
presentaron una caida en la actividad de esta enzima a los 6 meses posteriores. A los
18 meses la N-LC y la N-SD presentan valores intermedios entre la LC y la SD; y a los
30 meses los nuevos tratamientos ya presentaron valores muy similares a su
tratamiento actual, sin embargo, no se presentaron diferencias significativas (Figura
3.5).

Cuando analizamos las proporciones de cambio (Figura 3.3C), se vio que la relacion
N-SD/LC aumenta en ambos periodos de tiempo, y en cambio, la N-LC/SD primero
cae levemente y luego aumenta. A los 18 y a los 30 meses posteriores al cambio se

presentan diferencias significativas entre ambas relaciones (P < 0,05).
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CEL (0-5) CEL (5-10)
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Figura 3.5: Gréficos de la actividad de la Celobiohidrolasa para la profundidad a) 0-5 cm y b) 5-10. n=5.
(uM MUB / g Suelo.h)

Cuando analizamos lo que sucede con la CEL para la profundidad de 5-10 cm, se vio
que la LC presenté mayores valores que la SD (Figura 3.5). Cuando analizamos las
proporciones de cambio en la profundidad de 5-10 cm, se observa que ambas
relaciones se comportan de manera similar y no se presentan diferencias significativas

entre las proporciones (Figura 3.3D).

La CEL es una enzima que hidroliza los dimeros de celobiosa desde terminales no
reducidos de moléculas de celulosa (Sinsabugh et al., 2008). Tanto la BG como la CEL
actuan como fuerte reflector de la mineralizacién del carbono (Kong et al., 2005). Y
como estas enzimas participan en la degradacién de la celulosa, es probable que la
biomasa microbiana produzca la secrecion de ambas enzimas en conjunto (Pandey et
al., 2014).

N-acetil-glucosaminidasa.

Cuando analizamos la N-acetil-glucosaminidasa (NAG) observamos que para la
profundidad de 0-5 cm, la SD presentd los mayores valores para los tres muestreos sin
que se presentaran diferencias significativas entre los tratamientos. En 5-10 cm de
profundidad, el tratamiento que presento la mayor actividad no fue siempre el mismo,
sin que hayan presentado diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 3.6).
Cuando analizamos las proporciones de cambio vimos que para la profundidad 0-5 cm
ambas relaciones se comportaron de manera similar, en cambio para 5-10 cm, solo
fueron similares en los primeros dos muestreos y a los 30 meses se diferenciaron,

aumentando la N-LC/SD y manteniéndose constante la N-SD/LC (Figura 3.3D).
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Proporciéon de cambio BG (0-5)

Proporcién de cambio BG (5-10)

Meses posterior al cambio

—&—N-LC/SD —O—N-SDILC

Figura 3.3: Graficos de proporciones de cambio para N-LC/SD y N-SD/LC para las actividades enzimaticas extracelulares. a) B-glicosidasa (0-
5); b) B-glicosidasa (5-10); c) cellobiohidrolasa (0-5) ; d) cellobiohidrolasa (5-10); e) N-acetil-glocosaminasa (0-5); f) N-acetil-glocosaminasa (5-
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10); g) fosfatasa acida (0-5) ; d) fosfatasa acida (5-10); i) arilsulfatasa (0-5) ; j) arilsulfatasa (5-10).n=5. El asterico muestra diferencias

significativas en entre las relaciones (p>0,05).
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La NAG juega un rol fundamental en la degradacion de la quitina, un compuesto
abundante en N en todos los suelos, y otros enlaces B-1,4-unidos a polimeros de
glucosamina (Sinsabugh et al., 2008). La presencia de quitina se origina por la
presencia de hongos y de insectos en el suelo, ya que la quitina es el componente
principal de la pared celular de hongos y del citoesqueleto de insectos. Tanto los
hongos como los insectos aumentan en los suelos agricolas manejados en SD en
comparacion con la LC (Dominguez & Bedano, 2016; Frey et al., 2006). Teniendo
estos conceptos como hipotesis de trabajo es posible pensar que en la N-SD los
valores de la NAG tiendan a aumentar con el tiempo mientras que bajen a niveles
minimos en la N-LC. La actividad de la NAG es importante porque participa en el
proceso donde la quitina es convertido en amino azucares, lo cuales son uno de las
principales fuentes de N mineralizables en los suelos (Ekenler & Tabatabai, 2002).
Altas concentraciones de N total en la superficies de los suelos con SD en
comparacion con dos tipos de labranza del suelo ha sido asociado con mayores
actividades de NAG (Ekenler & Tabatabai, 2002; Muruganandam et al., 2009) y ha
sido correlacionado de manera positiva con biomarcadores fungico (PLFA). Pudimos
ver que la actividad de la NAG cae de manera abrupta en la N-LC, lo que podria estar
relacionado con una caida en la biomasa fungica. En nuestro ensayos carecemos de
datos de N, pero podriamos incidir que se presentan mayores valores en la SD que en
la LC, lo cual ha sido corroborado por dato previos (Galantini et al., 2006; Galantini et
al., 2013).
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Figura 3.6: Graficos de la actividad de la N-acetil-glucosaminasa para la profundidad a) 0-5 cmy
b) 5-10. n=5. (uM MUB / g Suelo.h)
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Fosfatasa.

Cuando analizamos la fosfatasa (PME; Figura 3.7A) observamos que en la
profundidad de 0-5 cm, a los 6 meses posteriores al cambio se observa que los
nuevos tratamientos presentan mayores valores que los tratamientos que no sufrieron
cambios. A los 18 meses, se observo que la SD y la N-SD mostraron mayores valores
en comparaciones con la LC y la N-LC, siendo valores significativamente diferentes. A
los 30 meses, la SD presenta valores por encima de los otros tres tratamientos.
Cuando observamos las proporciones de cambio vemos que la relacion N-SD/LC
aumenta a los 18 meses y cae a los 30 meses posteriores al cambio. En cambio la N-
LC/SD tuvo una tendencia opuesta (Figura 3.3G).

En la profundidad 5-10 cm (Figura 3.7B), la PME mostré valores similares para ambos
cambio de tratamientos, con excepcion de N-LC a los 18 meses posteriores al cambio
donde aumenté en comparaciéon con el resto de los tratamientos. Cuando vemos las
proporciones de cambio se observa que ambas relaciones se comportaron de manera

similar (Figura 3.3H).
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Figura 3.7: Graficos de la actividad de la Fosfatasa para la profundidad a) 0-5 cmy b) 5-10. n=5.
(uM MUB / g Suelo.h)

La PME hidroliza fosfomonoesteres, y en algunos casos fosfodiesteres, liberando
fosfato (Sinsabugh et al., 2008). Los suelos con cobertura natural muestran mayores
valores de actividad fosfatasa, por lo cual se esperaria que haya mayores valores en
SD que en LC. Es posible que esto ocurra debido a que ésta enzima es mayormente
secretada por las raices de las plantas, y hongos y micorrizas asociadas (Joner et al.,
2000). Por otro lado, se observa una mayor actividad en los nuevos tratamientos, que

podria estar relacionado con la caida de la concentracion fosforo producida en los
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nuevos tratamientos posterior al cambio de manejo (ver valores de Pext en Tabla 3.1).
Algunos autores mostraron una relacion inversa entre la actividad fosfatasa y
disponibilidad de P en el ambiente (Sinsabaugh & Shah, 2012). Sin embargo, no hay
una correlacion significativa entre ambos parametros en nuestro estudio (P > 0,05;
Tabla 3.3).

Arilsulfatasa

Cuando analizamos la arilsulfatasa (SUL; Figura 3.8) observamos que los valores mas
altos se presentaron en la N-SD, con excepcion a los 18 meses posteriores al cambio
para la profundidad de 0-5 cm donde la mayor actividad pertenecié a la SD. La SD
presento mayores valores que la LC para ambos muestreos, lo que esta en
concordancia con lo publicado por otros autores (Deng & Tabatai, 1997). Cuando
analizamos la proporcion de cambio vemos que en la profundidad de 0-5 cm no
presentan una tendencia definida ni grandes cambios para ninguna de las dos
relaciones (figura 3.31). En cambio en la profundidad de 5-10 cm, se observd que la
relacion N-LC/SD tiende a subir y la relacién N-SD/LC a bajar hacia el muestreo de los
18 meses y lo hace de manera mas lenta para el muestreo a los 30 meses posteriores

al cambio (figura 3.3J).

La SUL es una enzima que cataliza la hidrolisis del arilsulfato por ruptura del enlace
O-S, y se cree que en el suelo se encuentra involucrada en la mineralizacién de los
esteres sulfatos (Deng & Tabatai, 1997) y que ademas la correlacionan de manera

positiva con el COT.
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Figura 3.8: Graficos de la actividad de la Arilsulfatasa para la profundidad a) 0-5 cm y b) 5-10. n=5.
(uM MUB / g Suelo.h)
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Graficos radiales de las actividades enzimaticas

Cuando se analiza el conjunto de las actividades enzimaticas como un perfil fisiolégico
se observan comportamientos integrales de los suelos analizados permiten ver como
los cambios de manejo en el tiempo se van asemejando fisioldgicamente al nuevo

manejo alejandose del perfil del manejo histérico del suelo previo al cambio.

En primer lugar cuando observamos los graficos radiales (Figura 3.9) tomando el area
del poligono generado por los valores relativos de las diferentes actividades
enzimaticas en el perfil 0-5 cm al comparar entre SD y LC observamos que para la
profundidad de 0-5 cm (3.9 A, B y C), la SD presenta una mayor superficie de los
pentagonos que la LC para los tres muestreos. En cambio para la profundidad de 5-10

cm (3.9 D, E y F) sucede exactamente el efecto opuesto.

A 6 meses (0-5) B 18 meses (0-5) ¢ 30 meses (0-5)
PME PME***
2
BG*** SuUL*
NAGH+ -

LC —= = =N-SD —LC = = =N-SD
SD = = =N-LC SD = = =N-LC

D 6 meses (5-10) E 18 meses (5-10) F

PME
2

Figura 3.9: Graficos radiales que ilustran la respuesta relativa de las actividades enzimaticas que diferencia los tratamientos
agricolas en (a) a los 6 meses posterior al cambio en 0-5, (b) a los 18 meses posterior al cambio en 0-5, (c) a los 30 meses posterior
al cambio en 0-5, (d) a los 6 meses posterior al cambio en 5-10, (e) a los 18 meses posterior al cambio en 5-10, (f) a los 30 meses
posterior al cambio en 5-10. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los diferentes tratamientos (*P < 0.05, **P <
0.01,**P <0.001, Fisher’'s LSD test). Abreviaciones de las enzimas: PME: fosfatasa, SUL: sulfatass, BG :B-glucosidasa, CEL: 8-
cellobiohidrolasa y NAG: N-acetil-glucosaminidasa.

Por otro lado, los graficos radiales ilustran la respuesta relativa de las actividades
enzimaticas a medida que pasa el tiempo desde el momento del cambio de manejo,
tanto para los perfiles enzimaticos del suelo en 0-5 cm (3.4 A, B 'y C), como en el perfil
5-10 (3.9 D, E y F). Se observa como en los suelos con cambio de manejo las areas
aumentan en el tiempo en los casos de N-SD y disminuyen en los casos de N-LC. En
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cambio, para la profundidad 5-10 cm se observa el efecto opuesto, la N-LC tiende a

aumentar y la N-SD a disminuir.

Analisis multivariados de las EEA.

Otra forma de analizar los perfiles enzimaticos de las muestras es a través de los
analisis multivariales, viendo como se distribuyen las muestras. El analisis de
Coordenadas Principales de los perfiles enzimaticos a lo largo del tiempo (Figura 3.10)
mostré como las muestras de suelo se separan de acuerdo a la labranza histérica al
principio mientras que las muestras correspondientes a los cambios de manejo se

diferencian de ambos manejos histéricos previos al cambio (Figura 3.10 Ay 3.10 D)

Con el paso del tiempo, las muestras correspondientes a los suelos con cambio de
manejo expresan perfiles enzimaticos que en el analisis multivarial se van pareciendo
cada vez mas al nuevo tratamiento y no al histérico previo al cambio de manejo
(figuras 3.5 B, C, E y F). Analizando con un poco mas de detalle, en el perfil
enzimatico, en 0-5 cm, a 6 los meses posteriores al cambio se observa el estado de
transicion que se encuentran las muestras N-LC y N-SD, y como para los 18 y 30
meses se van asemejando mas con los tratamientos actuales. Un patrén exactamente
similar se observa para la profundidad 5-10 cm. Todos estos cambios ocurren
principalmente a lo largo del eje del CP1 para el nivel de 0-5 cm y del eje del CP2 para
el nivel de 5-10 cm, con mayor eficacia en el muestreo a los 30 meses post cambio de
manejo. Cuando analizamos los parametros de las EEA vimos que en general para la
profundidad 0-5 cm se asociaron con la SD principalmente. En cambio, en la
profundidad de 5-10 cm, vimos que para el muestreo a los 6 meses posteriores al
cambio la BG, NAG y CEL se asociaron con la LC y al contrario la SUL y la PME
pareceria que se orientan hacia los cambios de manejo. A los 18 meses posteriores al
cambio la SUL se orienta hacia la SD, y la BG y CEL lo hacia el lado de la LC y la N-
LC. Finalmente a los 30 meses posteriores al cambio vemos que las actividades de las
CEL, NAG y PME, y en menor medida la BG y la SUL se asociaron con la LC y la N-
LC.

El tiempo de respuesta de las enzimas ha sido estimado en el orden de horas a dias
(Allison et al., 2013) con lo cual pareceria logica la respuesta encontrada en los ACoP
referidos. Sumado que a la estabilidad de las enzimas inmovilizadas en la fase mineral
puede llegar a persistir de meses a afnos (Tabatabai & Dick, 2002). Por otro lado, el

tipo manejo agricola influencia la biomasa y la actividad microbiana, y la actividad
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enzimatica a través de los cambios en la cantidad y calidad del aporte de los residuos
vegetales (Ekenler & Tabatai, 2002), y modifica la estructura fisica, principalmente en
la estabilizacion de los macro y microagregados (Six et al., 2000). La disminucion de
algunos parametros en los nuevos tratamientos, que se produce principalmente a los 6
meses posteriores al cambio, o incluso a los 18 y 30 meses para algunos parametros
podria estar relacionada con el stress fisiolégico producido por el cambio de
tratamiento. Este efecto que ha sido descripto parapara la actividad enzimatica
(Pandey et al., 2014; Simmons & Coleman, 2008) o en la acumulacién de la materia
organica (West & Post, 2002). Kandeler et al., (1999c¢) al investigar la influencia de las
practicas agricolas durante 10 afos, presentd que los cambios en la actividad
enzimatica de la Xilanasa y PME son muy tempranos en comparacion con otras

mediciones fisicas o quimicas.

6 meses posteriores al cambio (0-5) 18 meses posteriores al cambio (0-5) 30 meses posteriores al cambio (0-5)
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Figura 3.10: Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) de las actividades de las enzimas extracelulares para cada época. (a) a los 6 meses
posterior al cambio en 0-5, (b) a los 18 meses posterior al cambio en 0-5, (c) a los 30 meses posterior al cambio en 0-5, (d) a los 6 meses posterior al
cambio en 5-10, (e) a los 18 meses posterior al cambio en 5-10, (f) a los 30 meses posterior al cambio en 5-10.

3.3.4) Analisis de los Perfiles Fisiologicos a Nivel de Comunidades (CLPP).

Con el objetivo de ver si los CLPP son capaces de discriminar entre los suelos con
diferentes manejos, y también entre aquellos que han sufrido los cambios de manejos,
se realizé un analisis mutivariados del tipo ANOVAM para cada fuente de C (Tabla
3.2). En estos analisis se pudo corroborar que, en la profundidad 0-5 cm, a los 6

meses posteriores al cambio el agregado de los acidos propiénico y vanillico
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Capitulo 3

presentaron diferencias entre la LC y los tratamientos que sufrieron cambios (P <
0,05), a los 18 meses posteriores al cambio la respiracion basal y el acido propionico
diferencié a la LC del resto de los tratamientos (P < 0,01) y a los 30 meses en la
respiracion basal la LC y la N-LC se diferenciaron de ambos tratamientos en SD para
la respiracion basal (P = 0,001), el acido cumarico presento diferencias entre la LC y
los nuevos tratamientos (P = 0,001); el acido propidnico diferencioalaLC dela SDy a
la N-LC de la N-SD (P = 0,002); el acido vanillico presento diferencias entre la N-LC
del resto de los tratamientos y la LC de la N-SD (P = 0,001).

i alo 0-5cm 5-10 cm
Carbono 6 18 30 6 18 30
Resg;':acl“’“ ns. LC#SD/N-LC/N-SD  LC/N-LC#SD/N-SD ns. N-SD#SD/LC ns.
Acido
L. n.s. n.s. LC#N-LC/N-SD n.s. LC#SD n.s.
Cumirico
Acido ) CUNLCIN-SD LC#SDIN-LCIN-SD  N-LC#N-SD//LC#SD N-SD#SD/LC n.s. n.s
propionico
anci'lizo LC#N-LC/N-SD n.s. N-LC#(SD=(LC#N-SD) LC#SD/N-LC/N-SD  LC#SD#(N-LC/N-SD) n.s
Tabla 3.2: Diferencias significativas entre los tratamientos. #: se diferencian de manera significativa entre los
tratamientos; =: no se diferencian de manera significativa; n.s.: no presentan diferencias significativas para ningtin
tratamiento. n=5

El CLPP para la profundidad de 5-10 cm, se observo que a los 6 meses posteriores al
cambio de manejo vimos que la N-SD se diferencié de la SD y LC (P = 0,006), cuando
agregamos el acido propionico y con el acido vanillico la LC se diferencio del resto de
los tratamientos (P = 0,013). A los 18 meses vimos que para la respiracion basal la N-
SD se diferencio de la LC y SD (P = 0,045); por otro lado, la LC se diferencié de la SD
y también del resto de los tratamientos cuando agregamos de los acidos cumarico y
vanillico, respectivamente (P < 0,05). Finamente a los 30 meses no se presentaron

diferencias significativas entre los tratamientos.

El andlisis de los CLPP a través de otro analisis multivarial como es el Analisis de
Coordenadas Principales (ACoP) mostré una dinamica de cambio que no llega a que
los nuevos tratamientos se agrupen con tratamientos controles, diferencias de
agrupamiento menos claras que las que observamos en los perfiles enzimaticos
(Figura 3.11).

Cuando analizamos las diferencias entre las muestras de SD y LC, vimos que
presentaron las mayores distancias, con la excepcion del muestreo realizados a los 6
meses posteriores al cambio. Donde los nuevos tratamientos presentan un estado
similar entre si y se diferencian de la LC y la SD. Por otro lado cambios de

tratamientos mostraron que paso el tiempo posterior al cambio se presentaron muy
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cercanos y a medida que transcurrié el tiempo se fueron distanciando. Sin embargo,
en el tiempo analizado no se alcanza a ver que las muestras de los suelos con cambio

generen CLPP que se parezcan cada vez mas a los correspondientes a su nuevo
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Figura 3.11: Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) de los CLPP para cada época. (a) a los 6 meses posterior al cambio en 0-5, (b) a los 18
meses posterior al cambio en 0-5, (c) a los 30 meses posterior al cambio en 0-5, (d) a los 6 meses posterior al cambio en 5-10, (e) a los 18 meses
posterior al cambio en 5-10, (f) a los 30 meses posterior al cambio en 5-10.

Podemos ver que para la profundidad de 0-5 cm, a los 6 meses posteriores al cambio
los parametros de Fmax con las fuentes de C agregadas se orientaron hacia el lado de
la LC, en cambio los TMR se orientan hacia el lado de la N-LC. A los 18 meses
posteriores al cambio vemos que los Fmax se orientan hacia el lado de los Fmax y en
cambio los TMR hacia el lado de la LC. Finalmente, vimos que los Fmax se orientan
hacia la N-SD y en cambio los TMR hacia la N-LC. Para la profundidad de 5-10 cm,
vimos que a los 6 meses posteriores al cambio los Fmax se asocian con
principalmente con la LC y en menor medida con la SD, por otro lado, los TMR se
asociarian con los nuevos tratamientos. A los 18 meses con las fuentes de C
agregadas se orientaron hacia el lado de la LC, en cambio los TMR se orientan hacia
el lado de la SD. Finalmente a los 30 meses la LC se asocia con los Fmax con el
agregado de los &cidos vanillico y propiénico y el TMR de la RB. Por otro lado, la SD
se orientd hacia el lado de los TMR con el agregado de los acidos vanillico y
propionico y el Fmax de la RB. Podemos observa en ambos analisis mutivariados, que
la LC presentd las mayores diferencias con el resto de los tratamientos tanto para 0-5

cm de profundidad como en 5-10 cm.
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La labranza rompe e incorpora los residuos de los cultivos en las capas superficiales
de suelo. Se cree que los CLPP estan marcados principalmente por microorganismos
copiotréficos, ya que consumen rapidamente los sustratos agregados en este tipo de
ensayos (Lladé and Baldrian, 2017). Estudios metagendémicos comparando SD y la LC
muestran que las bacterias copiotroficas como los Firmicutes y las Betaproteobacterias
se encuentran en mayor abundancia en la LC en comparacién con la SD (Dai et al.,
2017; Silva et al., 2013). Lo que conlleva a que la descomposicién y mineralizacion
estén aceleradas, resultando en un incremento en la actividad microbiana. Seguido por
una disminucion del carbono microbiano y el contenido de N (Souza et al., 2013). Por
lo cual, la LC aumenta el consumo de oxigeno de las comunidades microbianas,
principalmente cuando se agrega fuentes de C y estos es consistentes con estudios
previos que muestran una promociéon general de la mineralizacion de la materia
organica (Al-Kaisi, 2001; Gomez and Garland, 2012; Pikul et al., 2001), posiblemente
por el aumento de la aireacion del suelo y la disminucidén de los macroagregados que
protegen la materia organica. Ademas se encuentra en sintonia con la relacion

Cmic/COT, que presenta mayores valores en la LC (Tabla 3.3).

3.3.5) Analisis de correlaciones

A continuacion intentamos poder correlacionar todas la mediciones realizadas en este
capitulo, tanto quimicas, fisicas y bioquimicas, con el fin de poder comprender un poco
mejor el sistema del suelo como un todo. Para poder observar de manera mas claras

las relaciones se puede observar la figura 3.12 y la tabla 3.3.

Cuando analizamos las correlaciones en 0-5 cm de profundidad (Figura 3.12A), el
COT presento una correlacion positiva con la fraccion de agregados de mayor tamafio
(> 105 ym, P = 0,0001), y una correlacién negativa con las fracciones restantes (105-
63 y < 63 pm, P < 0,05 para ambos casos). Lo cual nos sugeriria que el COT se
encontraria presente en mayores cantidades en las fraccion > 105 um, lo cual se
encuentra en sintonia con trabajos previos (Six et al., 2000) donde se hipotétiza que el
COT se estabiliza en los macroagregados mayormente. Por otro lado, vimos que la
actividad de las enzimas BG, NAG y PME se correlacioné de manera positiva con la
fracciéon > 105 um (P < 0,05). A su vez, la BG (P < 0,05) y la NAG (P < 0,05)
correlacionan con el COT de manera positiva. Marx et al., (2005) estudiaron la
actividad enzimatica y su distribucién en las diferentes fracciones del suelo y encontré
que la actividad de las carbohidrolasas disminuye desde la fraccion 2000-200 um

hasta la fraccion de 2-0,1 pm siguiendo la distribuciéon del C organico asi como
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también el incremento de la bioestabilidad de la materia organica. Por otro lado, los
Fmax (Cum, Prop y Vai) se correlacionaron de manera negativa con la fraccion > 105
pm (P < 0,05 para todos los casos) y de manera positiva con la fraccion < 63 um (P <
0,01), pero no se correlacionaron con el COT (P > 0,05). Lo cual nos sugeriria que la
mayor cantidad de la biomasa microbiana que respira o biomasa activa, se encuentra
en la fraccién de menor tamafio al igual que en los primeros 5 cm de suelo (Sessitsch
et al., 2001). Finalmente cuando correlacionamos las actividades enzimaticas de BG,
NAG y PME con los Fmax (RB, Cum y Prop), vemos que correlacionan de manera
negativa. Los cual nos podria sugerir que la actividad enzimatica es independiente de
la biomasa microbiana activa, es decir, serian enzimas extracelulares estabilizadas en
las fracciones de mayor tamafo donde ocurre la transformacion de las materia
organica, pues la actividad enzimatica se alojaria en las fracciones de mayor tamafo,
donde habria mayores cantidades de COT y la biomasa microbiana estaria en la

fraccidn mas pequena.

A 0-5cm B 5-10 cm

/,COT\ /COT\

>105 «——> BG/NAG/PME Fmax

X, o N
=l T

Figura 3.12: Grafico de correlaciones para las profundidades a) 0-5 cm y
b)5-10 cm. €——> : correlacion positiva, <—|—> : correlaciones
negativas. Correlacién de Pearsons.

El pH correlaciona de manera negativa con el parametro Fmax de la RB (P = 0,0031).
Lo cual podria estar indicando que la relacion hongos/bacteria influenciaria la

respiracion basal en los CLPP para la profundidad de 0-5 cm.

Por otro lado, en 5-10 cm de profundidad, las correlaciones entre Fmax y la BG no
variaron respecto a la profundidad 0-5 cm, se continuaron correlacionando de manera
negativa (P < 0,001). Pero NAG y PME no se correlacionan de manera significativa
con el Fmax pero si muestran una tendencia similar a BG. EI COT correlacion6 de
manera negativa con los Fmax (RB, Cum, Prop; P < 0,01) y de manera positiva con la

BG (P < 0,0001). Sin embargo, vemos que el COT no se correlaciond con las
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fracciones de mayor o menor tamafo de agregados, lo cual podria estar mostrando
una distribucién diferente a la observada en 0-5 cm. Por otro lado, las correlaciones de
BG y los Fmax se correlacionaron de manera positiva con la fraccién > 105 ym y de
manera negativa con la fraccion < 63 ym, presentando tendencias opuestas a las
vistas en 0-5 cm en el caso del Fmax. Esta diferencia entre 0-5 y 5-10 cm de
profundidad podria estar evidenciando el aporte significativo de los rastrojos a la
actividad microbiana y enzimatica en los primeros 5 cm de suelo y otros mecanismos
imperantes sobre el COT en los siguientes 5 cm de profundidad. Hasta el momento
por lo que nosotros sabemos sean realizados muy pocos estudios donde se intenta

entender el funcionamiento del suelo para dos profundidades diferentes.
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3.4) Conclusiones

En este capitulo realizamos el analisis de los datos desde dos puntos de vista, primero
nos centramos en ver las diferencias entre la siembra directa y la labranza
convencional. Podemos concluir que la labranza convencional se diferencia de la
siembra directa para los suelos estudiados pertenecientes a la region del sudeste de
la provincia de Buenos Aires. Posteriormente nos centramos en que sucede cuando se
llevan a cabo cambios en los manejos agricolas y se intercambian los manejos
agricolas, pasando de la LC a la SD y viceversa, pudiendo corroborar que los nuevos
tratamientos comienzan a parecerse a su nuevo sistema de manejo al cabo de
tres afos. Los cambios de manejos agricolas del suelo son una ocurrencia muy
comun en los establecimientos agricolas de nuestro pais y sus efectos desencadenan
una serie de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos. Hasta el momento pocos ensayos
han sido llevados a cabo en los cuales se estudien ambas direcciones del cambio de
manera simultanea. Los diferentes manejos agricolas alteran significativamente las

propiedades del suelo a nivel fisico, quimico y biolégico.

Cuando comparamos la siembra directa con la labranza convencional vimos que a
nivel quimico la SD presento mayores valores de COT, Pext y Cmic (estos dos
ultimos solo para la profundidad 0-5 cm, los que nos estaria mostrando una
distribucion diferencial de acuerdo a la profundidad analizada), en cambio la LC
presentd mayores valores del a relacion Cmic/COT, posiblemente relacionado con una
mayor mineralizacién en la labranza convencional. A nivel fisico con la cuantificacion
de fracciones de agregados vimos que la SD presento mayores valores de la fraccion
mas grande (> 105 um) que la LC, en cambio con las otros dos tamafios de fracciones
sucedi6 lo opuesto, la LC fue mayor a la SD. La actividad enzimatica de los primeros
cinco centimetros de los suelos en siembra directa es un 30% mayor que la misma
capa de los suelos labrados, en cambio ocurre lo opuesto en las capas mas profundas
para varias actividades enzimaticas, lo cual estd en sintonia con trabajos ya
publicados (Bandick & Dick, 1999; Mangalassery et al., 2015). Cuando las diferencias
entre la SD y la LC por medio del CLPP, vemos que ambos manejos agricolas se
diferencian para los muestreos a los 18 y 30 meses posteriores al cambio de manejo
para la profundidad 0-5 cm y en los muestreos a los 6 y 18 meses en la profundidad 5-

10 cm.

En cambio, cuando comparamos los cambios de tratamientos vimos que a nivel
quimico que los valores del COT y Pext para los tratamientos que sufrieron los

cambios de tratamientos caen posteriores al cambio respecto a los controles y en los
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Capitulo 3

tres anos analizados no vemos que la N-SD recupere niveles similares a la SD. Por
otro lado, las relaciones de cambio de estos dos parametros y el Cmic/TOC muestran
que la relacién N-SD tiende a aumentar con respecto a la LC y en cambio la N-LC
tiende a disminuir con respecto a la SD. A nivel fisico vimos que para la fraccién > 105
pUm a los 6 meses posteriores al cambio para la profundidad 0-5 cm, y entre los 6 y 18
meses para la profundidad de 5-10 cm ya presentaban valores similares a sus nuevos
controles. En la fraccion 105-63 um vimos que los nuevos tratamientos presentaron los
mayores valores, lo cual la podria estar situando a esta fraccion como fraccion buffer.
En la fraccion < 63 ym que la relacion N-SD tiende a disminuir con respecto a la LC y,

en cambio, la N-LC tiende a aumentar con respecto a la SD.

Por medio de las EEA fue posible ver la evolucién de los cambios de
tratamientos agricolas, tanto desde la LC hacia la SD como de la SD a la LC, de
manera muy clara. Por medio de los CLPP no fue posible ver que los suelos que
sufrieron el cambio de manejo se asemejen a sus nuevos controles, debido a que los
cambios se probablemente se produzcan en un plazo de tiempo mayor a los 3 anos,

que fue el plazo que nosotros estudiamos.

Por lo tanto, creemos que las EEA son mas propicias para analizar y monitorear los
procesos llevados a cabo por los cambios de manejos en el suelo. Consecuentemente,
estudios mas en profundidad de los mecanismos de estabilizacion de los suelos
agricolas son necesarios para dilucidar los procesos y el rol de las enzimas
extracelulares en el suelo y de las comunidades microbianas analizadas por medio de
los CLPP.
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4.1) Introduccién.

A pesar de los recientes estudios que han permitido incrementar el conocimiento
acerca de como los manejos agricolas influencian las comunidades microbianas del
suelo a gran escala, poco se sabe de lo que sucede con las comunidades microbianas
y sus distribucion estructural y funcional a una escala menor, a una escala de los mas
apropiada para los microorganismos (Ettema & Wardle, 2002). Los microambientes del
suelo presentan un nicho unico para las distintas comunidades microbianas (Kong et
al., 2011). Los cambios en los manejos agricolas alteran las propiedades estructurales
del suelo y con ello modifican los microambientes, incluyendo la distribucién de las
fracciones de agregados del suelo y la de los sustratos disponibles (Six et al., 1999;
Tiemann et al., 2015).

Las fracciones de agregados del suelo de diferentes tamafios constituyen los bloques
constitutivos de un sistema altamente heterogéneo de micro y macroagregados
presentes en el suelo intacto (Hemkemeyer et al., 2015). Las fracciones de agregados
difieren en la composicion mineraldgica y a su vez en la composicion y densidad de la
materia organica (Christensen, 2001b), por esto contribuyen a que se generen
diferentes microambientes selectivos para los microorganismos del suelo. Sin
embargo, el conocimiento de las comunidades microbianas y su actividad dentro de
las diferentes fracciones de agregados no esta dilucidado totalmente hasta el
momento. Comprender la distribucion de los microorganismos del suelo y la actividad
enzimatica en las fracciones de agregados permitiria determinar mejor cémo los
sistemas de labranza pueden influenciar el suelo a esta escala. Este conocimiento
podria ser utilizados para saber que manejos agricolas incrementan el secuestro de
carbono y nitrégeno en el suelo y a su vez, incrementar la productividad del suelo a
largo plazo (Kandeler et al., 1999c; Salinas-Garcia et al., 1997). Ademas, esta nueva
informacién a nivel de las fracciones de agregados nos permitiria ir comprendiendo
mejor el impacto de las actividades antropogénicas en el suelo, tanto en su

funcionamiento como en su estructura (Gupta & Germida, 2015).

En este capitulo se analizé el impacto de los manejos agricolas, la SD y la LC, sobre
las fracciones de agregados del suelo en las muestras pertenecientes al
establecimiento agricola Hogar Funke. Posteriormente estos resultados fueron
contrastados con las muestras de otro establecimiento, como lo es Las Matreras. Y
ademas, se busco caracterizar como las fracciones de agregados estarian afectando
las abundancias microbianas y sus funciones. Para ello se tamizo en humedo las

muestras de suelo correspondiente a los dos manejos agricolas en comparacién y
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Capitulo 5

posteriormente se cuantifico la poblacion de los dos grupos microbianos principales
(bacterias y hongos). Para comprender alguna de las actividades biolégicas que
ocurren a nivel de las fracciones de agregados se llevaron a cabo medidas
bioquimicas que nos permitieron construir el perfil enzimatico y el CLPP de cada

fraccion de agregados bajo su correspondiente tratamiento.

Para buscar estimar el aporte que realiza cada fraccién de agregados en cada
prestacion bioquimica, se calcularon la actividad relativa de cada fraccion con respecto

a su proporcion en el suelo sin fraccionar.

Objetivos de este capitulo: identificar si las practicas agricolas influencian la
distribucion cuantitativa y algunas actividades bioquimicas de las comunidades

microbianas del suelo en las diferentes fracciones de agregados medidas.

Hipétesis: 1) Las respuestas fisioldgicas de las fracciones de agregados de diferentes

tamanos seran propias del tamafo de la fraccion de agregados.

2) Los manejos agricolas no influencian las respuestas fisiologicas de las

fracciones de agregados.
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4.2) Materiales y métodos

4.2.1) Descripcion de los sitios

Para este estudio se utilizaron muestras de dos establecimientos agricolas en
produccion. El primer establecimiento de cual se tomaron muestra fue el Hogar Funke,
el mismo sitio que se utilizé en el capitulo 3. El segundo sitio elegido, a modo de
comparacion dada las particularidades del suelo de Hogar Funke, fue el

establecimiento agricola Las Matreras.

El primer sitio muestreado esta localizado en el Hogar Funke (Tornquist, Provincia de
Buenos Aires, Argentina; 38°09'S 61°57'0). El suelo es Argiudoll Tipico y es
representativo de regidbn pampeana central-sudeste semiarida. El clima es una
temperatura continental semiarida. La temperatura anual promedio y las

precipitaciones son 15 °C y 799 mm, respectivamente.

El experimento fue establecido en 1986 en dos parcelas de 8 hs adyacentes. Donde
se realizaron dos sistemas de labranza: siembra directa (SD) y la labranza
convencional (LC). La LC fue llevada adelante utilizando cincel y rastra de disco con

una profundidad de 7-20 cm.

Mas detalles fueron dados en el capitulo 3. Pero brevemente, los suelos de Funke con
SD presentaron 2,14 mg/ha de COT en comparacion con 1,86 mg/ha en la LC. Los
valores de Pext en las muestras de la SD fueron 66,13 mg/kg suelo en comparacion
con 56,67 mg/kg suelo en la LC. Los valores de Cmic fueron 614,85 y 662,62 ug/g
suelo en la SD y en la LC, respectivamente. Y el pH en ambos manejos agricolas fue
6.

El segundo sitio de muestreo se encuentra localizado en el establecimiento de Las
Matreras (Irineo Portela, Provincia de Buenos Aires; 33°58°S 59°40°N). El suelo es un
Argiudoll Tipico, del tipo franco arcilloso limoso. El suelo de la zona constituye una
unidad fisiografica (Pampa ondulada) caracterizada por un relieve predominantemente
ondulado y recortado en parte por cafiadas, arroyos y rios, donde sobresalen una serie
de elevaciones divisorias de aguas, interfluvios y areas de nacientes. La temperatura
anual promedio y las precipitaciones son 17,1 °C y 1070 mm, respectivamente. Los
suelos de las matreras presentaron valores similares, siendo 4,24 mg/ha de COT,

66,8 mg/kg suelo y un pH de 5,8.

Las muestras fueron recolectadas de los primeros cinco centimetros de suelo (0-5 cm)

en julio de 2014 para las muestras de Funke y en mayo de 2015 para las muestras de
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Las Matreras. Las muestras fueron tomadas por quintuplicado para cada tratamiento
en un area de 5 m? y estuvo compuesta por 25 piques de barreno, de 2 cm de
diametro, que se mezclaron para formar una muestra compuesta. La muestra fue
llevada al laboratorio en frio, donde una parte de la muestra fue secada a 40 °C y la
otra fue almacenada en heladera a 4 °C hasta su uso dentro de los dos primeros

meses posteriores al muestreo.
4.2.2) Fraccionamiento del suelo.

El procedimiento fue descripto por Stemmer et al., 1998a y modificado posteriormente
por Neumann et al., (2013). El suelo finalmente queda separado en cuatro fracciones
de agregados (2000-63, 63-20, 20-2, 2-0,1 um). Brevemente, un total de 20 g de suelo
seco se suspende en agua desionizada (suelo/agua: 1:5 p/v) y se ultrasénica con una
energia de 30 J/mL. El sonicado fue llevado a cabo por medio de un ultrasonicador de
bafo “UltrasonicCleaner” (Testlab S.R.L., Quilmes, Argentina). La fraccion de 2000-63
pm (arena) fue separada del resto de las fracciones por medio del tamizado de la
suspension de suelo con un tamiz con una malla de 63 um. El liquido filtrado por la
malla del tamiz, arrastrando todas las particulas menores a 63 ym, fue centrifugado a
50 g durante 15 min a 4° C (Centrifuga Refrigerada Multi-RF; Thermo Fischer
Scientific, EEUU). Para separar las fraccién de 2-0,1 ym (arcillas) de la fraccién 63-2
pum (limosa), el sobrenadante de la centrifugacion conteniendo la fraccion 2-0,1 ym fue
descartado en un vaso de precipitado y el precipitado fue re-suspendido en agua
desionizada y vuelto a centrifugar. La centrifugacion y re-suspension del precipitado
fue repetido siete veces mas con tiempos de centrifugacién decrecientes, 15, 13, 12y
11 min por duplicado cada uno de ellos, respectivamente, siguiendo el protocolo de.
Posterior a la ultima re-suspension, el precipitado fue tamizado en humedo con un
tamiz con una malla de 20 ym, separando asi la fraccion de agregados 20-2 pm
(limosa fina) que atraviesa el tamiz, de la fraccién 63-20 ym (limosa gruesa) que queda
retenida. Para aumentar la floculacion de las particulas menores a 2 ym, se agrego
Cloruro de Magnesio (MgCl,) -con una concentracion final de 3,3 mM- a los vasos de
precipitados donde se recogieron todos los sobrenadantes de los procesos de re-
suspension-centrifugacion y se incubo a 4°C durante toda la noche. Posteriormente a
la decantacion, las particulas < 2 um fueron concentradas por medio de la
centrifugacién durante 10 min a 2400 g. Todas las fracciones fueron secadas a 40 °C y

luego almacenadas a 4° C en heladera hasta su uso.

La distribucion en tamafio de las fracciones de agregados obtenidas fue: 2000-63 pym

(Fraccion arenosa), 63-20 ym (Fraccion Limo grueso), 20-2 ym (Fraccion Limo fino) y
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2-0,1 um (Fraccion arcillosa). Se establecio el peso total recuperado de cada fraccion y

el rendimiento total del fraccionamiento
4.2.3) Extraccion de ADN.

EL ADN microbiano del suelo fue extraido y purificado desde las muestras de suelo
(0,25 g) usando el kit de extraccion ZR Soil Microbe DNA MiniPrep ™ (Zymo Research
Corporation, E.E.U.U.) de acuerdo al protocolo de extraccion del fabricante. La
cantidad y la calidad (por medio de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y
230/260 nm) de ADN extraido se determiné por medio de un espectrofotdmetro

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, E.E.U.U.).
4.2.4) Cuantificacion de los grupos microbianos principales por qPCR.

La abundancia relativa de las copias de la subunidad pequefia de gen ribosomal del
ARN de bacterias y hongos fueron cuantificados usando el método y los
oligonucledtidos descripto por Fierer et al., (2005). Para hongos, el oligonucleétido
usado fue 5.8s (5'-CGTTGCGTTCTTCATCG-3") combinado con el oligonucleétido
ITS1f (6-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3"), mientras que para bacterias se usaron los
oligonucledtidos Eub338 (5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3) y Eub518 (5'-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3). Para estimar la abundancia de los genes ribosomales
del ARN de hongos y bacterias, se generaron curvas patrén usando diluciones
seriadas a partir de una muestra donde se sabe el numero de copias por gramo de
ADN de la Pseudomona protegens CHA@ o del Fusarium oxysporum. El volumen final
de la reaccién de real time-PCR fue 25 ul conteniendo 12,5 pl Master MixgPCR SYBR
(PB-L, Quilmes, BA, Argentina), 0,75 pl de cada primer de una concentracion de 10
MM, y 6 pl agua estéril y libre de ADN. Se agregé 5 pl en cada reaccién de las
muestras de ADN de suelo o el ADN utilizado como curva de calibracién. La reaccion
fue llevada a cabo en un ciclador Smart Cycler (Cepheid, E.E.U.U.) usando el
programa 94 °C por 15 min seguido por 40 ciclos of 94 °C por 30 s, 50 °C por 30 s and
72 °C por 30 s. Las curvas de hibridacién y los geles electroforéticos fueron llevados a
cabo para confirmar que los productos amplificados fueron del tamafo adecuado. El
nuamero de copias de cada gen bacteriano o fungico fue generado usando una
ecuaciéon de regresion para cada ensayo relacionando el valor del ciclo umbral (Ct)
para conocer el nimero de copias en los patrones con una concentracion conocida de
ADN por medio del programa Lin-RegPCR (Ruijter et al., 2015). Todas reacciones de
real time-PCR fueron corridas por triplicados para cada ADN extraido de las muestras

de suelo.
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4.2.5) Analisis de los Perfiles Fisiologicos a Nivel de las Comunidades (CLPP) de

suelo.

Se utilizaron las microplacas de 96 pocillos con el sistema biosensor de oxigeno (OBS)
para los analisis fisiologicos de suelo como ya fue descrito en el capitulo 2. Por
interrupcién de comercializacién de las placas originales de la empresa BD, las placas
OBS utilizadas en esta parte del trabajo fueron disefiadas y manufacturas en nuestro
laboratorio de acuerdo al trabajo McLamore et al., (2014). Para mas detalles ver Anexo
1. En forma similar a como se explicd en capitulos anteriores, las suspensiones de
suelo fueron preparadas mezclando 1 g de suelos con 5 ml de agua destilada estéril
en un tubo de 15 ml conteniendo aproximadamente 5 ml de perlitas de metal de 2 mm
para mezclado y homogenizado mediante ULTRA TURRAX Tube Drive (IKA,
Alemania) durante 2 min. Las soluciones madre de fuente de C (300 pg/L) fueron
preparadas para obtener una concentracion final de 50 mg/L de C. Las fuentes de C
seleccionadas para el analisis de los CLPP fueron el Acido p-Cumaérico, Acido
Propiénico y Acido Vanillico (Sigma, E.E.U.U.). Todas las soluciones stocks y el agua
destilada fueron esterilizadas utilizando filtros (<0,22 um, Sartor, E.E.U.U.) y
almacenados a 4° C previos a ser ensayadas en las microplacas. En cada pocillo se
agregaron 40 pl de las soluciones de las fuentes de carbono o agua desionizada
estéril para determinar la respiracion inducida por sustrato o la respiracion basal,
respectivamente. Las suspensiones de suelo (160 ul) fueron pipeteadas en cada
pocillo y con el agregado de 40 pl de agua desionizada estéril se llego a un volumen
final de 240 pl.

Los datos de las cinéticas de fluorescencia de los consumos de oxigeno fueron
expresados como unidades de fluorescencia relativa normalizados (NFRU), al dividir el
valor de fluorescencia en cada punto por el valor de fluorescencia medido a 1 h
después de haber comenzado el ensayo. El tiempo minino de respuesta (TMR) fue
definido como el tiempo necesario para que se alcance un valor de 1,1 de NRFU. La
cinética de fluorescencia muestra un pico, donde la concentracion de oxigeno disuelto
es minima, y como luego la actividad respiratoria declina debido al agotamiento de la
sustrato facilmente disponible y la continua difusién del O, que regenera la matriz. El
pico de la respuesta fluorescente (Fmax) fue calculado para todas las muestras como

otro parametro de la actividad respiratoria, asumiendo una tasa de difusion constante.
4.2.6) Analisis de la actividad de enzimas extracelulares (EAA).

La Actividad de las Enzimas Extracelulares (EEA) del suelo fue determinado de

acuerdo a Marx et al., (2001), utilizando microplacas de 96 pocillos y sustratos unidos
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a 4-metilumbelliferona (MUB) fluorescente; también se hicieron los controles
correspondientes (MUB mas suelo (quenching), Buffer MES mas sustratos, Buffer
MES mas suelo). Las muestras de suelo sin fraccionar y las fracciones de agregados
fueron ensayadas para las siguientes actividades enzimaticas: B-cellobiohidrolasa, N-
acetil-B-glucosaminidasa, B-glucosidasa, fosfomonoesterasa, y sulfatasa usando 4-
metilumbelliferona-3-D-celobiosa, 4-metilumbelliferona-N-acetil-B-D-glucosamina, 4-
metilumbelliferona-f3-D-glucopiranosa, 4-metilumbelliferona-fosfato, y 4-
metilumbelliferona-sulfato como sustrato, respectivamente. La suspensién de suelo sin
fraccionar y de las fracciones de agregados analizadas se realiz6 mezclando un 1g de
suelo fresco con 100 ml de buffer MES 0,1 M pH 6,1. Las suspensiones fueron
obtenidas por el mezclado vigoroso durante 2 min por medio del sistema ULTRA
TURRAX Tube Drive (IKA, Alemania).

Para la determinacién de cada actividad enzimatica, en cada pocillo se agregaron 200
pI de la suspension de suelo sin fraccionar y las fracciones de agregados y 50 pl de la
solucion de los sustratos (200 uM). Las placas cargadas fueron incubadas 5 min a 30°
C y luego se midi6 la intensidad de la fluorescencia en un lector de fluorescencia en
microplacas (POLARstar Omega, BMG LABTECH, Alemania) utilizando una longitud
de onda de 355 nm para la excitacion y de 460 nm para la emisién. El equipo se
programo para que realice 25 ciclos de 60 segundos a 30°C. La fluorescencia fue
convertida en una cantidad de MUB (nM MUB [g Suelo]” h™"), de acuerdo a estandares
especificos, tomando en cuenta la cantidad del grado de la disminucién de la
fluorescencia, a través de la materia organica y las particulas de suelo, en cada

suspension (Marx et al., 2001).
4.2.7) Andlisis Estadistico

Las diferencias entre los sitios agricolas fueron caracterizadas con un analisis de la
varianza multivariado (ANOVAM), y usando el test de Hostelling (P < 0,05) para mirar
las diferencias significativas. También se utilizé esta herramienta para caracterizar los
CLPP. Los parametros calculados para los tratamientos y las fracciones de agregados
del suelo fueron analizadas por medio del test o ensayo de analisis de la varianza
(ANOVA) con el test Fisher's LSD0.5 (P < 0,05) utilizado para mirar diferencias entre
los tratamientos. Las relaciones entre tratamientos caracterizados por medio del perfil
enzimatico o con el CLPP fue visualizado por medio Analisis de Coordenadas
Principales (ACoP) de acuerdo a las distancias euclideas entre las muestras. Ademas,

las variables fueron agregadas a partir de célculos del Analisis de Componentes
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Principales (ACP) que presentaron la misma distribucion. Todo el analisis estadistico

fueron realizados con el software INFOSTAT (Di Rienzo et al.; 2013).
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4.3) Resultados y discusion

4.3.1) Resultados de los suelos de Funke.
4.3.1.1) Analisis del suelo sin fraccionar.

Para poner en contexto los resultados que se obtuvieron a partir del analisis de las
fracciones de agregados del suelo, comenzamos describiendo el comportamiento de
los suelos sin fraccionar (SSF) con el fin de observar como los manejos agricolas
afectan a las propiedades bioquimicas del suelo (EEA y CLPP) como punto de partida

inicial.

CLPP

Cuando estudiamos por medio del Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)
basados en los parametros del CLPP (Figura 4.1) se observo que el CP1 explico cerca
del 44% de la varianza y el CP2 el 22,2% de la varianza. Se observé una distribucién
por tratamientos agricolas, sin que las submuestras de cada manejo se mezclen.
Pudimos observar que los parametros de Fmax con el agregado de acido Cumarico, y
los TMR de la respiracion basal y con el agregado de acido Vanillico se asocian con
las muestras de la SD hacia el lado negativo del CP1. En cambio, los Fmax de la
respiracion basal y con el agregado de acido vanillico y el TMR con acido cumarico se

asocian con las muestras de la LC hacia el lado positivo del CP1.

A CLPP Funke B EEA Funke
. P HAG . )
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* o
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o oo TMRRB o » -
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Figura 4.1: Andlisis de Coordenadas Principales de las muestras de los suelos sin fraccionar. a) CLPP, b) EAA. n=3.
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Perfil enzimatico.

De forma similar cuando se observé el ACoP del perfil enzimatico (Figura 4.1B), los
CP1 explico el 79,5% de la varianza y el CP2 el 12,2% de la varianza. Se pudo
observar que las muestras se separan por tipo de manejos agricola al igual que en el
CLPP, donde las muestras de la SD se ubicaron hacia el lado negativo del CP1 y se
asociaron con las enzimas BG y PME y las muestras de la LC se orientaron hacia el

lado positivo del mismo eje agrupandose con las enzimas CEL y SUL.

Los efectos benéficos de cada sistema de labranza esta relacionado con las
caracteristicas de los suelos, como el contenido de arcilla, y de las condiciones
ambientales, asi como también la temperatura y las precipitaciones de los sitios donde

se encuentran ubicados estos suelos (Zhao et al., 2017; Rusinamhodzi et al., 2011).

4.3.1.2) Distribucion de las fracciones de agregados

La distribucidon de las fracciones de agregados obtenidas a partir del fraccionamiento
en humedo de los manejos agricolas es mostrada en la Tabla 4.1. Los suelos de
Funke presentaron la mayor proporcion de agregados en la fraccion 2000-63 um
(arenosa), siendo en las muestras de la SD un 20% mayor, y estadisticamente
diferente (P = 0,0186). Posteriormente seguido por la fraccion 63-20 ym, donde las
muestras de la LC fue un 25% mayor, y estadisticamente diferente, a las muestras de
la SD (P = 0,0279). Finalmente las fracciones 20-2 y 2-0,1 ym presentaron mayores
valores en las muestras de la LC con respecto a las muestras de la SD pero no

presentaron diferencias significativas.

Trat. 2000-63 pm 63-20 ym 20-2 ym 2-0,1 ym  Recuperado
LC 48,8+1,1 36,5+1,8 6,1+1,7 310,45 94422
SD 61,4+1 27,7+1,9 4,7+0,7 2,0+0,1 96127

Tabla 4.1: Distribucién de las fracciones de agregados de los suelos utilizados. Media  Error
Estandar. n=5. (%). Trat. = tratamiento; LC = labranza convencional; SD = siembra directa

Se observa que estos resultados son similares a los observados en el capitulo 3,
donde las muestras de la SD presento mayores cantidades de las fracciones grandes
(> 105 um) en comparacion con la LC (seccién 3.3.2). Sin embargo, vario las
distribucion de cada fraccion ya que para este capitulo se llevo a cabo un tamizado en
humedo menos agresivo con el fin de preservar las comunidades microbianas del
suelo. Por lo cual la fraccion mas grande es mas abundante en contraste con lo

observado en el capitulo anterior. Estudios previos evidencia que los manejos
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agricolas influencia la distribucién de las fracciones de agregados (Helgason et al.,
2010; Schutter & Dick, 2001; Zhang et al., 2016).

4.3.1.3) Cuantificaciéon del ADN extraido.

Cuando analizamos las extracciones de ADN de las muestras de Funke (tabla 4.2) se

vio que las mayores cantidades en las muestras de la SD fueron en la fraccion 20-2

Mm y en las muestras de la LC fue en la fraccion 2000-63 ym. Las muestras de la SD

presentaron mayores valores en todas las fracciones y en el SSF en comparacion con

las muestras de la LC, con excepcion de la fraccion de agregados 2000-63 pm que

fueron menores. Solo fueron capaces de ser diferenciadas de manera significativa en

la fraccién de agregados 20-2 um (P = 0,0228), para las restantes no hubo diferencias

significativas.

Trat. 2000-63 ym  63-20 pm 20-2 ym 2-0,1 ym SSF
LC  22,5¢25 13,940,9 12,841,4 14,31,8 16,845
SD  22,1#1,3 17,5¢1,5 23,9+2,7 17,7¢41,8 20,814

Tabla 4.2: Cantidad de ADN extraido de cada fraccion de agregados. Media Error
Estandar. n=5. (ug ADN/g Fraccion). Trat. = tratamiento; LC = labranza convencional; SD =
siembra directa

Valores publicados por

otros autores son similares a nuestros

resultados

(Hemkemeyer et al., 2015; Neumann et al., 2013). Nuestros valores no presentan

21,84+ -4,5%

+3%

16,384

10,924

ug/ g Suelo

5,46

0,00+
LC SSF LC Sum FracSD SSF SD Sum Frac

|i 2000-63pm [] 63-20pm [ 20-2pm || 2-0,1um |

Figura 4.2: Grafico que muestra la sumatoria de las
fracciones de agregados relativizado a su contribucién en
el suelo total (Sum Frac) en comparacion con el suelo sin
fraccionar. (ug ADN/g Suelo). n=3. El numero arriba de las

columnas muestra la diferencia entre el suelo sin
fraccionar y la sumatoria de las fracciones. LC = labranza

convencional; SD = siembra directa.

relacion entre tamano y cantidad de ADN

extraido de las fracciones de agregados.

Cuando analizamos lo que representa el
de de

agregados en el suelo sin fraccionar, el

porcentaje cada fraccién
ADN extraido en cada fraccion de
agregados por gramo de suelo vimos que
la contribucion de cada fraccidon de
agregados disminuye a medida que
disminuye el tamafio de fraccion (Figura
4.2). Ademas, la recuperacion estuvo
100%.

encuentran en oposicién a lo observado

cercana al Estos resultados se

por otros autores, donde el aporte al
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suelo sin fraccionar aumenta a medida que disminuye el tamano de fraccion de
agregados (Hemkemeyer et al., 2015; Neumann et al., 2013). Esto puede deberse al
gran porcentaje de suelo que representa las fracciones de mayor tamafo, en
comparacion con otros estudios realizados donde la distribucion de las fracciones de

agregados es mas homogénea.

4.3.1.4) Cuantificacién de los grupos microbianos principales.

Cuando analizamos la abundancia relativa de las bacterias y los hongos, cuantificados
por medio de gPCR, vimos que no se presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos, ni entre las fracciones de agregados (P > 0,05). Cuando analizamos la
abundancia relativa de las bacterias vimos que para ambos tratamientos la fraccién
que presento la mayor abundancia relativa fue la fraccion de agregados 20-2 um. En el
SFF y en la fraccion 2000-63 um, la SD presenta una mayor abundancia relativa,
aproximadamente un 80%, en cambio, para las fracciones restantes la abundancia

relativa fue mayor en la LC.

Cuando observamos que sucede con los hongos en Funke, vimos que la abundancia
relativa en las muestras de la LC fue mayor en la fraccién de agregados 63-20 umy en
las muestras de la SD la fraccién 20-2 um. Ademas vimos que las muestras de la SD
presentaron mayores valores en todas las fracciones de agregados. Por otro lado, las

muestras de la LC presentaron una mayor abundancia relativa en el SSF.

Cuantificacion Trat. 2000-63 pm 63-20 um 20-2 ym 2-0,1 ym SSF % recup

Bacterias LC 1,89 9,85 25,90 2,88 3,62 171
SD 10,16 6,92 25,60 2,61 4,46 211
Hongos LC 0,54 0,83 0,72 0,05 0,31 198
SD 1,74 1,66 3,06 0,28 0,12 1321
Relacion H/B LC 0,29 0,08 0,03 0,02 0,09
SD 0,17 0,24 0,12 0,11 0,03

Tabla 4.3: Abundancias relativas bacterias y hongos para cada tratamiento, y la relacién H/B. SSF:
Suelos sin fraccionar n=3. (n° Copias. x108/ g Fraccién). %recup = porcentaje de recuperacion de
cada fraccién de agregados respecto a lo que contribuye en el SSF. Trat = tratamiento; H/B =
hongos/bacterias SSF = suelo sin fraccionar; LC = labranza convencional; SD = siembra directa

Se ha demostrado que cerca del 75% de las bacterias se encuentran ubicadas en las
fracciones de menor tamafo (Vos et al.,, 2013). Algunos autores sugieren que el
aumento de la abundancia relativa a medida que disminuye el tamafno de la fraccion
de agregados esta relacionado con la perdida de carbono y nitrégeno organico debido
a la intensificacion de los tratamientos (Kandeler et al., 1999c). Ademas se ha sugerido

que el aumento de la abundancia con la disminucion del tamafo de fraccion de
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agregados también se encontraria relacionado con el aumento de la sumatoria del

area de superficie de las particulas mas pequenas de suelo (Hattori, 1988).

Varios estudios han demostrado que la abundancia relativa de los hongos
cuantificados por medio del nimero de copias de gen ribosomal 18S aumenta a
medida que disminuye el tamano de la fracciones de agregados (Hemkemeyer et al.,
2015; Neumann et al 2013). Otros autores utilizando otro tipos de técnicas como los
PLFA o el ergosterol han mostrado la situacién contraria, donde la abundancia de los
hongos disminuye con la disminucion de las fracciones de agregados (Jiang et al.,
2011b); Helganson et al., 2010; Six et al., 2006). No podriamos establecer que los
hongos sean dominadores de las fracciones de agregados de mayor tamano ya que
en nuestros resultados no se presentaron diferencias significativas entre las fracciones
de agregados (P > 0,05). Por lo cual alguno autores sugieren que los hongos
filamentosos podrian estar interactuando de manera simultaneamente con las

diferentes fracciones de agregados (Henkemeyer et al., 2014).

Posteriormente cuando analizamos la relacion hongos/bacteria vimos que tanto para la
LC como para la SD la relacién disminuye a medida que disminuye el tamafo de las
fracciones de agregados. Lo cual nos estaria sugiriendo que la abundancia relativa de
los hongos en relacién a la abundancia relativa de las bacterias disminuye desde las

particulas mas grandes a las mas pequenas.

Varios estudios han demostrado que la relacion de hongos/bacterias disminuye a
medida que lo hace el tamafo de agregados, tal cual lo hacen aqui nuestras muestras
lo que podria estar evidenciando una mayor dominancia de los hongos en las
fracciones mas grandes (Helgason et al., 2010; Hemkemeyer et al., 2015; Kandeler et
al., 2000; Neumann et al., 2013; Poll et al., 2003)

4.3.1.5) Andlisis de las actividades de las enzimas extracelulares (EEA).

Cuando analizamos las actividades de las cinco enzimas extracelulares del suelo en
las muestras de Funke vimos que para el SSF las enzimas BG, NAG y PME fueron
mayores en las muestras de la SD, en cambio, lo contrario sucedié con las enzimas
CEL y SUL.

Los valores de las EEA de las fracciones de agregados son mostrados de acuerdo al
tratamiento en la Tabla 4.5. En las muestras de la SD la actividad enzimatica de la BG

y la NAG presentaron los mayores valores en la fraccion de agregados 2000-63 um vy
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la PME en la fraccion 63-20 um. Para estas enzimas se observo que la actividad
disminuye a medida que lo hace el tamafio de fraccion. La actividades enzimaticas de
la CEL y la SUL presentaron los mayores valores en la fraccién de agregados 2-0.1
pUm para ambos tratamientos. La actividad de la CEL presento una disminucién desde
la fraccion 2000-63 pm hasta la fraccién 20-2 ym, y aumenta en la fraccion 2-0,1 um

siendo mayor que las fracciones de agregados de mayor tamafio.

Trat. Fraccion de B-glicosidasa N-acetil Fosfatasa .. C°° Sulfatasa
agregados glucosamina biohidrolasa
LC SSF 22412 2+1 81,9158 7,3%£1,8 1,410,3
2000-63 46,4114 9+3,6 154141 10,742,5 1+0,7
63-20 4117 5,3%£1,3 125163 8,2+1,9 1,7+0,8
20-2 36,4110 6,912 204,2+82 10,3%1,5 7,110,8
2-0,1 23,85 14,412 178,8+19 22,616 11,314
SD SSF 7748 12,14 336,762 4,2+1,9 0,45+0,29
2000-63 111,6£17 16,78+0,14 325,7+51 11,546,4 5,242,3
63-20 95,3114 10,5+1,7 393,41+90 4,12+0,4 1,04+0,1
20-2 57,316 5,741,3 340,1£114 5+2,8 4,6+1,6
2-0,1 27,3115 12,916 106,467 20,7+1,8 26,8+1,4
Tabla 4.4: actividad de las enzimas extracelulares en las muestras de Funke para
tratamiento y fraccion de agregados. Media Error Estandar. n=3.

Por otro lado, en las muestras de la LC la actividad de las enzimas NAG, CEL y SUL
presentaron los mayores valores en la fraccion de agregados 2-0.1 um y la PME en la
fraccion 20-2 ym. Por ultimo, la actividad de la enzima BG fue mayor en la fracciéon
2000-63 pm. Cuando vemos estas actividades se observa que la actividad de gran
parte de las enzimas extracelulares se encuentra en las fracciones de agregados mas
pequenas. O en caso de la BG la actividad estuvo distribuida en todas las fracciones

de agregados.

El mecanismo primario por el que los sistemas de labranzas influyen sobre las
comunidades microbianas del suelo es a través de la transformacion de la estructura
del suelo y la disponibilidad de substratos (Elliot & Coleman, 1998). En sintonia con
esto, el patron general de las actividades enzimaticas esta gobernado por la cantidad y
calidad de los sustratos organicos asi como también por los diferentes mecanismos de
proteccion fisica. Ademas, las diferentes enzimas se encuentran asociadas de manera
diferencial con las arcillas o con los residuos de las plantas, dependiendo del
mecanismo de estabilizacién fisico-quimico y las disponibilidades de los sustratos
(Lagomarsino et al., 2012; Allison & Jarstrow, 2005; Kandeler et al., 1999). En el
presente trabajo se observd una distribucién diferencial para las EEA, de acuerdo a
tratamiento y a las fracciones de agregados. Las actividades de las enzimas BG, NAG

y PME que se encuentran presente en la SD presentaron los mayores valores en las
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fracciones mas grandes y la actividad fue disminuyendo desde las fracciones mas
grandes a las de menor tamano. En cambio en las muestras de la LC presentaron que
la EEA era mayor en las fracciones de agregados de menor tamafo, o presentaban
valores similares en las fracciones de agregados como fue el caso de BG.
Probablemente en la LC, la actividad de las enzimas extracelulares se estaria
distribuyendo en todas las fracciones de agregados a lo largo del perfil del suelo que
sufre la ruptura y el mezclado por medio de la labranza. En cambio, en la SD, la
actividad de las enzimas extracelulares se concentraria en los primeros centimetros de
la capa superior del suelo y los sustratos serian disponibles principalmente en los
agregados de mayor tamano, y la disponibilidad iria disminuyendo en conjunto con el
tamano de las fracciones de agregados. Ha sido demostrado que en la SD el carbono
organico (fresco o labil) derivados de los residuos de los cultivos es primero
incorporado en las fracciones de arena gruesa (2000-200 pm) durante la
descomposicion inicial y con la subsiguiente acumulacion al volverse estable en los
suelos (Six et al., 2000; Stemmer et al., 1998a). Nicolas et al., (2012) demuestra que la
aplicaciéon de abonos organicos incrementa significativamente la concentracion vy la
cantidad de carbono organico en las fracciones arenosas (2000-250 y 250-63 um) lo
que se traduce una mayor actividad de las enzimas extracelulares, y que al cabo de 9
meses la actividad decrece en conjunto con la respiracion microbiana.
Consecuentemente, esto se traduce en un alto contenido de C y N labil en las
fracciones de mayor tamano, lo que podria estar estimulando una mayor produccién
de enzimas extracelulares. En cambio en las fracciones finas, el C esta protegido por
las particulas minerales y consecuentemente tiene una baja disponibilidad microbiana
(Qin et al., 2010). Allison & Jarstrow (2005) observaron que la mayor actividad de las
enzimas BG, CEL, PME y NAG se encuentra en las fracciones mayores a 250 um
(material organico particulado grueso, POMg) y sugieren que la actividad de los
microorganismos del suelo presentes en esta fraccion producen mayores cantidades

de enzimas hidroliticas, con el fin de degradar los materiales derivados de las plantas.

Este resultado, de que las mayores actividades enzimaticas se encuentran presentes
en la fraccion de agregados de mayor tamafio en la SD principalmente, se encuentran
en concordancia con lo observado en el capitulo 3, donde la distribucion de las
actividades enzimaticas del suelo, en la de profundidad 0-5 cm, tiene una correlacién
positiva con la cantidad de agregados > 105 um y el COT. Sin embargo, debido que no
tenemos resultados de la concentracion de valores de C y N, no es posible afirmar

completamente lo observado previamente.
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Cuando analizamos los ACoP de la informacién obtenida a partir de los perfiles
enzimaticos para las muestras de Funke (Figura 4.3) vimos que el CP1 explicd cerca
del 57% de la variacidon. Mientras que el CP2 explicé cerca del 19,9% de la variacion.
Clasificados por tratamientos y fracciones de agregados, vemos que las muestras
tienden a separarse por tratamiento principalmente, y luego por tamafio de fraccién.
Con excepcion de la fraccion de agregados 2-0,1 um tiende a separarse del resto de
las fracciones de agregados. Podemos ver que los parametros de las actividades de la
CEL y la SUL se orientan hacia las fracciones de menor tamafo. Por otro lado, las

actividades de la BG y la PME se orientan hacia las muestras de la SD.

ACOoP Perfil enziméatico (Funke)

Distancia: {Evclidea)
3,88

MNAG

CEL
B §

0,76 PME

-

2,321

CP 2(34,6%)

-0,804

23 ‘ . . |
200 RpT 013 159 326

CP 1 (47 4%)

—#—LC 2000-63 ——35D 2000-65  —M—LC63-20 ——5D63-20
—&—1C20-2 —A—50 20-2 ——LC 201 ——5D 201
Figura 4.3: Analisis de Coordenadas Principales

(ACoP) basado en el perfil enzimatico para los sitios
de Funke. n=3. LC = labranza convencional; SD =

siembra directa; CEL= B-cellobiohidrolasa; NAG = N-
acetil-B-glucosaminidasa; BG = B-glucosidasa, PME =
fosfomonoesterasa; SUL = sulfatasa.

Actividad relativa de enzimas extracelulares

La actividad relativa refleja el porcentaje de contribucion de cada fraccion de
agregados a la actividad total del suelo sin fraccionar. Considerando las proporciones
de cada fraccién de agregados y el valor de la actividad de la enzima extracelular
absoluta en la misma y en el suelo completo sin fraccionar, se pudo calcular el

porcentaje de contribucion (Figura 4.4) de cada fraccion al suelo total.
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La sumatoria de las actividades relativas de las fracciones de agregado produjo un
aumento en la actividad de las enzimas con respecto a suelo sin fraccionar en la SD

de 236% y el aumento en las muestras de la LC fue de un 97,8%.
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En términos de contribucion de cada fraccion de agregados al suelo total, las
fracciones de agregados mostraron que la mayor actividad fue aportada por la fraccién
2000-63 um, que aportaron cerca del 60% de la actividad. Mientras que la fraccion 63-
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20 pym aporté el 30%. Finalmente la fracciones 20-2 y 2-0,1 uym aportaron

aproximadamente 6,5% y 3,5% de la actividad, respectivamente.

Este aumento en la sumatoria de las contribuciones de cada fraccion de agregados
proporcional a su masa en el suelo cuando se lo compara con el suelo sin fraccionar
puede estar relacionado con varias razones. Como primera idea puede deberse a que
cuando las fracciones de agregados son separadas, depdsitos de enzimas adsorbidas
sobre la superficie de los agregados quedan expuestas a los sustratos, donde antes se
encontraban ocluidas por otras particulas e incapaces de unirse a un sustrato (Allison
& Jastrow, 2006).

Estudios previos mostraron que cuando las muestras de suelo son puestas en solucion
se produce un aumento de la actividad extracelular (Halverson et al., 2000). Ademas
cuando a esto se le suma posteriormente un paso de dispersion como puede ser la
sonicacion podria estar solubilizando y disponibilizandose nutrientes, como C y N,
depositados en el suelo. Las bacterias responden de manera muy rapida, en
aproximadamente 15 minutos, y producen enzimas extracelulares, principalmente B-
glucosidasa y celobiohidrolasa, que podrian estar adicionandose a las ya existentes
(Bach & Hofmockel, 2014). Esto podria estar explicando los elevados aumentos que
suceden por ejemplo con la celobiohidrolasa y la arilsulfatasa, donde la actividad

reconstituida fue mucho mayor a la del SSF.

Cuando se compararon la distribucién de los porcentajes de recuperacion vemos que
presentan una distribucién opuesta a la que presentan otros investigadores, donde se
presentaron los mayores valores en las fracciones mas pequenas (Bach & Hofmockel,
2014; Marx et al.; 2005). Pero teniendo en cuenta que ni el tamafio de los tamices
utilizados en el fraccionamiento utilizados por estos autores es similar a la que
nosotros utilizamos ni el tipo de suelo es similar, no seria lo mas adecuado comparar

con nuestros resultados.

4.3.1.6) Andlisis de las comunidades fisiolégicas a nivel de comunidades (CLPP)

Los andlisis de los perfiles fisiologicos a nivel de comunidades (CLPP) fueron
realizados en las fracciones de agregados del suelo para estudiar como varia el
consumo de O, basado en la respiraciéon basal y con diferentes fuentes de C. Cuando
se llevo a cabo el analisis del ANOVAM por cada sustrato de C, no fue posible
diferenciar a los manejos agricolas en ninguna de las fracciones de agregados (P >
0,05).
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Trat, ';r;‘;‘;‘;’;:: FmaxRB FmaxCum FmaxProp FmaxVai TMRRB TMRCum TMRProp TMR Vai
LC SSF 103:0,17  2,4¥0,3  2,36:0,3  2,37#0,5  1,56:0,06 1,5620,03 1,5£0,05 1,4520,03
2000-63 1,7¢0,2  1,85:02  1,75:0,1 1,92¢0,16 1,75:01  1,5t013 2402 1,840,2
63-20 1,5¢0,16  1,680,25 1,52:0,15 1,64%0,24 2,03:0,05 4,23:22 2,360,36 2,44:0,42
20-2 41+1,8 2,302  2,22¢01 2,51:0,34 1,61#0,16 4,1+1,3  1,56:0,1  1,47%0,1
2-0,1 1,7¢0,1  1,65:0,04 1,7:t0,03 1,64%0,03 5205  7,84:22 6,406  52:0,5
SD SSF 23:0,6  21:026 2,14+022 1,85:0,2  1,64:01 1,720,116 1,501  1,6:0,1
2000-63 2:04  1,84:025 1,9+026 1,74t0,2 1,86:0,16 2,14+04 1,75:0,13 1,75:0,1
63-20 1,53:0,15 1,560,15  1,5:t0,1  1,51%0,14  2,4+0,1 3:026  2,8:0,15  2,3%0,1
20-2 225802 22+017 22401  213:0,15 15301  1,5:0,1 150,03 1,64+0,05
20,1 16701 17401  1,76:01 1,71#0,05 536:1,2 517+133  5t1,4 4,105

Tabla 4.5: actividad de los parametros del CLPP en Funke para cada tratamiento y
fracciones de agregados. Media Error Estandar. n=3.

Por lo cual decidimos estudiar qué sucede con cada parametro en solitario en las

fracciones de agregados (Tabla 4.5). El volumen de la respiracion medida a través del

Fmax mostré los mayores valores en la fraccién de agregados 20-2 ym para ambos

manejos agricolas. A su vez, los parametros TRM presentaron los mayores valores

para la fraccion de agregados 2-0,1 um para la muestras de los dos tratamientos. Esto

es consistente con estudios previos (Lagomarsino et al., 2012; Vaisanen et al., 2005)

El Fmax refleja el tamafio de la poblacién microbiana activa, que sigue patrones

similares a los observados en las qPCR, ya que se refleja una mayor actividad

microbiana en la fracciones de agregados 20-2 ym y 2-0,1 ym (Neumann et al., 2013;
Lagomarsino et al.,, 2009; Poll et al., 2003; Sessitch et al., 2001; Kandeler et al.,

1999a). Las fracciones mas
pequefias (20-2 y 2-0,1 um)

ofrecen una mayor proteccion

fisica a las comunidades
microbianas, permitiendo una
mayor actividad microbiana

(Nicolas et al., 2012; Sessitch et
al., 2002). Este resultado es
consistente con lo reportado por
Gerzabek et al., (2002), en el
cual la abundancia y Ia

diversidad bacteriana se

incrementan a medida que se

disminuye el tamano de
particula.
Cuando analizamos los ACoP
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Figura 4.5: Analisis de Coordenadas Principales
(ACoP) basado en el CLPP para el sitio de Funke.
n=3. LC = labranza convencional; SD = siembra
directa; RB = respiracion basal; Cum = Ac.
cumarico; Prop = Ac. propidnico; Vai = Ac. vainillico
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partir de los CLPP para las muestras de Funke (Figura 4.5), el CP1 y el CP2
explicaron cerca del 59,3% vy el 24,1% de las varianza, respectivamente. Clasificados
por tratamientos y fracciones de agregados, vimos que las muestras tienden a
separarse por tamano de fraccion de agregados principalmente, y luego por
tratamiento. Ademas, se observd que las fracciones de agregados 2000-63 ym y 63-
20 ym son las que menos se separan por tratamiento (LC vs. SD). En comparacién
con las fracciones de agregados 20-2 y 2-0,1 ym que presentaron la mayor distancia
entre los tratamientos agricolas, sin embargo, la distancia entre los tratamientos
agricolas no es mayor que las diferentes fracciones de agregados en la fraccion 20-2
pm. Por otro lado, la fraccion 2-0,1 um de ambos tratamientos se separa del resto de
las fracciones de agregados del suelo al igual que sucedia en el ACoP de los perfiles
enzimaticos. El analisis de los parametros de la respiracion revelé que las fracciones
de agregados 2-0,1 um se asocian con los mayores valores de TMR. En este sentido,
Jiang y colaboradores han demostrado que el tamafio de agregados determina el
patréon de distribucién de la actividad microbiana en el suelo, donde el efecto de la

labranza no fue significativo a escala de fracciones de agregados (Jiang et al., 2011a).

Actividad relativa del Fmax.

Cuando analizamos la actividad relativa y se pudo calcular el porcentaje de
contribucién de la actividad respiratoria inducida de cada fraccién de agregados al
suelo total (Figura 4.6) vimos que en Funke se produce, en promedio, un descenso del

26 y 17% en las muestras de la LC y SD, respectivamente.

En general, la contribucién de cada fraccién de agregados disminuy6é a medida que
disminuye el tamafo de agregados. Se observo que la fraccion de agregados 2000-63
pm aporté 53% y 67,5% de la actividad relativa en las muestras de la LC y la SD,
respectivamente. Por otro lado la contribucién de la fraccion de agregados 63-20 um
fue del 35% en las muestras de la LC y del 24,5% en las muestras de la SD. En la
fraccion 20-2 ym fue del 9% en las muestras de la LC y del 6% en las muestras de la
SD. Finalmente en la fraccion de agregados 2-0,1 um estuvo entre el 2 y el 3% para

ambos manejos agricolas.

Hasta el momento no existen datos previos que certifiquen lo observado en la
actividad relativa de la respiracion medida a través del Fmax. Solo dos trabajos han

sido publicados llevando a cabo estudios de respiraciéon inducida en las fracciones de
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agregados, y en ambos caso el proceso de fraccionamiento es diferente al realizado

en nuestro trabajo (Lagomarsino et al., 2012; Vaisanen et al., 2005).
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Figura4.10 Gréficos de las sumatorias de las fracciones de agregados en comparacién del suelo completo como control
en suelos de Funke. A) Fmax Respiracién basal; B) Fmax Ac. Cumarico; C) Fmax Ac. Propiénico; D) Fmax Ac. Vanillico. F
= sumatoria de fracciones; SSF = suelo completo; LC = labranza convencional; SD = siembra directa. n=3. RB =
respiracion basal; Cum = Ac. cumarico; Prop = Ac. propionico; Vai = Ac. vainillico

4.3.2) Resultados de los suelos de Las Matreras

Los ensayos realizados en esta tesis fueron realizados principalmente en los suelos
agricolas del Hogar Funke, en las cercanias de la ciudad de Torquinst. Debido a las
particularidades de estos suelos entre las que se encuentra terreno sistematizado con
curvas de nivel sin gradiente, una zona con lluvias escasas (< 800 mm de
precipitaciones media anual) y erraticas lo cual hace al agua un factor limitante y suelo
no tan ricos en términos de carbono y nitrégeno (Galantini et al., 2006), se decidio

utilizar otro suelo con caracteristicas diferentes con el objetivo de corroborar los
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resultados obtenidos. Para ellos se utilizaron muestras de suelo obtenidas en el
establecimiento agropecuario Las Matreras, ubicado en las cercanias de Irineo
Portela. A continuacion se describimos los resultados obtenidos en este sitio y la

comparacion con las muestras de Funke.

4.3.2.1) Analisis del suelo sin fraccionar.

Como hicimos en las muestras de Funke, comenzamos analizando el suelo sin

fraccionar, tanto para el CLPP como para el perfil enzimatico.

CLPP

Cuando analizamos el ACoP basado en el CLPP de las muestras de Las Matreras
(Figura 4.7A) se observo que el CP1 explica el 44% de la varianza y el CP2 el 26,1%
de la varianza. Vemos que al igual que sucede con las muestras de Funke, las
muestras de las Matreras se agruparon de acuerdo a su manejo agricola, las muestras
de la SD se orientan hacia el lado positivo del CP1 en conjunto con el TMR de la
respiracion basal y los TMR con el agregado de los acidos propidnico y vanillico, y el
Fmax con el agregado de acido cumarico. Por otro lado, las muestras de la LC se
agruparon hacia los valores negativos del CP1 con los mayores valores del Fmax de la
respiracion basal y el TMR con el agregado de acido cumarico. Esta distribucion a lo

largo del CP1 es opuesta a la observada en el CLPP de las muestras de Funke.

A CLPP Las Matreras B EEA Matreras
708+ Distancia: (Enclidea) Distancia (Enclidea)
| . 312
T
1,044 Frnax Wai TR Prop 1739
ey MR Vai =
= o=
00 0344 BG
=] Fimax RA THRFE o o
% % MAG
1021 104 © *
Fmax Prop Fmax Cum
20512 . : i , 2,43 , . . ,
271 4.3 0,13 158 259 220 -0.88 03 144 285
CP 1 (44,8%) CF 1(80,2%)

Figura 4.7: Andlisis de Coordenadas Principales de las muestras de los suelos sin fraccionar. a) CLPP, b) EAA. n=3.
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Perfil Enzimatico

Cuando analizamos el ACoP basado en el perfil enzimatico (Figura 4.7B) vimos que el
CP1 explico el 50% y el CP2 el 28,1% de la varianza. También, las muestras se
agruparon por manejos agricolas. Las muestras pertenecientes a la LC se agruparon
hacia los valores positivos del CP1 con los mayores valores de las enzimas BG, NAG
y CEL, en cambio, la muestras de la SD se orientaron hacia los valores negativos del

CP1 con la SUL como enzima distintiva.

Con el fin de comparar las muestras de suelo de diferente origen se llevo a cabo un
ANOVAM basado en los parametros del CLPP y otro en la EAA del SSF (Tabla 4.6).
Vimos que ambos sitios, Funke y Las Matreras, son considerados diferentes (P < 0,05)

para ambos set de variables.

o Sitio Fmax RB Fmax Cum Fmax Prop Fmax Vai TMRRB TMR Cum TMR Prop TMR Vai
5 Funke 2,1 2,24 2,25 2,11 1,6 1,64 1,49 1,53 A
° Las Matreras 1,56 1,46 1,65 1,54 2,99 3,21 2,54 288 B

Sitio B-glicosidasa  N-acetil-glucosamina  Fosfomonoesterasa  Celobiohidrolasa Sulfatasa
E Funke 49,86 7,06 209,31 5,77 093 A
Las Matreras 26,34 87,69 594,36 29,59 6,17 B

Tabla 4.6: ANOVAM y Prueba de Hostelling (P < 0,05) basado en los pardmetros del CLPP y del perfil enzimatico.

Ya se ha demostrados en trabajos previos que el tipo de suelo es en un factor
determinante de la actividad y la diversidad microbiana cuando se lo compara con los
manejos agricola (Girvan et al., 2003; Reeve et al., 2010). Los suelos con alto
contenido de arcilla protegen mejor la biomasa microbiana (Six et al., 2006), forman
mas y mayor tamano de macroagregados (Angers & Caron, 1998) y tienen una mayor
capacidad de campo (Bailey et al., 2017). Las suelos arcillosos soportan generalmente
comunidades microbianas de mayor tamafio que los suelos arenosos, que estan
dominadas por hongos (Bach & Hofmockel, 2015; Sessitsch et al., 2001).

Ademas, la LC de los suelos de Las Matreras tienen una historia que desconocemos.
Solo sabemos que actualmente presentaban LC, por lo que una de las posibles
razones de que la LC tenga una mayor actividad que la SD puede deberse a que

previamente haya sido una SD.

4.3.2.2) Distribuciéon de las fracciones de agregados

En comparacion con las muestras de Funke, en los suelos de Las Matreras el
fraccionamiento en humedo mostré que las fracciones 2000-63 y 63-20 um

presentaron valores similares, rondando el 40% del total para cada fraccion de
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agregados, y siendo un 7% mayor las muestras de la SD en la fraccion arenosa e
iguales en la fraccion limosa gruesa. En la fraccion 20-2 ym, las muestras de la LC fue
aproximadamente un 40% mayor a las muestras de la SD, presentando diferencias
significativas (P = 0,0252). Y la fraccion 2-0,1 ym present6 que las muestras de la SD

fueron un 5% mayor a las muestras de la LC.

Trat. 2000-63 um 63-20 um 20-2 ym 2-0,1 ym  Recuperado
LC 34,3+2,3 4045 16,6+1,8 7,11 98+15
SD 36,8+2,6 39,8+1,6 1010,4 7,510,4 9417

Tabla 4.7: Distribucion de las fracciones de agregados de los suelos utilizados. Media  Error
Estandar. n=5. (%). Trat. = tratamiento; LC = labranza convencional; SD = siembra directa

Cuando comparamos entre ambos sitios vimos que en Funke la fraccién de agregados
que presentd la mayor proporcion de agregados fue la fraccion 2000-63 um, en
cambio, los suelos de Las Matreras mostraron que las fracciones 2000-63 y 63-20 um
presentan valores similares. Estos no estarian hablando que son suelos con texturas
diferentes, siendo una textura mas gruesa el suelo de Funke en comparacion con el

suelo de Las Matreras.

En trabajos previos donde se compararon diferentes manejos agricolas se han
encontrado que los estos pueden influenciar o no la distribucién de fracciones de
agregados. Por un lado, como ya vimos anteriormente en este capitulo algunos
autores presentaron que los manejos agricolas si influencian la distribucion de
fracciones de agregados (Helgason et al., 2010; Schutter and Dick, 2001; Zhang et al.,
2016) como sucede en este trabajo para las muestras de Funke, donde si se
encontraron diferencias significativas. Por el otro lado, otros estudios mostraron que no
se presentan diferencias significativas en el fraccionamiento del suelo, como lo que
sucede con las muestras de Las Matreras (Kandeler et al., 1999b; Lagomarsino et al.,
2009). Esto puede deberse a que el suelo de Las Matreras tendrian una mayor
proporcion de agregados de menor tamafio que los suelos de Funke, y los agregados
de menor tamafo se vuelven mas estables frente a la ruptura producida por la
labranza. Otra razén puede ser el contenido de agua de los suelos, ya que en un
estudio en el cual se analiza la variacion estacional de los agregados han observado
que las muestras de suelo que contienen una mayor proporcion de agua son mas
insensibles a los manejos agricolas en comparacion con muestras con un menor

contenido de agua (Panettieri et al., 2015).
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4.3.2.3) Cuantificacion del ADN extraido

Cuando analizamos las extracciones de ADN de las muestras de Las Matreras vimos
que se presentaron los mayores valores en la fraccién de agregados 20-2 uym para

ambos manejos agricolas (Tabla 4.8).

Trat. 2000-63 pm 63-20 um 20-2 ym 2-0,1 ym SSF
LC 28,615,9 28,8+7,5 29,1457 28,3+3,7 29,9+4,5
SD 24,316,6 20,6+3,8 29,43+4,7 25,53+1,7 3218

Tabla 4.8: Cantidad de ADN extraido de cada fraccién de agregados. Media Error
Estandar. n=5. (ug ADN/g Fraccién). Trat. = tratamiento; LC = labranza convencional; SD =
siembra directa

Se presentaron mayores valores en las muestras de la LC para las fracciones de
agregados 2000-63 (+15%), 63-20 (+30%) y 2-0,1 um (+18%) y valores similares en la
fraccion 20-2 ym. El SSF mostré que las muestras de la SD presentaron valores, un

7% mayor.

Cuando comparamos entre sitios vimos que las extracciones de ADN presentaron
diferencias significativas entre los sitios agricolas (P < 0,0001), mostrando una mayor

abundancia en las muestras de Las Matreras.

Cuando comparamos entre lo recuperado en el SSF y la sumatoria de las fracciones

vimos que se presentan valores de recuperacion muy similares, con excepcién de la

SD de Las Matreras que mostré una
o » 33,60 - 30%
disminuciéon del 42% respecto al -6% —
SSF. Cuando analizamos lo que
representa en el suelo sin fraccionar 25:207
el ADN extraido en cada fraccion de

agregados vimos que en Las 16,80

ug / g Suelo

Matreras para las muestras de la

SD la fraccién que mas aporta es la 8,40

fraccion 2000-63 um, al igual que

sucede en Funke. En cambio, en 000
' LC:SC LC:Fraccién SD:SC SD:Fraccion

|i 200063 um [ 6320pm [ ] 202um [ 2:01um

Figura 4.8: Grafico que muestra la sumatoria de las
fraccion 63-20 um, seguido por la | fracciones de agregados relativizado a su contribucion en
.. ; el suelo total (Sum Frac) en comparacion con el suelo sin
fraccion 2000-63 um y finalmente fraccionar. (ug ADN/g Suelo). n=3. El numero arriba de las
las de menor tamario. columnas muestra la diferencia entre el suelo sin
fraccionar y la sumatoria de las fracciones. LC = labranza
convencional; SD = siembra directa.

las muestras de la LC, la fraccion

de agregados que mas aporta fue la
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4.3.2.4) Cuantificacion de los grupos microbianos principales.

Cuando analizamos la abundancia relativa de las bacterias y los hongos cuantificados
por medio de gPCR, vimos que en las muestras de las Matreras la mayor abundancia
relativa de las bacterias se present6 en la fraccién de agregados 20-2 um parala LC y
en la fraccion 2-0,1 ym para la SD. Por otro lado en todas las fracciones de agregados
y en la SSF, la SD presento mayores valores que la LC. Constancias et al., (2014)
mostrd un patrén similar de la abundancia relativa de las bacterias a las observadas en
los tratamientos agricolas de Las Matreras, donde se presentaron la mayor
abundancia relativa en la SD en la fraccion de agregados 2-0,1 ym y en cambio, en la
LC se presentan en la fraccién de agregados 20-2 ym. Observamos no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos, ni entre las fracciones de agregados (P

> 0,05), algo que ya habiamos observado en las muestras de Funke.

Cuando analizamos la abundancia relativa de los hongos vimos que para las muestras
de la LC, las mayores abundancias se presentaron en la fraccion 63-20 um y para las
muestras de la SD en la fraccién 2000-63 pym. Cuando comparamos entre manejos
agricolas vimos que la SD presenta mayores abundancias relativas en las fracciones
2000-63 y en 2-0,1 um, no asi para las fracciones restantes 63-20 y 20-2 ym, y ni en el
SSF. Cuando observamos la relacion hongos/bacterias vimos en la SD sigue una
tendencia que disminuye con la disminucion del tamafo de las fracciones de
agregados, al igual que en Funke. En cambio, en las muestras de la LC la relacion

tiene valores muy altos y no presenta ninguna tendencia.

Cuantificacion Trat. 2000-63 um 63-20 um 20-2 ym 2-0,1 uym SSF % recup

Bacterias LC 6,37 6,32 17,70 5,39 5,95 135
SD 28,80 28,75 30,70 138,00 34,50 103
Hongos LC 3,26 3,37 3,14 2,56 3,16 100
SD 3,08 2,48 2,23 2,73 2,85 89
Relacion H/B LC 0,51 0,53 0,18 0,47 0,53
SD 0,11 0,09 0,07 0,02 0,08

Tabla 4.9: Abundancias relativas bacterias y hongos para cada tratamiento, y la relacion H/B. SSF:
Suelos sin fraccionar n=3. (n° Copias. x108 / g Fraccion). %recup = porcentaje de recuperacion de
cada fraccion de agregados respecto a lo que contribuye en el SSF. Trat = tratamiento; H/B =
hongos/bacterias SSF = suelo sin fraccionar; LC = labranza convencional; SD = siembra directa

Cuando comparamos entre los sitios agricolas vimos que Las Matreras presenta
mayores abundancias tanto para bacterias como para hongos. Ademas observamos
que para ambos sitios y manejos, con la excepcion de los hongos en las muestras de
la LC de Las Matreras, las mayores abundancias se presentan en las fracciones mas
pequefas, menores a 20 ym. Las muestras de Las Matreras posiblemente presenten

una mayor humedad del suelo que intervendria en los valores de las abundancias
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relativas de las fracciones de agregados observadas, que estimula el crecimiento

microbiano (Jiang et al., 2011b).

4.3.2.5) Andlisis de las actividades de las enzimas extracelulares (EEA).

Cuando se analizo la actividad de las enzimas extracelulares en las muestras de Las
Matreras (Tabla 4.10) se observo que el SSF de las muestras de la LC presentd
mayores actividades de las enzimas BG, NAG, PME y CEL, en cambio la SD presento
una actividad enzimatica mayor en la SUL. Esto se encuentra en oposicion a lo
observado en las muestras de Funke, donde los mayores valores enzimaticos se

presentaban en la SD.

Cuando analizamos la distribucion de las fracciones de agregados de las muestras de
la SD vimos que los valores maximos de las cinco actividades enzimaticas fue en la
fraccion de mayor tamafo, 2000-63 pym. Y que al igual que sucede en Funke la
actividad enzimatica disminuye cuando lo hace el tamafo de fraccion de agregados.
Con excepcién de la SUL que al igual que en Funke presenta un patrén diferente y

crece con la disminucion de las fracciones de agregados.

Cuando analizamos la distribucion de las actividades enzimaticas en las fracciones de
agregados de las muestras de la LC mostraron que la BG, la NAG y la PME fueron
mayores en la fraccién de agregados 20-2 um, La actividad de la CEL fue mayor en la
fraccidon de agregados 2000-63 pym. Finalmente la SUL mostrd que para las muestras
de la LC la mayor actividad enzimatica se presento en la fraccion 2-0,1 um, Los
resultados observados en la actividad de las enzimas extracelulares a nivel de las
fracciones de agregados, principalmente para BG, NAG y PME, se encuentra en plena

concordancia con lo observado en Funke.

Trat. el B-glicosidasa Al Fosfatasa . —°o Sulfatasa
agregados glucosamina biohidrolasa

LC SSF 31,6+2,2 155,7+30 607,967 32,3+2,1 5,1410,3

2000-63 259,9+91 60,9+18 8561404 46,33 6+2,2

63-20 206,743 41,9+16 533,7+231 39,6113 2,6+1,4

20-2 352,5+107 67,2122 17264589 43,711 7,88+1

2-0,1 79,6116 19,1£3,2 785400 6,8+2,7 17,615

SD SSF 21,1£3,7 19,7+4,2 580,8+20 26,8+3,1 7,241,1
2000-63 351,9+64 63,2+14 905,5+228 47,0£13 12,9+2,8

63-20 210,722 3841 687,8+105 29,25+10 5,6+2,8

20-2 137,8+22 27,4£3,4 680,2+198 16,1£3,8 11+3,1

2-0,1 61+20 15,4+3,7 509,2+379 3,24+0,5 12,847

Tabla 4.10: actividad de las enzimas extracelulares para cada sitio, tratamiento y
fraccion de agregados. Media  Error Estandar. n=3.
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Cuando analizamos el ACOoP Perfil enzimatico (Las matreras)
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Figura 4.9: Analisis de Coordenadas Principales

tratamiento como lo hacen (ACoP) basado en el perfil enzimatico para los sitios
las muestras de Funke, pero de Il_as Matrgras. n=3. LC = Iabrqnzg convencional; SD
= siembra directa CEL= B-cellobiohidrolasa; NAG = N-
tenderian a agruparse por acetil-B-glucosaminidasa; BG = B-glucosidasa, PME =
fosfomonoesterasa; SUL = sulfatasa.

tratamiento. Sin embargo

algunas fracciones de agregados de distinto tratamiento quedaron muy cerca entre si
como los son 63-20 y 2000-63 ym. Ademas vimos que la fraccion de agregados 2-0,1
pUm tiende a separarse del resto de las fracciones de agregados en ambos sitios. Las
actividades enzimaticas graficadas vemos que BG, NAG y PME se orientan hacia la
fracciones de agregados 2-0,1 ym, y en parte también hacia la muestra de la

fracciones de agregados 20-2 um perteneciente a la SD.

Actividad relativa enzimatica

La actividad relativa refleja el porcentaje de contribucion de cada fraccion de
agregados a la actividad total del suelo sin fraccionar. Considerando las proporciones
de cada fraccién de agregados, el valor de la actividad de la enzima extracelular
absoluta en la misma y en el suelo completo sin fraccionar, se pudo calcular el
porcentaje de contribucion (Figura 4.10) de cada fraccion al suelo total. La sumatoria
de las actividades relativas de las fracciones de agregado produjo un aumento en la
actividad de las enzimas con respecto a suelo sin fraccionar en la SD de 236% (al

igual que en Funke) y en las muestras de la LC fue de un 177%.

En términos de contribucion de cada fraccidon de agregados al suelo total para las

muestras de Las Matreras, la fraccion 2000-63 pm aportd cerca del 45% de la
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actividad enzimatica, a su vez la fraccion 63-20 ym aportdé el 30%. Por ultimos, el

aporte de las fracciones 20-2 y 2-0,1 ym fue del 15% y 8%, respectivamente.
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4.3.2.6) Analisis de las comunidades fisiologicas a nivel de comunidades (CLPP)

Los anadlisis de los perfiles fisioldgicos a nivel de comunidades (CLPP) fueron
realizados en las muestras de Las Matreras en primera forma a través del ANOVAM
por condicion de carbono. Aqui sucede lo mismo que con las muestras de Funke,
donde no se presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos para ninguna

fraccién de agregados.

Trat. ';Z"f;g’;:: FmaxRB Fmax Cum FmaxProp FmaxVai TMRRB TMRCum TMRProp TMR Vai
LC SSF 1,72¢0,15 1,34x0,1  1,6420,17 1,520,01 2,28%0,15 40,76  2,33%0,2  2,720,05
2000-63 2,9+0,3 3,04+0,17 3,01:0,2 2,97+0,26 1,48%0,06 1,56£0,03 1,5¢0,05  1,70,13

63-20 1,6£0,05 1,71#0,04 1,58:0,02 1,74:0,01 1,86:0,07 1,84+0,1 2,53:0,1  2,1x0,01
20-2 2,61£0,12 2,75:01  2,2+0,1  2,94:0,04 1,330 1,420 1,6:0,1  1,45:0,03

2-0,1 2,3610,3 2,17+0,25 2,23:0,3  2,44+0,3 2,22+05 276%0,7 3,03#0,35 245:0,3

SD SSF 1,4+0,06 1,57+0,03 1,66:0,05 1,55:0,05 3,7¢0,6  2,42+0,1 2,75+0,05 3,03:0,24
2000-63  2,31:0,23 2,85:0,33 2,5240,03 2,9+0,2  1,78#0,2 1,61:0,1  1,6+0,1  1,6%0,05

63-20 1,61#0,14 1,6840,1 1,55:0,06 1,67+0,08 1,89:0,24 20,1 2102  1,9240,13

20-2 2,13:0,23 2,19+0,32 2,05:0,2 2,03#0,3 1,36:0,03 1,530 1501  1,56+0,07

2-0,1 2605 2,66x03  2,7+03 253:027 178:022 19+02  19+035 1,92+02

Tabla4.11: actividad de los parametros del CLPP en Las Matreras para cada
tratamiento y fracciones de agregados. Media Error Estandar. n=3.

Al igual que sucedio en Funke, cuando observamos las muestras de Las Matreras, los
parametros de manera individual vimos que las muestras de la LC presentaron los
mayores valores de Fmax en la fraccién 20-2 um (con excepcién del parametro Fmax
Vai que encontraron en la fraccion 2000-63 pm). A su vez, en las muestras de la SD la
mayor actividad respiratoria se presentdé en la fraccion mas pequena, la fraccion de
agregados 2-0,1 ym para todas condiciones de carbono. En cambio, los parametros
TRM presentaron los mayores valores para la fraccion de agregados 2-0,1 um para las
muestras de los dos tratamientos y todas las condiciones de carbono. Cuando
comparamos con los parametros de las muestras de Las Matreras con las muestras de
Funke vimos que los valores maximos de Fmax y TMR siguen el mismo patron, siendo

mayores en las fracciones de agregados menores a 20 um.

Cuando analizamos los ACoP de la informacion obtenida a partir de los CLPP para las
muestras de Las Matreras (Figura 4.11), vimos que el CP1 explicé el 61,6% y el CP2
cerca del 23.8% de la varianza. Clasificados por tratamientos y fracciones de
agregados, vimos que las muestras tienden a separarse por tamafo de fraccion de
agregados en menor medida de lo que sucede en Funke, y solo la fraccion 2-0,1 ym
perteneciente a la LC se separa del resto. Cuando analizamos los parametros vemos
que los Fmax se asocian con las fracciones mas grandes (2000-63 pym) y con la
fraccion 2-0,1 ym de la SD. En cambio, los TMR se asocian con la fraccién de

agregados 2-0,1 ym de la LC.
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ACoP CLPP (Las Matreras)
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Figura 4.11: Analisis de Coordenadas Principales
(ACoP) basado en el CLPP para el sitio de Las
Matreras. n=3. LC = labranza convencional; SD =
siembra directa; RB = respiracion basal; Cum = Ac.
cumarico; Prop = Ac. propidnico; Vai = Ac. vainillico

Actividad relativa del Fmax

Cuando analizamos la actividad relativa del Fmax de cada fraccion de agregados
(Figura 4.12) vimos que en las muestras de Las Matreras la sumatoria de las
fracciones de agregados dio como resultado un incremento respecto al suelo sin
fraccionar del 48% y 31% en la LC y SD, respectivamente. Y al igual que en Funke, la
contribucién de cada fraccion de agregados al suelo sin fraccionar disminuye con el

tamafo de fraccion de agregados.

En Las Matreras se observo que la fraccion de agregados 2000-63 pm aportd 45% y
49% de la actividad relativa en las muestras de la LC y la SD, respectivamente. Por
otro lado la contribucion de la fraccion de agregados 63-20 ym fue del 29% en las
muestras de la LC y del 32% en las muestras de la SD. En la fraccién 20-2 ym fue del
18,5% en las muestras de la LC y del 11% en las muestras de la SD. Finalmente en la
fraccion de agregados 2-0,1 ym estuvo entre el 7,5 y el 9,5% para ambos manejos

agricolas.
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Figura4.12 Gréficos de las sumatorias de las fracciones de agregados en comparacion del suelo completo como control
en suelos de Las Matreras. A) Fmax Respiracién basal; B) Fmax Ac. Cumarico; C) Fmax Ac. Propidnico; D) Fmax Ac.
Vanillico. F = sumatoria de fracciones; SSF = suelo completo; LC = labranza convencional; SD = siembra directa. n=3. RB
=respiracion basal; Cum = Ac. cumérico; Prop = Ac. propiénico; Vai = Ac. vainillico
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4.4) Conclusiones

Los manejos agricolas como la labranza modifican la estructura fisica del suelo asi
como también la distribucion de la materia organica. En este capitulo se analiz6 como
afectan los manejos a cada fraccion de agregados, medido principalmente por analisis
bioquimicos. Comenzamos mostrando y comparando que sucede en el suelo sin
fraccionar como punto de partida. Donde observamos que los dos sistemas de

labranzas presentan diferentes perfiles enzimaticos y CLPP.

Cuando comenzamos a ver qué sucede en el suelo a niveles de las fracciones de
agregados y analizamos los CLPP por medio del ACoP vimos que cada fraccion
de agregados presenté un perfil que se diferencia de las otras fracciones de
agregados, principalmente para las muestras de Funke. Tanto para la LC como
para la SD, la respiracion fue mayor en las fracciones mas pequefias, menores a 20
pum. Esto probablemente es debido a que las particulas pequenas ofrecen una mayor
proteccion fisica para los microbios (Lagomarsino et al., 2012; Sessitsch et al., 2001).
Ademas estos valores concordaron con las mayores abundancias relativas de hongos
y bacterias medidas por gPCR que encontramos en las fracciones menores a 20 um. A
su vez podemos decir que la proporciéon de hongos disminuye desde las fracciones

mas grandes hacia las mas chicas.

Cuando observamos las EEA del suelo vimos que se encuentran distribuidas de
manera heterogénea en las fracciones de agregados de acuerdo a su manejo
agricola, siendo en las muestras de la SD mayores en los agregados mas grandes y
disminuyendo a medida que lo hacian el tamafio de las fracciones de agregados. Esto
sucedio principalmente con las actividades de las enzimas BG, NAG y PME. Por otro
lado, en las muestras donde se practica la LC la actividad enzimatica maxima se
encontré en las fracciones de agregados de menor tamafo (20-2 um) o en caso que
no sea asi, se presentaron valores altos y similares en las tres fracciones de
agregados de mayor tamafo (2000-63, 63-20 y 20-2 um). Probablemente, los
sustratos necesarios para la actividad de las enzimas extracelulares en las muestras
de la LC se estarian distribuyendo en todas las fracciones de agregados a lo largo de
todo el perfil de suelo, el cual sufre la ruptura y la homogenizacién por medio de la
labranza. En cambio, los sustratos de las enzimas extracelulares en las muestras de la
SD se encuentran disponibles primero en los agregados de mayor tamafio, y su
disponibilidad iria disminuyendo hacia los de menor tamafio. Algo que varios autores
han descripto (Allison and Jastrow, 2006; Nicolas et al., 2012; Poll et al., 2003). Esto

sucede para las muestras de ambos sitios a pesar de que la actividad enzimatica de
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los suelos sin fraccionar se comportan de manera diferentes en cada sitio agricola,
siendo mayor la actividad de las muestras de la SD en comparacién con la LC para las

muestras de Funke y en cambio en Las Matreras sucede lo opuesto.

Cuando comparamos entre sitios, observamos que a pesar de que la comparacion
entre las muestras de suelo sin fraccionar de Funke y de Las Matreras mostré que los
sitios son diferentes, los resultados hallados en las fracciones de agregados en
Funke son corroborados en las fracciones de Las Matreras. Tanto para la EEA

como para los CLPP y las abundancias relativas de los hongos y bacterias.

Los resultados observados en este capitulo confirman lo que insinuaban las
observaciones del capitulo 3, donde las actividades enzimaticas correlacionaban con
la cantidad de agregados con un tamafio mayor a 105 ym y el carbono de la biomasa

microbiana con las fracciones menores a 63 ym.

Finalmente, las mediciones bioquimicas permiten caracterizar los suelos a nivel de
fracciones de agregados, y de esta manera comenzar a comprender como ser

organiza el funcionamiento del suelo a partir de sus componentes.
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5.1) Introduccién.

El suelo provee un ambiente heterogéneo para los microorganismos, con una
distribucion no uniforme de la materia organica, el nitrogeno y otros substratos (Six et
al., 2000). Las particulas del suelo determinan el tipo de suelo y afectan la agregacion
del suelo, y con ello la distribucion de los nutrientes y el agua (Stemmer et al., 1998a).
La dinamica de las fracciones de agregados juega un rol vital en el mantenimiento de
la calidad del suelo debido a la proteccion fisica de la materia organica, regula los
procesos de adsorcion/desorcion de los nutrientes, limita la difusion del oxigeno, y
reduce la erosion (Dai et al., 2017). Como ya hemos visto en los capitulos anteriores,
los manejos agricolas, como la siembra directa (SD) y la labranza convencional (LC),
modifican fisicamente al suelo al modificar las dinamica de las fracciones de
agregados (Kandeler et al., 1999) y quimicamente al modificar las disponibilidades de
los nutrientes. Los manejos agricolas son también definidos por la cantidad de
residuos dejados en el suelo por los cultivos posteriores a que estos fueron
cosechados (Sengupta & Dick, 2015). Se observado que estas modificaciones fisicas
se expresan también como modificaciones en las prestaciones funcionales
bioquimicas. Las prestaciones funcionales del suelo estan en consecuencia
determinadas, en gran medida, por su estructura, la cual se cree que es un factor
determinante de la regulacion de la descomposicién microbiana del carbono (Mummey
et al., 2006). El carbono puede ser protegido y absorbido en los macroagregados y
particulas arcillosas del suelo, lo cual favorece su secuestro y lo vuelve inaccesible
para que sea degradado por los microbios y las enzimas extracelulares (Schimel &
Schaeffer, 2015). Consecuentemente, el secuestro del carbono modifica la distribucion
de las comunidades microbianas del suelo y su actividad en las diferentes fracciones

de agregados del suelo.

Cuando el suelo se maneja con LC, los residuos son incorporados cada afo al suelo y
el area de contacto del suelo con la materia organica se incrementa. Esto lleva a que
los residuos se descompongan a una tasa mas alta en la capa superior del suelo y lo
podria resultar en una disminucién de los nutrientes almacenados en los
microagregados. Lo que afecta el crecimiento y la supervivencia de las comunidades
bacterianas que requieren fuentes de energia suficientes para producir componentes
extracelulares actuando como agente unificador del suelo (Caesar-Tonthat,
2002).Estas cuestiones estarian al menos parcialmente controladas en un manejo del

suelo en SD, sin labranza.
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La conservacion y un mejor aprovechamiento del suelo por medio de las estrategias
de manejo agricola se aprovecharian con el conocimiento de las comunidades
microbianas del suelo para incluirlas en las estrategias de manejo de las prestaciones
funcionales del suelo (Ettema & Wardle, 2002). A pequefia escala como esta, la
estructura de las comunidades microbianas es un factor dominante en el control de los
procesos ecoldgicos, pero a medida que nos movemos hacia escalas mayores en los
ecosistemas y estos se integran a través de muchas comunidades diferentes, y la
influencia de las estructuras microbianas individuales disminuye (Schimel & Schaeffer,
2015). Comprender como los tratamientos agricolas afectan la distribucién de los
grupos microbianos y sus funciones entre las fracciones de agregados llevara a un
mejor entendimiento de los procesos microbianos incluyendo el secuestro de C en el

suelo y el ciclado de los nutrientes.

En este capitulo analizamos los cambios de tratamientos desde la LC hacia la SD (N-
SD) y desde la SD a la LC (N-LC) desde el punto de vista de las fracciones de
agregados para las muestras recolectadas a los 30 meses posteriores al cambio de
manejos agricolas (Diciembre 2015). Las fracciones de agregados fueron separadas
por medio un tamizado en humedo vy posteriormente se caracterizaron
bioquimicamente (EEA, CLPP) y molecularmente a nivel de las comunidades

microbianas del suelo (QPCR).

Objetivos de este capitulo: identificar la respuesta a los cambios de manejos
agricolas en la estructura y funcién de las comunidades microbianas del suelo a nivel

de fracciones de agregados.

Hipétesis: a) Las caracteristicas bioquimicas a nivel de fracciones de agregados
serian propias del tamafio de agregado y no diferenciarian los manejos agricolas

nuevos entre si y de los respectivos controles.

b) Los grupos bacterianos en los suelos con cambio de manejo se
asemejaran a la situacion control correspondiente al nuevo manejo y no a la situacion

control del manejo historico previo al cambio.
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5.2) Materiales y métodos

5.2.1) Descripcion del sitio

Para este estudio se tomaron muestras en el mismo establecimiento del cual se
tomaron las muestras que se utilizaron en los capitulos 3 y 4, el Hogar Funke. El sitio
de muestreo esta localizado en el partido de Tornquist, Provincia de Buenos Aires,
Argentina (38°09'S 61°57'0). El suelo es Argiudoll Tipico y es representativo de regién
pampeana central-sudeste semiarida. El clima es una temperatura continental
semiarida. La temperatura anual promedio y las precipitaciones son 15°C y 799 mm,
respectivamente Algunos datos quimicos de los tratamientos del suelo sin fraccionar

se muestran en el capitulo 3.

Como se describié anteriormente, el experimento fue establecido en 1986 en dos
parcelas de 8 has, una al lado de la otra. Donde se realizaron dos sistemas de
labranza: siembra directa (SD) y la labranza convencional (LC). La LC fue llevada

adelante utilizando cincel y rastra de disco con una profundidad de 7-20 cm.

Sobre la base del ensayo de mas de 30 afios de antigliedad, se realizé un cruzamiento
de manejos de laboreo del suelo. En junio del 2013 se subdividieron una parte de las
parcelas originales y a partir de ese momento se realizaron los manejos agricolas en
forma cruzada, manteniendo un amplio sector con la labranza original como control, es
decir, la parcela de la siembra directa queda subdividida en un sector que continud en
siembra directa (SD) y otro sector que se convirti6 en un nuevo tratamiento de
labranza convencional (N-LC). El mismo tipo de cambio se realizdé en la parcela de
labranza convencional original, donde queda divida en la labranza convencional y en

una franja donde se realiza la nueva siembra directa (N-SD).

Las muestras fueron recolectadas de los primeros cinco centimetros de suelo (0-5 cm)
en diciembre de 2015. Las muestras fueron tomadas por quintuplicado para cada
tratamiento en un area de 5 m?. Para cada muestra se tomaron 25 piques de barreno,
de 2 cm de diametro, que fueron mezclados en una bolsa y mezcladas para formar la
muestra compuesta. La muestra fue llevada al laboratorio en una heladera enfriada
para preserva la humedad y las condiciones al momento de la recoleccién, donde una

parte de la muestra fue almacenada en heladera a 4° C y la otra fue secada a 40° C.
5.2.2) Fraccionamiento del suelo.

El procedimiento es descripto por Amelung et al., (1986) y modificado posteriormente

por Neumann et al.,, (2013), donde se separa el suelo en cinco fracciones de
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agregados (ej., 2000-250, 250-63, 63-20, 20-2, 2-0,1 ym). Brevemente, un total de 20
g de suelo seco se suspende en agua desionizada (suelo/agua: 1:5 p/v) y se
ultrasénica con una energia de 30 J/mL. El sonicado fue llevado a cabo por medio de
un ultrasonicador de bafo “UltrasonicCleaner” (Testlab S.R.L., Quilmes, Argentina). La
fracciones 2000-250 y 250-63 pm fueron separadas del resto de las fracciones por
medio del tamizado en humedo. El liquido pasante arrastraba todas las particulas
menores a 63 pm fue distribuido en cuatro tubos de 50 ml y centrifugado a 50 g
durante 15 min a 4 °C. (Centrifuga Refrigerada Multi-RF; Thermo Fischer Scientific,
Waltham, E.E.U.U.). Para separar las fraccién de 2-0,1 um (arcillas) de la fraccion 63-2
pum (limosa), el sobrenadante de la centrifugacion conteniendo la fraccién 2-0,1 ym fue
decantado en un vaso de precipitado, y este precipitado fue re-suspendido en agua
desionizada y vuelto a centrifugar. La pasos de centrifugacion y re-suspendido del
precipitado fueron repetidos siete veces mas con tiempos decrecientes de
centrifugaciéon, 15, 13, 12 y 11 min por duplicado, respectivamente, siguiendo el
protocolo de bibliografia. Posterior a la ultima re-suspension, el precipitado fue
tamizado en humedo con un tamiz de 20 ym, separando la fraccion 20-2 um (limosa
fina) de la fraccion 63-20 um (limosa gruesa). Para aumenta la floculacién de las
particulas menores a 2 uym presente en la sumatoria de los volumenes de
sobrenadante previamente separados, se agregé MgCl, (con una concentracién final
de 3.3 mM) a los vaso de precipitados y se incubo a 4° C durante 16 h. Posteriormente
a la decantacion, las particulas menores a 2 um fueron concentradas por medio de la
centrifugacién durante 10 min a 2400 g. Todas las fracciones fueron secadas a40° C y

almacenadas a 4° C en heladera hasta su uso.

De este modo, las fracciones de agregados quedaron determinadas: 2000-250 pm
(fraccion arena gruesa), 250-63 pm (fraccion arena fina), 63-20 ym (fraccion Limo

grueso), 20-2 um (fraccion Limo fino) y 2-0,1 um (fraccion arcillosa).
5.2.3) Extraccion de ADN.

EL ADN microbiano del suelo fue extraido y purificado desde las muestras de suelo
(0,25 g) usando el kit de extraccién ZR Soil Microbe DNA MiniPrep ™ (Zymo Research
Corporation, E.E.U.U.) de acuerdo al protocolo de extraccién del fabricante. La
cantidad y la calidad (por medio de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y
230/260 nm) de ADN extraido se determiné por medio de un espectrofotometro

NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, E.E.U.U.).

132



Capitulo 5

5.2.4) Cuantificacion de grupos y filos microbianos por qPCR

Para determinar la abundancia relativa de las copias del de la subunidad pequeia del
gen ribosomal (16S o 18S) del ARN de los grupos microbianos, los mismos fueron
cuantificados usando el método descripto por Fierer et al., (2005). Los pares de
oligonucledtidos utilizados en cada reaccién de gPCR se encuentra listados en la tabla
5.1, y fueron tomados como referencia del trabajo nombrado anteriormente, Fierer et
al., (2005) con excepcion de los oligonucleétidos utilizados para la cuantificaciéon de las
Arqueas, que fueron tomados como referencia del trabajo realizado por Wessen y
colaboradores (Wessén et al., 2010). Para estimar la abundancia de los genes
ribosomales del ARN, se generaron curvas patron usando diluciones seriadas de un
numero de copias conocidas por gramo de ADN extraido de Pseudomona protegens
CHA®@ o de Fusarium oxysporum, para las bacterias y los hongos. Por otro lado, se
generaron construcciones de plasmidos con la subunidad ribosomal 16S insertado en
un plasmido PUC19 de los filos bacterianos y las arqueas para calibrar las qPCR de
estos grupos. El numero de copias de cada gen fue generado a partir de una regresiéon
lineal usando el valor del ciclo umbral (Ct) para conocer el numero de copias para
cada ensayo por medio del programa Lin-RegPCR (Ruijter et al., 2015). Se calculo el

numero de copias por gramos de fracciones de agregados (n° Copias / g fracciéon de

agregados).

Dominio Grupo analizado Secuencia cebador (5'-3") olir\gl;zrr?félzgt?éo A'I;}zrglgi)r?;a(toug)
Bacteria Todos los grupos  ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG Eub338 53
Todos los grupos ATT ACC GCG GCT GCT GG Eub518 60
o-Proteobacteria TCT ACG RAT TTC ACC YCT AC Alf685 60
B-Proteobacteria TCA CTG CTA CAC GYG Bet680 60
Actinobacteria CGC GGC CTATCA GCT TGT TG Actino235 60
Firmicutes GCA GTA GGG AAT CTT CCG Lgc353 60
Acidobacteria GAT CCT GGC TCA GAATC Acid31 50
Arquea Todos los grupos ~ CGG GGY GCA SCA GGC GCG AA a364Af 66
Todos los grupos GTG CTC CCC CGC CAATTC CT A934b 66
Hongos Todos los grupos TCC GTA GGT GAACCT GCG G ITS1f 53
Todos los grupos CGC TGC GTT CTT CAT CG 5.8s 53

Tabla 5.1: Tabla con listado de los oligonucleétidos utilizados para la cuantificacion por
medio de gPCR.

El volumen final de la reaccién de gPCR fue 10 ul conteniendo 5 ul SensiFAST SYBR
Hi-ROX (Bioline, R.U.), 0,3 ul de cada oligonucleétido de una concentracion de 10 pM,
y 2,4 yl agua estéril y libre de ADN. Se agregd 1 pl en cada reaccion de las muestras

de ADN de suelo o el ADN utilizado para la curva de calibracion. La reaccion fue
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llevada a cabo en ciclador OneStep (Life, E.E.U.U.) usando el programa 95° C por 3
min seguido por 40 ciclos of 94° C por 5 seg, ver temperatura de hibridacion en la tabla
5.1 por 10 seg and 72 °C por 20 seg. Las curvas de hibridacion y los geles
electroforéticos fueron llevados a cabo para confirmar que los productos amplificados
fueron del tamano adecuado. Todas reacciones de real time-PCR fueron corridas por

triplicados para cada muestra de ADN extraido del suelo.

5.2.5) Andlisis de los Perfiles Fisiolégicos a Nivel de las Comunidades (CLPP) de

suelo.

Para determinar los perfiles fisioldgicos a nivel de comunidades (CLPP) se utilizaron
las microplacas de 96 pocillos con el sistema biosensor de oxigeno (OBS) como ya fue
descrito en el capitulo 2. Por interrupcion de comercializacion de las placas BD, las
placas OBS utilizadas en esta parte del trabajo fueron fabricada en nuestro laboratorio
como parte de este trabajo de tesis, siguiendo el disefio y protocolo descripto en el
trabajo de McLamore et al., (2014)-ver Anexo 1 para mas detalles de su construccion-.
Las suspensiones de suelo fueron preparadas mezclando 1g de suelos con 5 ml de
agua destilada estéril en un tubo de 15 ml conteniendo aproximadamente 5 ml de
perlitas de metal de 2 mm para mezclado y homogenizado mediante ULTRA TURRAX
Tube Drive (IKA, Alemania) durante 2 min. Las soluciones madre de fuente de C (300
pg/L) y de N (60 pg/L) fueron preparadas para obtener una concentracion final de 50
mg/L de C. Las fuentes de C seleccionadas para el analisis de los CLPP fueron el
Acido p-Cumarico, Acido Propidnico y Acido Vanillico (Sigma, St Louis, MO, E.E.U.U.)
como en capitulos anteriores. Todas las soluciones stocks y el agua destilada fueron
esterilizadas utilizando filtros (<0,22 ym, Sartor, E.E.U.U.) y almacenados a 4° C

previos a ser ensayadas en las microplacas.

En cada pocillo se agregaron 40 ul de las soluciones de las fuentes de carbono o
agua desionizada estéril para determinar la respiracién inducida por sustrato o la
respiracion basal, respectivamente. Las suspensiones de suelo (160 ul) fueron
pipeteadas en cada pocillo, resultando en un volumen final de 240 pl con el agregado

de 40 pl de agua desionizada estéril.

Los datos de las cinéticas fluorescentes del consumo de oxigeno fueron graficados
como unidades de fluorescencia relativa normalizados (NFRU), al dividir el valor de
fluorescencia en cada punto por el valor que se observa a 1 h después de haber
comenzado el ensayo (Garland et al., 2010). El tiempo minino de respuesta (TMR) fue
definido como el tiempo necesario para que se alcance un valor de 1,1 de NRFU. La

cinética de fluorescencia muestra un pico, donde la concentracion de oxigeno disuelto
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es minima. Luego la actividad respiratoria declina debido al agotamiento del sustrato
disponible, y la continua difusién del O, regenera la matriz. El pico de la respuesta
fluorescente (Fmax) fue calculado para todas las muestras como otro parametro de la

actividad respiratoria, asumiendo una tasa de difusion constante.
5.2.6) Analisis de la actividad de enzimas extracelulares (EAA).

La actividad de las enzimas extracelulares (EEA) del suelo fue determinado de
acuerdo a Marx et al., (2001), utilizando microplacas de 96 pocillos y sustratos unidos
a 4-metilumbelliferona (MUB) fluorescente; también se hicieron los controles
correspondientes (MUB mas suelo (quenching), Buffer MES mas sustratos, Buffer mas
suelo). Las muestras de los suelos de referencia (SD, LC) y los correspondientes a los
cambios de manejo (N-LC, N-SD) fueron analizadas para las siguientes actividades
enzimaticas: B-cellobiohidrolasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, B-glucosidasa, fosfatasa
acida, y sulfatasa usando 4-metilumbelliferona-B-D-celobiosa, 4-metilumbelliferona-N-
acetil-B-D-glucosamina, 4-metilumbelliferona-B-D-glucopiranosa, 4-metilumbelliferona-
fosfato, y 4-metilumbelliferona-sulfato como sustrato, respectivamente. La suspension
de suelo se realizé6 mezclando un 1 g de suelo fresco con 100 ml de buffer MES 0,1 M
pH 6,1. Las suspensiones de suelo fueron obtenidas por el mezclado vigoroso durante
2 min por medio del sistema ULTRA TURRAX Tube Drive (IKA, Alemania). Para la
determinacion de cada actividad enzimatica, en cada pocillo se agregaron 200 pl de la
suspension de suelo y 50 pl de la solucion de los sustratos (200 uM). Las placas
cargadas fueron incubadas 5 min a 30° C y luego se midié la intensidad de la
fluorescencia en el lector de fluorescencia en microplacas (POLARstar Omega, BMG
LABTECH, Alemania) utilizando una longitud de onda de 355 nm para la excitacién y
de 460 nm para la emisién. El equipo se programo para que realice 25 ciclos de 60
segundos a 30° C. La fluorescencia fue convertida en una cantidad de MUB
(metilumbelliferona), de acuerdo a estandares especificos, teniendo en cuenta el grado
de disminucion de la fluorescencia, debido de la materia organica y las particulas de

suelo, en cada suspension (Marx et al., 2001)
5.2.7) Analisis Estadistico

Las diferencias entre los tratamientos agricolas fueron estudiadas con el analisis de la
varianza multivariado (ANOVAM), y usando el test de Hostelling (P < 0,05) para
determinar las diferencias significativas en los CLPP. Diferencias entre los manejos
agricolas en las fracciones de agregados de suelo fueron testeadas con el analisis de
la varianza (ANOVA) con el test Fisher's LSD0.5 (P < 0,05). Las relaciones entre
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tratamiento fue visualizado por medio Analisis de Coordenadas Principales (ACoP) por

medio de la distancia Euclidea.

El calculo de las relaciones de cambio proviene de las diferencias entre los nuevos
manejos agricolas (N-LC y N-SD) con sus manejos predecesores (SD y LC). A esta
diferencia entre el nuevo manejo con su tratamiento control predecesor, se lo dividido
por el manejo control predecesor y a este resultado se lo multiplica por 100 para
obtener el porcentaje de variacion. Y fue simbolizado como AN-LC para relacion de la
N-LC con su tratamiento control predecesor SD; y AN-SD para relacion de la N-SD con

su tratamiento control predecesor, la LC.
AN-LC = [(N-LC)-(SD)/(SD)] Y AN-SD = [(N-SD)-(LC)/(LC)]

Todo el analisis estadistico fueron realizados con el software INFOSTAT (Di Rienzo et
al.; 2013).
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5.3) Resultados y discusion.

5.3.1) Distribucion de las fracciones de agregados

La distribucion de las fracciones de agregados obtenidas a partir del tamizado en
hamedo de las muestras de los manejos agricolas presentd algunas diferencias segun
el manejo (Tabla 5.2). La proporcion de las fracciones de agregados fue mayor en la
fraccién de agregados 250-63 um, seguidas por las fracciones limosas (63-20 y 20-2
Mm, respectivamente) y por ultimo las fracciones de agregados 2000-250 y 2-0,1um (P
< 0,0001).

Tratamiento ~ 2000-250 um 250-63 uym 63-20 ym 20-2 uym 2-0,1 pm Recuperado
LC 9,82+3,71 37,27+7,43 22,72+2,76 21,64+1,31 3,62+1,3 95,07
N-LC 18,76+3,88 36,136,88 21,43+2,15 18,37+2,16 4,37+1,4 99,05
N-SD 13,07+2,52 39,32+3,39 20,43+3,76 21,75+4,5 3,89+0,87 98,46
SD 22,02+5,59 30,1+4,4 19,7441,76 17,9+4,13 3,52+1,06 93,29

Tabla 5.2: Distribucién de las fracciones de agregados de los suelos utilizados. Media  Error Estandar. (%). LC
= Labranza convencional; N-LC = nueva labranza convencional; N-SD = nueva siembra directa; SD = siembra
directa

Cuando comparamos los manejos, analizados por medio de un ANOVA simple, solo
se encontraron diferencias significativas para la fraccion de agregados 2000-250 um,
donde las muestras de los tratamientos de SD y N-LC se diferenciaron de las muestras
de las muestras de la LC y la N-SD (P = 0,001). El resto de las fracciones no
presentaron diferencias significativas (Tabla 5.2, Figura 5.1). Este resultado estarian

indicando que la proporcion en

esta fraccibn de mayor tamafo ) ]
Sumatoria de las fracciones de agregados
sigue respondiendo a los 100,00- . a a
. s a
manejos historicos.
a
75,00 a a a
Con el objeto de buscar si existe
a a
. . a
alguna evidencia del efecto del 2 50001 a
cambio de manejo en las
. . a a a a
proporciones de las fracciones 25,001
de agregados luego de 30 b a b a
. . 0,00 :
meses de realizado el cambio, a LC N-LC N-SD SD
Tratamientos
pesar de los resultados
) B 2000250 im ] 25063pm [] 63-20um
negativos del ANOVA al ] 202um [ 201um
comparar la distribucion de las Figura 5.1: Sumatoria de las fracciones de agregados para
. L cada tratamiento. LC = Labranza convencional;N-LC = nueva
fracciones en términos labranza convencional; N-SD = nueva siembra directa; SD =
. siembra directa. Las letras representan el ANOVA con Test de
absolutos, se analizaron la FisherLSD 0.5 p < 0,05 en la comparacion entre los
tratamientos por fraccién de agregados.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Rectángulo

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 5

relaciones de los valores de cada una de las fracciones en los suelos con cambio de
manejo comparando el valor actual con el valor en el manejo histérico utilizado como
control, en forma de cociente. De esta manera pudimos encontrar que la relacion de
valores N-SD/LC presenté un aumento del 33% en la fraccion 2000-250 um y un 5%
en la fraccion 250-63 ym. A su vez, la fraccién de agregados 63-20 um presentd una
disminucion del 11%. En comparacioén, las relaciones de valores N-LC/SD mostraron
una disminucién del 15% en la fraccién 2000-250 ym mientras que las fracciones 250-

63 y 63-20 um presentaron un aumento del 20% y del 8%, respectivamente.

Cuando se analizaron las correlaciones entre las fracciones de agregados se
evidencia que existe una correlacion negativa entre las fracciones de agregados de
250-63 y 63-20 ym con la fraccion 2000-250 um (-0,47, P = 0,04 y -0,45, P = 0,04,
respectivamente). De esta forma se pondria en evidencia la dinamica que sufren las
fracciones de agregados producto del cambio de manejo. Se puede interpretar que el
aumento de las fracciones de mayor tamafio se relaciona con la disminucién de las de

menor tamafo y viceversa.

2000-250 ym  250-63 pm 63-20 pm 20-2 ym 2-0,1 ym
2000-250 pm 1

250-63 uym -0,47* 1

63-20 ym -0,45* 0,3 1

20-2 ym -0,24 0,19 0,26 1

2-0,1 pm -0,08 0,05 0,26 0,22 1
Tabla 5.3: Correlaciones de Pearson entre las fracciones de agregados. * =P <

0,05;* =P <0,01;* =P <0,001

En conclusion, podemos decir que el patrén de cambio de las fracciones de agregados
posiblemente debido al cambio de manejo indicaria que en la N-LC la fraccién de
agregados mas grande disminuye con un consiguiente aumento de las dos fracciones
consecutivas de menor tamafio. De manera opuesta, en la N-SD se produce un
aumento de las dos fracciones de agregados mas grandes, pero principalmente 2000-
250 um, posiblemente a costa de una disminucion de la fraccion de agregados 63-20

pm.

5.3.2) Analisis de la actividad de las enzimas extracelulares.

El efecto de los cambios de manejo en la actividad funcional a nivel de las fracciones
de agregados medidos como actividades de las enzimas extracelulares (EAA) se

muestra en la tabla 5.4. No se encontraron diferencias significativas entre los manejos
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agricolas por medio del ANOVA para cada fraccion de agregados. La distribucién de
las EAA indico que las enzimas BG, PME y CEL presentan los mayores valores en las
muestras de las labranzas convencionales (tanto sea la LC como la N-LC) para las
fracciones de agregados 2000-63, 20-2 y 2-0,1 ym. En las dos fracciones restantes

250-63 y 63-20 ym los mayores valores se presentaron en las muestras de la SD.

La NAG mostré los mayores valores en la LC y la N-LC para todas las fracciones de
agregados con excepcién de la fraccién 250-63 um que presentd los mayores valores
en las muestras de la SD. La SUL mostré la mayor actividad en la SD en todas las

fracciones de agregados.

Tratamiento 2:2;22:: B-Glicosidasa gluc'\lo-saac:iir:;sa Foas(f:?ézsa Arilsulfatasa Br-midcrill(:;i:
LC 2000-250 pm  1074,52+169 915,72+208 1016,16+£105 14,84+1,48 170,121
250-63 ym 562,35+145 281,01+132 522,3+98 5,67+1,33 272,01+60
63-20 pm 509,41£72 160,23+68 409,44+130 7,09+0,82 192,84+40
20-2 pm 1109,18+164 959,16+281 1294,36+135  11,04+1,49 130,65+27
2-0,1 um 2702,5+912 3609,53+1087 2753,53+1063 22,32+4,03 337,02+99
N-LC 2000-250 pm  720,19+153 1037,47+217 1108,72+173 9,95+2,52 139,66+16
250-63 ym 448,94+118 213,91+118 326,77+94 6,7£1,8 187,29+40
63-20 pm 493,45+61 161,13+63 405,67+111 4,64+1,03 183,19+79
20-2 ym 1546,5+392 1396,55+465 1643,38+479 13,76+2,14 176,72+36
2-0,1 ym 2845,79+951  3150,34+1040 2611,23+1135 27,14+7,85 299,74+86
N-SD 2000-250 pm  753,18+154 979,12+202 961,55+£132 14,14+3,09 152,3+23
250-63 ym 409,75+82 158,46+65 277,75+64 5,12+0,61 171,74+35
63-20 pm 331,03+90 149,12+42 266,25+74 4,62+1,13 162,02+45
20-2 ym 1371,49+337 1135,62+260 1200,93+215 10,51+1,97 132,88+24
2-0,1 uym 2417,64+772 2969,89+816 2431,4+919 19,2+4,49 275,33+20
SD 2000-250 pm  927,66+198 943,94+211 965,97+118 17,96+3,7 153,62+18
250-63 ym 736,52+137 419,52+180 642,56+159 21,0310 311,87+93
63-20 pm 541,66+85 131,73+40 450,77+132 11,88+5,16 205,06+42
20-2 ym 1403,18+474 1323,81+449 1380,31+259 14,84+2,95 170,19+34
2-0,1 um 2459,9+755 3159,82+838  2375,11+944  29,6216,73 240,41+63
Tabla 5.4: actividad de las enzimas extracelulares para cada tratamiento y fraccidon de agregados.
Media Error Estandar.(uM MUB /g Suelo.h). n=5. LC = labranza convencional; N-LC = nueva
labranza convencional;N-SD = nueva siembra directa; SD = siembra directa.

Que en la fracciones de agregados 2000-250 y 2-0,1 ym las EAA sean maximas en la
LC y en la N-LC puede deberse a una menor estabilidad de los microagregados > 250
pum. Como ya se dijo estos agregados se fracturan y al romperse favorecen el acceso
de los microbios y las enzimas a los depositos de carbono produciendo la degradacion
del mismo y favoreciendo asi la actividad enzimatica (Bach & Hofmockel, 2015). Por el

contrario, en la SD y en N-SD al no fragmentarse los microagregados, la actividad
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enzimatica se encuentra ocluido e inaccesible, y por lo tanto es menor. Se demostrado
que la SD no incrementa el carbono organico del suelo en todas las fracciones de
agregados de manera homogénea, sino que lo hace principalmente en la fracciones de
agregados 250-50 y 2-0,1 ym (Dai et al., 2017). Lo cual se encuentra en relacion con
los resultados aqui mostrados donde en las fracciones de agregados 250-63 y 63-20

pm de las muestras de la SD se presentaron las mayores actividades.

Los mayores valores de las actividades especificas de las enzimas medidas, se
encuentran en la fraccion de menor tamafo (2-0,1 um), seguida por la fraccion 20-2
pm y posteriormente la fraccion 2000-250 ym (P < 0,001). Esto observacion resulta
opuesta a la que describimos en el capitulo 4, sin embargo, se debe tener en cuenta
que estas muestras fueron tomadas en una época del afo diferente, en la primavera
durante la etapa final del ciclo del cultivo del trigo en comparacién con las muestras del
capitulo 4 que fueron tomadas durante el invierno donde sé que interpreta que ocurren
los mayores aportes de C labiles proveniente de los residuos de los cultivos. Sin
embargo, estos resultados se encuentran en concordancia con otros trabajos
observados donde también presentan la mayores actividades especificas de las
enzimas en las fracciones de agregados de menor tamafo (Lagomarsino et al., 2012;
Poll et al., 2003; Trivedi et al., 2015). Nicolas et al., (2012) estudiaron la aplicacion de
abonos organicos, lo cual incrementa significativamente la concentracién y la cantidad
de C organico en las fracciones arenosas. Después de 9 meses como la materia
organica decrece, la actividad microbiana también desciende. Es decir, podriamos
estar viendo efectos estacionales que modifican las relaciones de actividades entre

muestreos.

Analisis mutivariados de los EEA

El analisis de las enzimas en forma individual, si bien muestras algunas tendencias
importantes, no nos permite alcanzar o elaborar explicaciones claras respecto del
efecto del cambio de manejo sobre las prestaciones funcionales de los suelos a nivel
de las fracciones de agregados. Si consideramos al suelo como un organismo
complejo, podria ser que el perfil de actividades enzimaticas como un todo muestre
mejor las modificaciones en las actividades bioldgicas debidas el cambio de manejo en

el suelo.

Cuando analizamos por medio de métodos multivariados el perfil enzimatico, por

medio del Analisis de Coordenadas Principales (ACoP, Figura 5.2) vemos que CP1y
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el CP2 representa el 81,9% y el 12,9% del total de la varianza, respectivamente.
Clasificados por tratamientos y también fracciones de agregados vimos que las
fracciones de agregados se separan en tres grupos, las fracciones 2000-250 um y las
20-2 pm, por otro lado 250-63 uym y 63-20 um, y finalmente la fraccion 2-0,1 um.
Vemos que en las fracciones 2-0,1 ym, las muestras se agruparon por tratamiento
historico y las actividades enzimaticas, SUL, GLU, NAG y PME, se orientaron hacia
estas fracciones. Por otro lado, el subgrupo de las 20-2 pm se agrupé por tratamiento
actual. Para el resto de las fracciones no encontramos un patron de agrupamiento

claro de los perfiles.

ACOoP Perfil Enzimatico
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Figura5.2: Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)de acuerdo
atratamientoy fraccion de agregados para las actividades de las
enzimas extracelulares. Simbolos: circulo: 2000-250 ym; cuadrado:
250-63 ym; triangulo: 63-20 ym; rombo: 20-2 ym; reloj: 2-0,1 pm.
Colores: negro: LC; gris oscuro: N-LC; gris claro: N-SD; blanco: SD.
CEL=B-cellobiohidrolasa; NAG = N-acetil-B-glucosaminidasa; BG = 3-
glucosidasa, PME = fosfomonoesterasa; SUL = sulfatasa

Podemos concluir que las muestras clasificadas por tratamientos agricolas y por
fracciones de agregados, se agruparon principalmente por fracciones de agregados
donde se clasificaron en tres grupos. Jiang y colaboradores encontraron que el patréon
de distribucion de la actividad microbiana del suelo esta gobernado por el tamafio de
agregados, donde el efecto de la labranza no fue significativo a tamano de la escala de
las fracciones de agregados (Jiang et al.,, 2011). Y dentro de las fracciones de

agregados se clasificaron por tratamientos, sin embargo, esta clasificacion de todas
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las fracciones de igual forma. Cabiendo sefalar que la unica fracciéon de agregados

que se clasifico por los manejos agricolas actuales fue la 20-2 ym.

5.3.3) Analisis de los perfiles fisiologicos a nivel de comunidades (CLPP).

Fuentes de
Carbono 2000-250 pm 250-63 ym 63-20 pm 20-2 ym 2-0,1 ym
Respiracién n.s. n.s. n.s. n.s. LC#SD/N-LC/N-SD
Basal
Acido
L. n.s. n.s. n.s. n.s. LC/SD#N-LC/N-SD
Cumdrico
Ac.ld(? N-SD#N-LC n.s. n.s. n.s. n.s.
propionico
Acido n.s. ns. n.s. ns. LC#SD/N-LC/N-SD
vanillico
Tabla 5.5: ANOVAM de los parametros del CLPP. n=5.

Cuando se analizé por medio del ANOVAM (Tabla 5.5) los CLPP de las muestras de
los diferentes tratamientos a nivel de cada fraccion de agregados se observaron
diferencias significativas en la fraccion de agregados 2-0,1 ym, donde la LC se separ6

del resto de los tratamientos para la respiracion basal y acido vanillico (P < 0,05).

Para el acido cumarico también se presentan diferencias significativas entre los
tratamientos actuales y los que sufrieron el cambio de manejo (P = 0,004). Esta
diferencia de la LC con el resto de los tratamientos puede estar asociada a una
distribucion diferente del C y por lo tanto a un mayor acceso al carbono labil por parte
de los microorganismos, que principalmente se encuentran ubicados en las fracciones

de menor tamafio (2-0,1 y 20-2 ym).

Cuando se analizaron los parametros que conforman el CLPP se observé que la
mayor actividad respiratoria medida a través del Fmax se ubico en las fracciones de
agregados menores a 20 ym para las cuatro condiciones de fuente de carbono
ensayadas (P < 0,001). La tasa relativa de utilizacion de los diferentes sustratos puede
variar dependiendo de la localizacion de los grupos microbianos y capacidades
metabdlicas apropiadas (Jiang et al., 2011a). Kong et al., (2011) por medio de la
medicion de los acidos grasos a través del analisis de los PLFA, encontraron una
mayor concentracion de acidos grasos en la fraccién de limo y arcilla (53-0,1 ym) en

comparacion con la de los microagregados (250-53 ym).
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Capitulo 5

Tratamiento ';r:fe(gzr;:: Fmax RB Fmax Cum Fmax Prop Fmax Vai
LS 2000-250 um  1,53£0,17 1,5210,1 1,4240,12 1,5674£0,15
250-63 pm 1,240,25 1,19+0,13 1,1910,16 1,3410,18
63-20 um 1,34+0,2 1,31£0,07 1,31£0,11 1,32+0,09
20-2 ym 1,42+0,13 1,3+0,04 1,27+0,04 1,35+£0,08
2-0,1 pm 1,99+0,14 2,02+0,23 1,9940,25 2,07+0,03
N-LC 2000-250 pm  1,33+0,07 1,27+0,03 1,17+0,04 1,18+0,06
250-63 um 1,2+0,08 1,15+0,02 1,131£0,04 1,1610,07
63-20 ym 1,25+0,06 1,21+0,04 1,240,05 1,19+0,08
20-2 pm 1,38+0,08 1,32+0,08 1,29+0,04 1,24+0,04
2-0,1 ym 1,28+0,09 1,2+0,05 1,25+£0,06 1,16£0,03
N-SD 2000-250 pm 1,6240,2 1,54+0,11 1,3+0,08 1,48+0,08
250-63 um 1,32+0,14 210,02 1,1240,03 1,1940,03
63-20 pm 1,34+0,13 1,23+0,03 1,17+£0,04 1,17+£0,06
20-2 pm 1,48+0,13 1,37+0,09 1,29+0,08 1,37+0,09
2-0,1 um 1,48+0,14 1,34+0,1 1,32+0,07 1,3310,1
SD 2000-250 ym  1,46+0,11 1,39+0,06 1,31+£0,07 1,351£0,07
250-63 um 1,26+0,09 1,2+0,03 1,16+0,04 1,18+0,05
63-20 ym 1,31+0,1 1,2+0,06 1,15£0,03 1,15+0,04
20-2 pm 1,32+0,07 1,32+0,05 1,27+0,07 1,2840,08
2-0,1 um 1,5+0,09 1,61+0,07 1,45+0,08 1,42+0,06
Tabla 5.3.: parametros fisioldgicos en los cuales estan basados los CLPP para cada
tratamiento y fraccién de agregados. Media Error Estandar. n=5. (NRFU)

Analisis mutivariados del CLPP

Cuando analizamos los CLPP de las diferentes fracciones y tratamientos por medio del
Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP, Figura 5.3) los ejes CP1 y el CP2
representaron el 57,7% y el 25,4% del total de la varianza, respectivamente. Se
observaron que la distribucion de las muestras clasificadas por fracciones de
agregados y tratamiento se vio que las muestras no se agrupan ni por tratamiento ni
por fraccion de agregados. Sin embargo, pareceria que los tratamientos agricolas se
clasifican a lo largo del eje CP2, donde las muestras de la SD parecerian que se
asocian hacia el lado positivo de este eje, y en cambio, las muestras de la LC hacia el
lado negativo. A su vez, los nuevos tratamientos agricolas pareceria que se orientan a
lo largo del eje CP1, estando las muestras de la N-LC hacia el lado negativo del CP1y
las muestras de la N-SD hacia el lado positivo. Los parametros de la TMR se podrian
asociar con las muestras de la LC, en cambio, los Fmax con las muestras de la N-SD.
Sin embargo, en todos los casos las muestras se encuentran muy cercanas entre si y

superpuestas en muchos casos.
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ACoP CLPP
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Figura 5.3: Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)de acuerdo
atratamientoy fraccion de agregados paralos CLPP. Simbolos:
circulo: 2000-250 um; cuadrado: 250-63 pm; triangulo: 63-20 um;
rombo: 20-2 ym; reloj: 2-0,1 ym. Colores: negro: LC; gris oscuro: N-
LC; gris claro: N-SD; blanco: SD.

5.3.4) Analisis cuantitativo de la estructura de las comunidades microbianas

Distribucién de las abundancias relativas de los grupos microbianos principales

a nivel de las fracciones de agregados y segun manejo agricola.

Los cambios en los manejos agricolas del suelo, como los tratamientos de cultivo o la
fertilizacion, podrian generar diferencias en las abundancias de muchos filos y clases
de microorganismos en los suelos (Carbonetto et al., 2014; Finn et al., 2017; Trivedi et
al., 2015). También se han observados variaciones estacionales en las abundancias
de las lineas bacterianas principales en los suelos (Phillipot et al.,, 2010). Varios
estudios han demostrado que las diferentes fracciones de agregados del suelo pueden
seleccionar diferentes comunidades bacterianas (Blaud et al., 2014; Trivedi et al.,
2017). A partir de este contexto se analizaron por qPCR los grandes grupos
microbianos en las muestras de cambio de manejo por labranza y sus controles. Los
resultados indican que las abundancias relativas de los tres grupos microbianos fueron
influenciadas por las fracciones de agregados (P < 0,0001), no asi por los tratamientos
de los suelos (P > 0,05).
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Estos resultados ponen en evidencia que las estructuras de las comunidades
microbianas (bacterias, hongos y arqueas) varian dentro de cada fraccion de
agregados, y la mayor proporciéon de las bacterias se encuentra asociada con las
fracciones de agregados de menor tamafio y en menor proporcion en los agregados

de mayor tamafio (P < 0,0001, para los tres grupos microbianos).

Cuando analizamos las diferencias entre los tratamientos para cada fraccion de
agregados encontramos diferentes tendencias de variacion de los grupos microbianos

segun la fraccion de agregados que se analice.

Cuando analizamos las abundancias relativas dentro de cada fraccion de agregados,
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muestras de la SD. Ademas se arqueas para la fraccion de agregados 2000-250 pm (n=3,
media error estandar) mostrados como log 10 de numero de
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donde las abundancias disminuyen hacia las muestras de la SD. Para ambos grupos
microbianos no se presentaron diferencias significativas. Por otro lado, las arqueas
exhibieron las mayores abundancias en la N-LC, presentandose diferencias
significativas entre la LC y el resto de los tratamientos (P = 0,0213), donde se
encontraron valores menores que en el resto de los tratamientos. También se observa

un gran aumento de las arqueas en la N-SD, en comparacion con la LC.

En la fraccién 63-20 um (figura 5.6), la
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En la fraccidon de agregados 20-2 um (figura 5.7), la mayor abundancia relativa se
presentd en la N-SD. Para las bacterias y los hongos, que son los grupos que mejor
responden a los cambios de manejos agricolas, las muestras de la SD presentaron
mayores valores que las muestras de la LC, caso contrario sucede en las arqueas. Se
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tratamiento (Jiang et al.,, 2011; Frey et al.,, 2006) y son mas influenciados por los
manejos agricolas que por las caracteristicas de los suelos (Wakelin et al., 2008). A su
vez, las bacterias y las arqueas responde de manera diferencial frente a los cambios
en las practicas de manejo de suelo (Wessen et al., 2010). Nuestros resultados son
coherentes con estas observaciones y sefialan que el cambio de manejo de labranza

ya se expresa a nivel microbiolégico en un lapso de tres afios posterior al cambio.

Finalmente en la fraccién de agregados 2-0,1 um (figura 5.8), la mayor abundancia

relativa se encontré en la SD para
2-0,1 um
todos los grupos microbianos. Sin ®
§ 11,25- aaaa
embargo, no se presentaron 2 il
(o))
diferencias significativas entre los %‘) 10,901
Q aa a a
. Q
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P |i|_c -N-LCDN-SDDSD|
respecto a las muestras que no Figura 5.8: Abundancia relativa de las bacterias, hongos 'y
. . arqueas para la fraccion de agregados 250-63 pm (n=3,
sufrieron cambios. media error estandar) mostrados como log 10 de numero de
copias gendmicas por gramo de fraccién de agregados.

La abundancia relativa de los hongos

fue mayor en la LC o en la N-LC que en la SD en las fracciones 2000-250 ym y 250-63
pm. Esto podria estar relacionado con que los oligonucleétidos cebadores utilizados
en la qPCR cuantifican mayormente hongos saprofitos y en mucha menor medida a
los hongos micorricicos arbusculares (HMA) que son mas sensibles a la labranza
convencional. Por otro lado, otros investigadores han demostrado que la LC no
modifica la abundancia total o relativa de los marcadores de hongos luego de la
labranza, en cambio muestran que los indicadores de HMA disminuyen de manera
drastica e incluso sin recuperacion luego de 5 afios en SD (Helganson et al., 2010;
Wortmann et al., 2007). Hu et al., (2013) calcula la relacion HMA con los hongos
totales por medio de mediciones con qPCR y encuentra que las micorrizas
representan cerca del 5% del total de los hongos en el suelo. Por lo cual una
disminucion de este grupo no se veria reflejada en la variacién total de los hongos.
Otros estudios por medio de un analisis metagendmicos han demostrado una mayor
abundancia relativa de los hongos en la LC en comparacion con la SD (Sousa et al.,
2014).

147



Capitulo 5

Relaciones de cambio de los nuevos tratamientos agricolas con los manejos

histéricos para los grupos microbianos principales.

En forma similar a como analizamos las variaciones en parametros anteriores, donde
la comparacion de valores absolutos no muestra una imagen clara de los cambios de
manejos a nivel de los parametros medidos, decidimos analizar las variaciones en los
suelos con cambio de manejo, en relacion al valor del suelo de manejo histérico como

control.

De esta manera pudimos observar que cada fraccién de agregados presentd una

dinamica de cambio particular para cada grupo microbiano.

Cuando se analizaron las variaciones de las abundancias de las bacterias (Figura
5.9A) en relacion a los nuevos manejos agricolas con respectos a sus tratamientos
histéricos predecesores (AN-LC y AN-SD) se vio que ambas relaciones se comportaron
de manera similar para las fracciones de agregados 2000-250, 63-20 y 2-0,1 uym. Por
otro lado, las fracciones de agregados restantes, 250-63 y 20-2 ym, mostraron valores
opuestos habiendo aumentado en la relacion AN-SD y disminuyendo en la relacion AN-
LC.
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Cuando se analiz6 como se modificé la abundancia de las hongos (Figura 5.9B) vio
que las relaciones AN-LC y AN-SD se comportaron de manera similar para las
fracciones de agregados 250-63, 63-20 y 2-0,1 um siendo valores positivos en estas
primeras dos fracciones y valores negativos en la de menor tamano. Las fracciones de
agregados restantes, 2000-250 y 20-2 um, mostraron valores opuestos habiendo

aumentado en la relacion AN-SD y disminuyendo en la relacion AN-LC.

Cuando se analiz6 como cambié la abundancia de las arqueas (Figura 5.9C) se vio
que las relaciones AN-LC y AN-SD se comportaron de manera opuesta en 2000-250,
20-2 y 2-0,1 pm siendo positivo la relacion AN-SD, en cambio, la relacion AN-LC
presentaron valores negativos. En las fracciones restantes ambas relaciones se

comportaron de manera similar y positiva.

La relacién AN-SD presentd, en general, siempre valores positivos, es decir, que el
tratamiento agricola N-SD aumento posterior al cambio de manejo al cabo de los 3
afnos. Este aumento en la biomasa microbiana fue documentando por varios estudios
previos (Carpenter-Boggs et al., 2003; Guggenberger et al., 1999; Helgason et al.,
2010). En cambio, la relacion AN-LC presento una amplia variedad de respuestas y
siempre disminuyo en la fraccién de agregados 20-2 um. Lo cual estaria sugiriendo
que esta fraccion de agregados como la mas sensible a los cambios de manejos. Solo
la fraccién de agregados 2-0,1 uym presento valores negativos, pero en esta fraccion

ambas relaciones se comportaron de manera similar.

Relaciones entre grupos microbianos principales

La relacion hongos/bacteria (Figura 5.10A) no se presentaron diferencias significativas
para ninguna fraccion de agregados. En las fracciones de 2000-250 y 250-63 pm, los
suelos con cambios de manejos agricolas muestran valores que se asemejan de
acuerdo a los corresponden a los valores histéricos de la nuevo manejo agricola que
se practica desde el momento del cambio. En la fraccién de agregados 250-63 ym los
valores de los nuevos tratamientos se asemejan a sus nuevos controles, disminuyendo
la relacién hongos/bacterias desde la LC hacia la SD. En el restos de la fracciones de
agregados, los nuevos tratamientos se asemejan mas a los tratamiento histéricos, es
decir, que las muestras de la N-SD se asemejan mas a las muestras de la LC y lo
mismo sucede con las muestras de la SD y la N-LC. En general se presentaron
valores muy similares entre los diferentes tratamientos. La distribucion de la relacién

hongos/bacterias no disminuye en el mismo sentido que lo hacen las fracciones de
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Grafico 5.10: Grafico que muestras la relaciones entre los grupos microbianos
principales: a) relacién Hongos/Bacterias, b) relaciéon Arqueas/Bacterias, y ¢) relacion
Hongos/Arqueas. n=3.
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agregados, lo cual no es similar a lo observado en el capitulo 4 y ha sido documentado
por varios autores (Hemkemeyer et al., 2015; Ellen Kandeler et al., 1999c). Sin
embargo, Zhang et al., (2016) presento resultados similares a lo aqui mostrado en este
capitulo, donde lo atribuyen a la mayor influencia de las bacterias en esos suelos y

restandole importancia a la relacion hongos/bacteria.

Cuando se analizo la relacion arqueas/bacterias (Figura 5.9B) se vio que las muestras
de la SD presentaron mayores valores que en las muestras de la LC sin llegar a ser
diferencias significativas para todas las fracciones de agregados, con excepcién de la
fraccion de agregados 20-2 ym. Para esta fraccion, ambas muestras con labranza
presentaron valores similares y mayores que la SD, sin presentarse diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo. Finalmente se observé que la relacion
arquea/bacterias aumentd hacia las fracciones de agregados de menor tamafo. En
estudios gendmicos, la relacién arquea/bacterias se encuentra alrededor del 2% en el
suelo completo sin fraccionar, sin embargo, hasta el momento los datos existentes que
relacionen estas proporciones a nivel de fracciones de agregados son muy escasos.
Hemkemeyer et al., (2015) presentd que la relacion arquea/bacterias aumenta desde
las fracciones mas grandes hacia las mas de menor tamafo, de manera similar a lo
que ocurre aqui, pero presenta valores entre el 1 y 3% para ambas relaciones. Otros
estudios mostraron una relacion que varia entre 3 y 15 % (Bates et al., 2011; Soule et
al., 2009; Wessén et al., 2010). El aumento de los valores de esta relacién hacia las
fracciones de agregados mas chicas podria estar relacionado con que se asocia las
arqueas con sitios con menores aportes de carbono faciimente disponibles, como

sucede en las fracciones de agregados de menor tamafio (Karlsson et al., 2012).

La relacion hongos/arqueas (tabla 5.9C) mostré que en las fracciones de agregados
250-63 y 20-2 uym las muestras de la LC presentaron diferencias significativas con las
muestras de las SD, siendo estas ultimas mayores en las fraccion de agregados de

menor tamano.

En general, se observd que la relacién hongos/arqueas disminuyé desde la LC hacia
las muestras de la SD. También para las muestras que sufrieron los cambios de
labranza se observo que son similares a los nuevos controles, sin presentar
diferencias significativas entres las muestras que estan actualmente en LC o SD.
Karlsson et al., (2012) proponen que las arqueas estan acostumbradas al estrés
cronicos provocados por la falta de nutrientes y presentan una relacion negativa con el

carbono facilmente disponible. Lo cual podria estar sucediendo que los hongos se

151



Capitulo 5

encuentren favorecido frente a las arqueas en las muestras donde se lleva a cabo la

labranza.

Analisis multivariado de los grupos microbianos principales.

Cuando se analizé en conjunto los tres grupos microbianos principales por medio de
un analisis multivariado, como lo es el ACoP (figura 5.11) vimos que el CP1 y el CP2
comprende el 81,3% y el 15% de la varianza total, respectivamente. La distribucion de
las fracciones de agregados presenté tres agrupamientos de acuerdo a tamafio de las

fracciones de agregados.
Por un lado, es notoria la ACoP Grupos microbianos
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Figura5.11: Analisis de Coordenadas Principales (ACoP)de acuerdo
atratamientoy fraccion de agregados para los grupos microbianos
queincluyen alas bacterias, hongosy arqueas. Simbolos: circulo:

2000-250 pm; cuadrado: 250-63 um; triangulo: 63-20 uym; rombo: 20-2

sucede con las muestras um; reloj: 2-0,1 ym. Colores: negro: LC; gris oscuro: N-LC; gris claro:

N-SD;blanco: SD

de la LC y la N-LC, hacia
el lado positivo. Es decir, esta fraccion de agregados responde de manera dinamica al
cambio de manejo en la composicion microbiana de los grupos microbianos. El otro
grupo que se separa es la fracciéon de menor tamafo 2-0,1 um, dentro de la cual sus
tratamientos se distribuyen en linea a lo largo del CP1 sin tener en cuenta los manejos
histéricos o actuales. El tercer grupo que muestra una separacion bastante clara en
tanto fraccién por tamano es el de las fracciones mas grandes 2000-250 ym sin un
ordenamiento que refleje los tratamientos. Las fracciones intermedias, 250-63 y 63-20
MM se agrupan separadas del resto, y mas entremezcladas en una forma que en su

conjunto parece mostrar un agrupamiento de acuerdo al manejo independientemente
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Capitulo 5

del tamano entre estas dos fracciones. El parametro de las arqueas se orientd hacia
las fracciones de agregados 2-0,1 um, y los hongos y las bacterias hacia el lado de las
fracciones de agregados 20-2 pym y las muestras de la N-SD de la fraccion 2000-250

pm.

Abundancias relativas de los filos y clases bacterianos.

Cuando analizamos las abundancias relativas de algunos filos y clases bacterianos de
mayor abundancia en las muestras de suelo -de acuerdo a los estudios de
metagendmica de la ultima década (Carbonetto et al., 2014; da Silva et al., 2014;
Davinic et al., 2012; Trivedi et al., 2017)- se observé que las abundancias relativas de
los filos y clases bacterianas presentaron diferencias significativas entre las fracciones
de agregados (P < 0,001). El unico grupo que no fue influenciado por las fracciones de
agregados fueron las Acidobacterias (P = 0,0996). Por el contrario, las abundancias
relativas de los grupos bacterianos no fueron influenciadas por los tratamientos

agricolas cuando las observamos como un todo (P > 0,05).

Buscando profundizar el analisis, se calcularon las abundancias de cada grupo para
cada fraccion de agregados. En la fracciéon de agregados 2000-250 um (figura 5.12) se
pudo apreciar, en general, valores levemente superiores para las muestras de la LC
que para la SD y no se observan grandes cambios de acuerdo a los cambios de
manejo, es decir, los valores de los suelos con nuevos tratamientos se asemejan a los
valores de los tratamientos histéricos. Esto es asi para los filos Acidobacterias,

Actinobacterias, Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias. El grupo de los Firmicutes
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Figura 5.12: Abundancia relativas de los filos o clases bacterianos en los diferentes
tratamientos para la fraccién de agregados 2000-250 um (n=3, media error
estandar) mostrados como numero de copias genémicas por gramo de fraccion de
agregados.
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muestra un comportamiento singular en el sentido que los valores en las muestras de
la LC al igual que los suelos con nuevos tratamientos son mayores que las muestras
de la SD.

En la fraccion de agregados 250-63 um (figura 5.13) se observé un panorama
diferente en cuanto a la distribucién de los filos bacterianos, que se contrasta con lo
observado en la fraccion de agregados mas grande. Las Actinobacterias y en
particular las Acidobacterias presentaron la mayor abundancia relativa en la SD en
comparacion con la LC, y lo mismo sucede con los otros tres grupos bacterianos
aunque en una menor proporcion. En este tamafo de microagregados el efecto del
cambio de manejo se manifesté de manera diferente. Por un lado, los grupos de los
oligotroficos (Firmicutes, Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias) muestran valores
de abundancia que se corresponden con el tratamiento histérico. En cambio, en los
grupos copiotréficos de Actinobacterias y Acidobacterias los nuevos manejos se
reflejan en abundancias relativas diferentes a los manejos histéricos, principalmente
en las Actinobacterias que sufren una caida en la abundancia en la N-LC respecto al

resto de los tratamientos.
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Figura 5.13: Abundancia relativas de los filos o clases bacterianos en los diferentes
tratamientos para la fraccion de agregados 250-63 um (n=3, media error estandar)
mostrados como numero de copias genémicas por gramo de fraccion de agregados.

En la fraccion de agregados 63-20 um (figura 5.14) también aparecen particularidades
que reflejan el efecto del manejo del suelo. Esto se da con el filo de las Actinobacterias
que presentan una diferencia sustancial entre las muestras de la SD y la LC y donde
los valores de los tratamientos con cambio de manejo aparecen en ambos casos
aumentados al nivel del control histérico de las muestras de la SD. Esto muestra que
la practica de N-LC no disminuye desde la SD histérica con el cambio de manejo a la

LC al cabo de tres afios, mientras que la N-SD luego de este tiempo muestra valores
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equivalentes a la SD. El otro grupo que en esta fraccion de agregados muestra
diferencias que reflejan el manejo son los Firmicutes donde se observan mayores
valores en las muestras de la SD respecto de LC y donde las muestras de los suelos
con cambios de manejo reflejan los valores del manejo histérico y no del nuevo. Es
decir a nivel de esta fraccién los Firmicutes se mantienen en valores estables
determinados por al manejo histérico aun luego de tres afos de cambio de manejo.
Los grupos de Acidobacterias, Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias no muestran
diferencias significativas entre los tratamientos. Dado el caracter exploratorio de este
ensayo cabe sefalar la consistencia de mayores valores absolutos para todos los

grupos en el tratamiento de N-LC.

En estas ultimas dos fracciones de agregados analizadas, 250-63 y 63-20 ym, se nota
que la mayor abundancia se encuentra en la N-LC, que es la SD que paso6 a la LC.
Este es el tratamiento donde se produjo una disminucién del carbono en el suelo sin
fraccionar (Ver capitulo 3). Lo que podria haberse traducido en un aumento de la
biomasa microbiana del suelo producto de la mineralizacion de los nuevos substratos
disponibles. Ademas debemos tener en cuenta que estas dos fracciones son las que
mas aumentaron en sentido opuesto a la disminuciéon de la fracciéon de agregados de

mayor tamafio 2000-250 ym.
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Figura 5.14: Abundancia relativas de los filos o clases bacterianos en los diferentes
tratamientos para la fraccion de agregados 63-20 um (n=3, media error estandar)
mostrados como numero de copias genémicas por gramo de fraccién de agregados.

En la fraccidon de agregados 20-2 uym (figura 5.15) se observan varias particularidades
respecto de los manejos historicos y los cambios de manejo en los diferentes grupos
bacterianos. El grupo de Acidobacterias mostré valores significativamente mayores en
las muestras de la SD que en la LC, y esta impronta dada por la SD en este grupo

bacteriano se mantiene y expresa aun en mayores valores de unidades gendmicas en
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los suelos con cambio de manejo, es decir, la N-SD en 3 anos modifica estos valores a
valores comparables a los del manejo histérico, y en el caso de la N-LC el resultado
sugiere que los valores de Acidobacterias en esta fraccion no se han modificados
luego de tres afios de LC, sugiriendo un valor resistente para este grupo en esta

fraccion de agregados del suelo.

Los otros tres grupos bacterianos muestran una estructura de valores de las
abundancias relativas similares entre las muestras de la SD y la LC pero se expresan
valores opuestos en las muestras de la N-SD y la N-LC con efectos de estimulo en el
desarrollo de unidades gendmicas en este tamafo de fraccibn dado por el nuevo
manejo de SD en tres afos. Por el contrario, en la N-LC los valores de estos grupos
bajan a valores aun menores que los histéricos de la LC, sugiriendo que aun no se han

alcanzado a estabilizar las nuevas comunidades microbianas de acuerdo al nuevo

manejo.
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Figura 5.15: Abundancia relativas de los filos o clases bacterianos en los diferentes
tratamientos para la fracciéon de agregados 20-2 um (n=3, media error estandar)
mostrados como numero de copias genémicas por gramo de fraccion de agregados.

Finalmente, en el caso de la fracciéon de arcillas 2-0,1 um (figura 5.16), se observa
comportamientos particulares de las abundancias relativas en el caso de las
Acidobacterias que muestran mayores valores en las muestras de la SD que en las
muestras de la LC, y esto se mantiene en los suelos con cambio de manejo de
acuerdo al valor del manejo histdrico, es decir, tres afios de cambio de labranza no
han alterado los valores de abundancia relativas de Acidobacterias en esta fraccion del
suelo. Los otros grupos de Actinobacterias, Firmicutes, Alfaproteobacterias y
Betaproteobacterias muestran una tendencia similar: valores equivalentes entre SD y
LC histdrica, donde los nuevos manejos producen una aparente disminucién de los

valores de estos grupos en esta fraccion de agregados.
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Varios autores han descripto a la fraccion de agregados 20-2 um con una alta relacion
C/N, lo que podria ser provocado por el alto potencial de estas fracciones para
acumular C organico (Smucker et al., 2007; Nicolas et al., 2013). Davinic et al., (2012)
sugieren que las abundancias relativas de las bacterias dentro de las fracciones de
agregados del suelo son direccionados por los cambios en la composicion quimica del
C organico mas que por la cantidad. En estas dos fracciones de agregados de menor
tamano, 20-2 y 2-0,1 um se presentaron los mayores valores de abundancia relativa
como asi como también los mayores valores de EEA para todos los tratamientos. La
importancia de las caracteristicas quimicas de los substratos presente en las
fracciones de agregados de menor tamafno en conjunto con los mecanismos de
proteccion fisica de los depredadores producen visibles efectos sobre estas fracciones

de agregados (Sessitsch et al., 2003)
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Figura 5.16: Abundancia relativas de los filos o clases bacterianos en los diferentes
tratamientos para la fraccién de agregados 2-0,1 ym (n=3, media error estandar)
mostrados como numero de copias genémicas por gramo de fraccion de agregados.

Una posible lectura complementaria de estos datos muestra que los distintos grupos
bacterianos podrian separarse en dos categorias, por un lado los grupos bacterianos
de mayor abundancia en nuestro estudio, las Actinobacterias y las Acidobacterias, y
por el otro lado encontramos a los Firmicutes y las Proteobacterias. Cabe destacar que
los primeros son conocidos como Copiotréficos, de crecimiento lento, y la segunda
categoria son conocidos como Oligotréficos, que crecen rapidamente en presencia de
substratos facilmente disponibles (Philippot et al., 2010). Souza et al., (2013) por
medio de analisis metagendmicos revelaron una mayor presencia de estos tres grupos

copiotroficos en la LC que en la SD.

La labranza modifica la distribucion de la materia organica, no solo en el perfil del

suelo al romper e incorporar los residuos de los cultivos que se encuentran en la
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superficie del suelo (Kandeler et al., 1999b; Six et al., 2002) sino que también en las
fracciones de agregados al romper la estructura de los micro- y macroagregados, que
juegan un rol clave en la proteccion del carbono secuestrado en el suelo (Dungait et
al., 2012). La manera mas comun de que los procesos abidticos regulen la dinamica
de la materia organica es a través de mecanismos fisicos, ya que limitan el acceso
microbiano y/o enzimatico a los sustratos. Al perturbar la estructura del suelo en los
sistemas de la labranza convencional, los microagregados (mayores a 250 ym) se
rompen y permiten el acceso a la materia organica que se encontraba ocluida en ellos.
De esta manera la vuelven accesible para los microorganismos y favoreciendo
aquellos microorganismos que crecen mejor en condiciones de abundancia de
substrato. Esta mayor mineralizacién en los sistemas de labranza convencional se
expresa también en las actividades de las EAA que presentan mayores actividades en
la LC (B-Glucosidasa y Celobiohidrolasa) y N-LC (fosfoestearasa y N-acetil-

glucosamina).

Un segundo mecanismo que puede dar como resultado un contenido menor de
carbono en los agregados de las muestras de la LC aparece como resultado de una
menor difusiéon del C organico hacia el interior de los agregados. La LC continua
reduce los porosidad intra-agregados un 17%, lo cual hace que el carbono labil que
llega a los macroagregados se encuentre disponible para ser utilizado en la superficie
de los agregados de la LC dentro de los primeros 5 dias (Smucker et al., 2007). Lo
cual favorece una menor cantidad de C almacenado en el interior de los agregados de
las muestras de la LC en comparacion con los agregados de la SD. Ademas, los
grupos copiotréficos correlacionan significativamente de manera negativa con la
cantidad de agregados en esta fraccion de agregados (P = 0,02), por lo cual a menor
cantidad de agregados mayor abundancia relativa. Estos dos clases de
Proteobacterias (alfa y beta) se encuentran funcionalmente relacionados con la
descomposicion de la materia organica, el ciclado del C y N y la degradacion de
xenobidticos (Fierer et al., 2007). Por otro lado, los Firmicutes producen esporas para
sobreponerse a los periodos de escases nutritiva y condiciones ambientales extremas

como son la baja concentracion de oxigeno y agua (Davinic et al., 2013).

Nuestros resultados muestran que las diferentes fracciones de agregados proveen
diferentes habitats microbianos, favoreciendo comunidades microbianas con diferentes
proporciones de sus grupos integrantes (Davinic et al., 2012; Trivedi et al., 2015).
Hasta el momento se han llevado a cabo pocos estudios donde se analizan las

diferentes comunidades microbianas a nivel de fracciones de agregados. En particular,
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no encontramos referencias bibliograficas en la que se comparen a este nivel los

manejos agricolas como la siembra directa o la labranza convencional.

Relaciones de cambio de los nuevos tratamientos agricolas respecto a los

manejos historicos.

Cuando se analizé como varia la abundancia de las Actinobacterias (Figura 5.17A) en
relacién a los nuevos manejos agricolas con respectos a sus tratamientos histéricos
predecesores (AN-LC y AN-SD) se vio que ambas relaciones se comportaron de
manera similar para las fracciones de agregados 2000-250, 63-20 y 2-0,1 uym. Las
fracciones de agregados restantes, 250-63 y 20-2 pm, mostraron valores opuestos

habiendo aumentado en la relacion AN-SD y disminuyendo en la relacion AN-LC.

La cambios en las abundancia de las Acidobacterias (Figura 5.17B) se observo que
ambas relaciones se comportaron de manera similar solo en las fraccion de agregados
2000-250 um; en el resto presentaron tendencias opuestas, donde la relacion AN-LC
presento valores negativos en las fracciones de agregados 250-63 y 63-20 ym y con
valores positivos en las fracciones 20-2 y 2-0,1 ym; siendo los valores opuestos o

similares a cero en la relacion AN-SD.
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La cambios en las abundancia de los Firmicutes (Figura 5.17C) mostraron que solo se
presentaron comportamientos diferentes en la fraccion de agregados 63-20 ym donde
ambas relaciones fueron positivas, pero la relacion AN-LC presenté mayores valores
que en la relacion AN-SD, en el resto de las fracciones de agregados ambas
relaciones se comportaron de manera similar. Lo cual podria estar indicando que este
filo bacteriano, responde al stress producido por un cambio de manejo

independientemente de manejos agricola que sea.

Los cambios en las abundancia de los Alfaproteobacterias (Figura 5.17D) mostraron
un comportamiento comparable al de los Firmicutes. Los cambios en las fracciones de
agregados 2000-250 y 2-0,1 um fueron en ambas relaciones negativas. En las
fracciones de agregados 250-63 y 20-2 um, la relacién AN-SD presento valores
positivos y mayores que la relacion AN-LC. En la fraccion de agregados 63-20 um

ambas relaciones fueron positivas pero la relacion N-LC presenté los mayores valores.

Finalmente, los cambios en las abundancias de las Betaproteobacterias (Figura 5.17E)
presentaron que tendencias opuestas en las relaciones de cambio en la fraccién de
agregados 20-2 um, donde la relacion AN-SD fue positiva en comparacién con la
relacion AN-LC que presento valores negativos. En el resto de las fracciones de

agregados ambas relaciones se comportaron de manera similar.

La relacién AN-SD present6 para la fraccion de agregados 250-63 pm los mayores
valores de cambio, y siempre fuero valores positivos. Esto se encuentra en
concordancia con los valores de las abundancias de los filos y clases bacterianos que
fueron mayores en esta fraccion para las muestras de la SD o la N-LC. En el caso de
la relacion AN-LC vimos que presentaron los mayores valores de cambio en la fraccion
de agregados 63-20 pym. En esta ultima fraccibn de agregados, en general, se
presentaron los mayores valores de abundancias bacterianas en las muestras de la N-
LC.

Finalmente en las fracciones de agregados de agregados 2000-250 y 2-0,1 um ambas
relaciones se comportaron de manera similar, aumentado o disminuyendo en el mismo
sentido. Pero se observa que en la fraccion de agregados 2000-250 um la abundancia
de las Acidobacterias y los Actinobacterias se comportaron de manera similar siendo
ambas relaciones positivas, en cambio, las abundancias de los Firmicutes y las

Proteobacterias (Alfa y Beta) sufrieron una caida.

Estos resultados muestran que las diferentes fracciones de agregados favorecen

diferentes dindmicas cambio como resultado del intercambio de manejos agricolas en
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las abundancias de los filos y clases bacterianos. Los efectos se produjeron de
acuerdo al tipo de manejo y al tipo de estrategia de vida de los microorganismos. En la
relacion AN-LC observamos como los “copiotréficos” tienden a presentar una
disminucion pequefia, aproximadamente del 20% (Figura 5.17C, D, E) en todas las
fracciones de agregados con excepcion de la fracciéon de agregados 63-20 uym. Por el
contrario, los “oligotréficos” presentaron un aumento en la fraccion mas grande,
seguido por una disminucion en la fraccion de agregados 250-63 um para la N-LC/SD

y en cambio, un aumento para la AN-SD.

Analisis multivariado de los filos y clases bacterianos.

Cuando analizamos en conjunto los cinco filos bacterianos por medio de un analisis
multivariados como lo es el ACoP (figura 5.18) se observé que el CP1 y el CP2
representaron el 73,7% y el 19,9% de la varianza total, respectivamente. Las muestras

clasificadas por fraccién de agregados y por tratamiento no se agruparon de manera

distintiva por
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Contribucion de cada fracciéon de agregados a la estructura del suelo completo.

Cuando analizamos los perfiles de cada tratamiento agricola que surgieron de la
sumatoria de grupos microbianos principales por el aporte de cada fraccién de
agregados de acuerdo a cuanto representa en el suelo sin fraccionar se vio que los
mayores valores se presentan en la N-SD, seguidos por la N-LC, la SD y finalmente la
LC (Figura 5.19). Estudios previos presentaron de manera similar un aumento de la
biomasa microbiana debido al pasaje de la LC a la SD (Wardle et al., 1995). Ademas
analisis realizados por el grupo de Kornelia Smalla sobre las mismas muestras de
suelo sin fraccionar mostraron resultados similares (comunicacién personal). Cuando
analizamos la proporcion de cada grupo microbiano vimos que las bacterias fue el

grupo que mas aporto, seguido por las arqueas y finalmente los hongos.

Los perfiles de cada tratamiento agricola que surgieron de la sumatoria de los filos y
clases bacterianas por el aporte de cada fraccién de agregados de acuerdo a cuanto
representa en el suelo sin fraccionar se vio que los mayores valores se presentan al
igual que con los grupos principales, en la N-SD, seguidos por la N-LC, la SD y
finalmente la LC (Figura 5.20). El filo de Acidobacterias representaron el 11,9% y
12.2% en la SD y en la N-LC, y alrededor del 5,4% y el 4.7% en la LC y la N-SD del
total de las bacterias cuantificadas. Lo cual nos podria indicar que este grupo
bacteriano, que justamente es oligotréfico de crecimiento lento, no sufrié cambios en el
tiempo transcurrido desde el cambio de manejo. En las Actinobacterias representaron
34,8% y 34,9% para la SD y la N-SD respectivamente, siendo levemente mas altas en
las labranzas con un 39,6% y 37,5% para la LC y la N-LC, respectivamente. En otros
estudios donde se analiza la estructura microbiana por medio de la pirosecuenciacion
del gen ribosomal pequeno (16S) se presentd que las Actinobacterias son el segundo
mayor filo bacteriano detras de todas las clases de Proteobacterias agrupadas (a-, 8-,
A-, &-proteobacterias) y representan entre el 25-35% en todas las fracciones de
agregados analizadas. Por el contrario, los Firmicutes, Alfaproteobacterias y
Betaproteobacterias, que se puede clasificar como grupos copiotréficos, mostraron
que su proporcion fue mayor en las muestras de ambas LC. Sengupta & Dick, (2015)
presentaron que las Acidobacterias presentaron una mayor abundancia relativa en la
SD (36%) en comparacion con la LC (26%), lo cual fue atribuido a la diferencia de pH
del suelo y ademas encontraron que las Actinobacterias y las Proteobacterias fueron
mas abundantes en la LC en comparacién con la SD. Lo cual se encuentra en sintonia
con lo visto por otros autores (Wessén et al., 2010; Carbonetto et al., 2014; Souza et

al., 2013; Trivedi et al., 2015). En uno de estos trabajos publicados, la sumatoria total
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los grupos que nosotros cuantificamos por gqPCR suman alrededor del 60% del total de

filos y clases bacterianos que ellos analizan (Davinic et al., 2012; Souza et al., 2013).
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Figura 5.20: gréfico que representala proporcion de
Figura5.19: grafico que representala proporcion de cada cada filo bacteriano cuantificados por gqPCR en cada
grupo microbiano cuantificados por qPCR en cada fraccion de agregados de acuerdo a su proporcion en el
fraccion de agregados de acuerdo a su proporcion en el suelo total. Negro = Acidobacteria, gris claro =
suelo total. Negro=bacterias, gris=hongos y Actinobacterias, gris = Firmicutes, gris oscuro =
blanco=arqueas. n=3. Alfaproteobacterias y blanco = Betaproteobacterias. n =
3.

5.3.5) Relacion entre los grupos bacterianos y las actividades bioquimicas.

Por medio del Analisis de Cuadrados Parciales Minimos (PLS, Partial Least Squares,
el cual es un andlisis estadistico multivariado donde se busca la relacién lineal entre
las variables predictivas, las actividades enzimaticas aqui, y las variables
dependientes, los grupos microbianos o bacterianos) se buscod relacionar las
actividades de las enzimas extracelulares con los grupos microbianos principales por
cada fraccién de agregados (Figura 5.21). El PLS de la fraccién de agregados 2000-
250 ym (Figura 5.21A) mostré que el Factor 1 explica el 33,8% de la varianza. Se
observa que las bacterias se presentan la mayor correlacion positiva con la CEL, y en
menor media con la PME y la GLU. Los hongos presentan una menor correlacion con

estos parametros enzimaticos.

El PLS de la fraccion de agregados 250-63 um (Figura 5.21B) mostré que el Factor 1
explica el 54,3% de la varianza. La abundancia relativa de los hongos presentan una
correlacion lineal con la GLU y se presento una relacién inversa entre la abundancia

de los arqueas con la PME y las bacterias con la NAG.
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El PLS de la fraccion de agregados 63-20 um (Figura 5.21C) mostré que el Factor 1
explica el 59,0% de la varianza. Se presentaria una correlacion lineal entre la

abundancia relativa de los hongos con la NAG.
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El PLS de la fraccion de agregados 20-2 ym (Figura 5.21C) mostré que el Factor 1

explica el 70,8% de la varianza. Las arqueas y las bacterias correlacionaron con la
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GLU. Por otro lado, los hongos se correlacionaron con las actividades de las enzimas
NAG, CEL y PME.

Finalmente el PLS de la fraccién de agregados 2-0,1 um (Figura 5.21E) mostré que el
Factor 1 explica el 51,3% de la varianza. No se encontraria una relacién lineal entre

las actividades enzimaticas y las abundancias relativas.

Las fracciones de agregados 2000-250 y 20-2 um presentaron una distribucién similar,
donde las bacterias se correlacionan con las enzimas involucradas en el ciclo del
carbono (CEL y GLU). Como ya vimos en capitulo 3, las GLU se encuentra
fuertemente correlacionada con el COT, por lo cual se podria suponer que las
bacterias se ubicaron mayormente en los sitios donde hay mayores depoésitos de
carbono. Esto ha sido corroborado por varios autores previamente (Hemkemeyer et
al., 2015; Kandeler et al., 1999a; Lagomarsino et al., 2012; Neumann et al., 2013; Poll
et al., 2003). En las fracciones 250-63, 63-20 y 20-2 um se presentan correlaciones
lineales que estarian relacionando principalmente la abundancia relativa de los hongos
con varias actividades enzimaticas en las fracciones intermedias principalmente (250-
63, 63-20 y 20-2 pm). Lo cual podria estar hablando que en estas fracciones
intermedias los hongos tienen una mayor influencia sobre las actividades enzimaticas.
Bach y colaboradores (2014) encontraron que los hongos en los macroagregados
menores a 250 pm presentan una mayor diversidad de especies que en las
macroagregados mayores a 250 ym. Finalmente las arqueas parecia ser el grupo que
menor se correlaciona con las EEA, esto podria estar relacionado con la teoria de que
las arqueas estas acostumbradas a crecer continuamente en situaciones stress
nutritivo cronicos por lo cual podrian presentar una baja actividad en las fracciones del

suelo (Bengtson et al., 2012; Karlsson et al., 2012).

El PLS muestra la relacion lineal existente entre las EEA y los filos y clases
bacterianos en las diferentes fracciones de agregados. De esta manera se pudo
observar en la fraccion de agregados 2000-250 um (Figura 5.22A), la abundancia
relativa de los filos Firmicutes y Actinobacterias y las clases Betaproteobacterias y
Alfaproteobacterias se correlacionan con la GLU y la CEL. Ademas las Acidobacterias

correlacionan de manera negativa con la PME, SUL y la NAG.

En la fraccién de agregados 250-63 um (Figura 5.22B), el PLS mostré que se
correlacionan de manera positiva la abundancia relativa de las Acidobacterias con las
actividades de las enzimas GLU y NAG. Por el contrario, la abundancia relativa de los
Firmicutes presentaron una correlacion negativa con las actividades enzimaticas de la

SUL y la PME, a su vez se presento una correlacion negativa entre las
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Betaproteobacterias y la Actinobacterias con la actividad de las enzimas GLU vy la
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En la fraccién de agregados 63-20 um (Figura 5.22C) se observé que la abundancia

relativa de las Proteobacterias se correlacionan de manera positiva con la actividad de

la NAG y la abundancia relativa de las Acidobacterias con la SUL. De manera opuesta,
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se presento una correlacion negativa entre la abundancia relativa de los Firmicutes
con la actividad de la GLU y la CEL.

En la fraccién de agregados 20-2 uym (Figura 5.22D) la abundancia relativa de los
Firmicutes, las Actinobacterias, las Betaproteobacterias y las Alfaproteobacterias se
correlacionaron de manera positiva con la actividad de la GLU. A su vez la abundancia
de las Acidobacterias se correlaciond de manera positiva con las enzimas NAG, PME
y CEL.

Finalmente en la fraccion de agregados 2-0,1 um (Figura 5.22E) la abundancia de las
Acidobacterias correlaciond de manera positiva con la actividad de SUL y las
Actinobacterias con la PME. Por otro lado, las Alfaproteobacterias, las
Betaproteobacterias y los Firmicutes correlacionaron de manera negativa con las
enzimas CEL y GLU.

Observamos que en las fracciones de agregados 2000-250 y 20-2 ym las abundancias
relativas de las bacterias correlacionan con las enzimas involucradas en el ciclo del
carbono, sucediendo lo mismo con los filos y clases bacterianos de los Firmicutes, las
Actinobacterias, las Betaproteobacterias y las Alfaproteobacterias. Al igual que sucede
con las bacterias en general, nos estaria demostrando que la distribucion de los
grupos bacterianos se encuentran altamente relacionada con la distribucion del
carbono. La distribucién del carbono como también los diferentes sustratos modifican
la distribucion y la actividad enzimatica (Allison & Jastrow, 2006; Lagomarsino et al.,
2012; Nannipieri et al., 2003) asi como también la distribucién y la biomasa microbiana
(Chen et al., 2014; Christensen, 2001b; Weil et al., 2003). Algunos autores han
propuesto que la composicion y la dindmica de las comunidades microbianas
contribuyen de manera determinante a la tasa de degradacién de los bioproductos
(Zhang et al., 2014).

Por otro lado, observamos que las Acidobacterias se comportan de manera diferente
al resto de los grupos bacterianos. Esto puede deberse a que las Acidobacterias
crecen mejor que otros grupos bacterianos en ausencia de carbono, por lo cual se las
considera como bacterias oligotréficas. Asi como también se ha visto que la adicion de
carbono al suelo puede producir una disminucién de la biomasa total de las
Acidobacterias (Eichorst et al., 2011).
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5.4) Conclusiones

En este capitulo se analiz6 como el cambio de manejos agricolas del suelo afectan la
actividad funcional a nivel de las fracciones de agregados que componen el mismo,

ademas de su impacto sobre la estructura de las comunidades microbianas del suelos.

Por medio del tamizado en humedo encontramos que la distribucion de las fracciones
de agregados se modifica levemente en el curso de tres afos de cambio de manejo
agricola. Se pudo observar que la fraccién de agregados 2000-250 pym aumenté
en la N-SD y disminuyé en la N-LC. En cambio en la fraccion de agregados 63-20
Mm sucede lo opuesto. Ademas estas dos fracciones correlacionaron de manera

negativa, lo cual indica que los cambios en fraccion lo hacen a costa de la ofra.

Cuando analizamos funcionalmente por medio de analisis bioquimicos las fracciones
de agregados se vio que la mayor actividad de las enzimas extracelulares se
presento en las fracciones de agregados 2-0,1 ym, seguidas por las fracciones
20-2 y 2000-250 um. No se presentan diferencias significativas entre los tratamientos
dentro cada fraccion de agregados. Las actividades de las enzimas extracelulares en
la fraccion de agregados 2000-250 um presentaron la mayor actividad en la LC
(BG y CEL) y en la N-LC (PME y NAG). En cambio, en las fracciones intermedias
(250-63 y 63-20 pm) la mayor actividad se ubico en la SD. Lo que estaria
relacionado con una mayor disponibilidad de substratos en esta fraccién de agregados
mas grande en las labranzas. Posiblemente debido a la ruptura de los
macroagregados que protegen los depdsitos de carbono. Los CLPP presentaron
principalmente una diferencia entre la entre la LC y el resto de los tratamientos, y esto

sucedié sobretodo en la fraccion de agregados 2-0,1 pm.

Por otro lado, pudimos poner en evidencia que los manejos agricolas modifican la
estructura de las comunidades microbianas. Las mayores abundancias de las
bacterias, los hongos y las arqueas siguié una distribucién similar a la de las EEA,
encontrandose los mayores valores en las fracciones de agregados de menor tamafio,
2-0,1 um, seguidas por las fracciones 20-2 y 2000-250 ym. Las diferencias entre
tratamientos sobresalieron en la fraccion de agregados 20-2 ym. La abundancia
relativa de los hongos fue capaz de separar de manera significativa los tratamientos de
acuerdo al sistema de cultivo actual, y ademas las bacterias y las arqueas
diferenciaron a la N-SD del resto de los tratamientos. Cuando se analizé como varian
las relaciones entre los tratamientos agricolas que sufrieron cambios de manejos
respectos a sus tratamientos histéricos, observamos que estas mismas fracciones son

las que se comportan de manera diferente. En la fraccién de agregados 2000-250 pym
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se vio que los hongos y las arqueas disminuyen en la relacion AN-LC y en cambio
aumentan la relacion AN-SD. Finalmente, en la fraccion 20-2 ym, los tres grupos se

comportan de maneras opuestas con las tendencias antes descriptas.

Cuando se analizaron las abundancias relativas de los grupos bacterianos se observé
que se presentaron mayores valores hacia las fracciones de agregados de menor de
tamano y el grupo mas abundante fue las Actinobacterias. En las fracciones de mayor
tamano, 2000-250 um, las abundancias de los filos y clases bacterianos se asociaron
por manejos agricolas historicos y las muestras de la LC fueron superiores a las de la
SD. En el resto de las fracciones de agregados se presentaron diferentes variaciones
de los valores de los grupos bacterianos por fraccion de agregados y por tratamiento
agricola. Las dinamicas de cambio observadas a través de las relaciones de
cambio (AN-LC y AN-SD) se adecuan a la teoria de estrategias de crecimiento.
Cuando se correlacionaron a través de los PLS, las EEA con los grupos microbianos
observamos que la abundancia de las bacterias como los grupos Actinobacterias,
Firmicutes, Alfaproteobacterias y Betaproteobacterias se correlacionaron con las
actividades de las enzimas CEL y GLU para las fracciones de agregados 2000-250 y
20-2 um.

Nuestros resultados muestran que los cambios de manejos agricolas modifican tanto
la actividad bioquimica como asi también la estructura de las comunidades
microbianas del suelo. Ademas, como se habia observado previamente de que las
fracciones de agregados presentan nichos heterogéneos para las comunidades
microbianas del suelo. Por lo tanto, cada comunidad microbiana del suelo en las
fracciones de agregados seria producto de la presion de seleccion ejercida tanto por

las fracciones de agregados como por las practicas agricolas.
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Conclusiones Generales

El suelo es el principal reservorio biolégico del planeta donde ocurre la transformacion
de la materia y el ciclado de los elementos quimicos. Las prestaciones funcionales del
suelo sientan sus bases en los organismos vivos que lo habitan, desde las plantas
pasando por la macro y microfauna hasta las comunidades microbianas. Los
diferentes manejos y usos del suelo modifican los parametros quimicos y fisicos del
mismo, y esto condiciona la estructura de las comunidades microbianas que lo habita.
En este trabajo tuvo el objetivo de estudiar las respuestas bioquimicas del suelo
cuando el mismo es afectado por cambios en sus manejos agricolas, como la
agricultura con diferentes niveles de rotacion de cultivos en siembra directa (SD), o la
comparacion de manejos agricolas de labranzas como la SD y la labranza

convencional (LC) y la dinamica de cambio cuando estas pasan de un manejo al otro.

En una primer parte del trabajo analizamos la parametrizacién de los Perfiles
Fisiologicos a Nivel Comunidades (CLPP) de modo de transformar en datos
cuantitativos las diferencias cualitativas de las respuestas fisioldgicas en diferentes
muestras de suelo. Una vez parametrizados los CLPP, pudimos llevar a cabo un
andlisis estadistico de comparacién de los casos de estudio. Por medio de esta
metodologia pudimos analizar los efectos de diferentes practicas agricolas a nivel de
suelo completo y a nivel de sus fracciones de agregados. Para llevar a cabo las
determinaciones de los CLPP se utilizé una plataforma en microplaca con un flouréforo
sensible al oxigeno. De este modo pudimos definir un método de interpretacion basado
en el analisis multivariado de las cinéticas de las curvas de consumo de oxigeno

obtenidos con cuatro condiciones de carbono diferentes.

A continuacion, utilizamos la metodologia de los CLPP para discriminar suelos con
diferentes historias de uso agricola, pudiendo distinguir entre dos manejos agricolas
en siembra directa con diferente significado para la conservacién del recurso suelo y
analizamos el efecto estacional de verano e invierno: Buenas Practicas Agricolas
(BPA) basadas en la rotacion de cultivos y el uso de cultivos de cobertura en invierno,
y por otro lado las Malas Practicas Agricolas (MPA), basadas principalmente en el
monocultivo. Utilizamos un suelo no cultivado (Ambiente Natural, AN) cercano a los
sitios agricolas como referencia. Los CLPP mostraron variaciones estacionales. En las
muestras de verano, los CLPP de los suelos agricolas se diferenciaron de los CLPP de
los ambientes naturales pero no se diferenciaron entre si. Sin embargo en los
muestreos de invierno los CLPP de las BPA se diferenciaron de las MPA,

asemejandose los suelos de BPA a los suelos de ambientes naturales. Ademas fue

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Rectángulo

sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo 6

posible seleccionar una serie de parametros del CLPP que tenian valor de para
discriminar entre los manejos agricolas y que en ambas épocas del afo. Estos
resultados nos permiten concluir que los CLPP son una técnica util y valida a la hora
de caracterizar suelos con diferentes historias de uso y con la capacidad de distinguir

entre practicas agricolas bastante similares como las aqui ensayadas.

Una vez establecida la potencia de los CLPP para discriminar diferentes practicas
agricolas en siembra directa, se decidié estudiar si los CLPP junto con las actividades
enzimaticas, permitirian analizar, desde un punto de vista fisiolégico, la dinamica de
cambio de manejos agricolas entre SD y LC. Para ello se estudiaron los suelos de un
ensayo con suelos con 30 afios de historia de manejo paralelo en SD o en LC, en un
establecimiento en la localidad de Torquinst, Provincia de Buenos Aires. Una vez
caracterizados ambos manejos pudimos complejizar el ensayo realizando un cruce de
manejos de SD a LC (N-LC) y de LC a SD (N-SD), manteniendo parte de los lotes
como controles a los manejos originales sin modificar. Pudimos estudiara si la
dindmica de las propiedades del suelo a lo largo de tres afos consecutivos posterior al
cambio. En este estudio del suelo, se llevo a cabo un analisis integral que incluyo

mediciones quimicas, fisicas y bioquimicas.

Para comparar la dinamica del cambio primero se analizo la diferencias entre la SD y
la LC, viendo que a nivel quimico la SD presento mayores valores de carbono, fosforo
y biomasa microbiana (estos dos ultimos solo para la profundidad 0-5 cm, los que nos
estaria mostrando una distribucién diferencial de acuerdo a la profundidad analizada),
en cambio la LC presentd mayores valores de la relacién biomasa microbiana y
carbono total, posiblemente relacionado con una mayor mineralizaciéon en la LC. La
siembra directa ha sido reconocida como una practica efectiva para conservar y
mejorar la calidad del suelo (Lal, 2004), aumentando el carbono y otros nutrientes
frente a la LC (Pandey et al., 2014; West and Post, 2002). A nivel fisico, la SD
presento mayores valores de la fraccion mas grande (> 105 um) que la LC, en cambio
con las fracciones de menor tamafio sucedid lo opuesto, siendo la LC mayor a la SD.
En consonancia con estos resultados, gran variedad de estudios han mostrado que la
labranza rompe los macroagregados del suelo (Beare et al., 1994; Jiang et al., 2011,
Kandeler et al., 1999c; Six et al., 2002).

Pudimos observar un incremento en la actividad enzimatica en la SD, posiblemente
atribuido aun mayor aporte de nutrientes por los cultivos de cobertura (Roldan et al.,
2005; Zhang et al., 2014) o a una mayor estabilidad de las enzimas adsorbidas en

matriz de los suelos debido a ser un ambiente menos oxidativo producto de un menor
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disturbio y una menor disponibilidad de oxigeno(Acosta-Martinez et al., 2008). Por otro
lado, fue posible diferenciar por medio de los CLPP entre la LC y la SD, siendo el
consumos de oxigeno diferencial en la LC a la SD, posiblemente por la mayor

mineralizacion (Gomez & Garland, 2012).

Ya avanzado el trabajo nos propusimos ajustar la escala de estudio a una escala mas
apropiada para el nivel microbiano. Para ello separamos el suelo en diferentes
fracciones de agregados que lo componen por medio del tamizado en humedo
sumado a la sonicacion y a la centrifugacién de las muestras (Neumann et al., 2013;
Stemmer et al., 1998). Las fracciones de agregados analizadas fueron 2000-63 um,
63-20 pm, 20-2 ym y 2-0,1 pym. Las muestras de la SD presentaron mayores
cantidades de las fracciones de agregados de mayor tamafo, con diferencias
significativas entre los manejos. Estos resultados se encuentran en concordancia con
lo observado por otros autores (Helgason et al., 2010; Schutter & Dick, 2001; Zhang et
al., 2016).

La distribucion de la biomasa microbiana fue heterogénea, encontrandose la mayor
abundancia de las bacterias y los hongos en las fracciones de agregados mas
pequenas (< 20 um) en ambos manejos agricolas. De esta forma pudimos corroborar
que en nuestras muestras la composicion microbiolégica del suelo a escala de
microagregados es heterogénea, cada fraccion de agregados es un habitat que ejerce
una presion de seleccion diferente sobre los microorganismos que encuentran alli
(Kandeler et al., 1999a; Neumann et al., 2013; Sessitsch et al., 2001; Vos et al.,
2013).Esta heterogeneidad microbioldgica podria explicar las diferencias fisiolégicas
encontradas a nivel de los CLPP que se diferenciaron de acuerdo al tamafo de las
fracciones de agregados independientemente de los manejos agricolas de los suelos
originales. Esta observacion se encuentra en sintonia con lo hipotetizado por otros
autores que plantean que los CLPP son producidos por microorganismos copiotréficos

presentes en las muestras de suelo (Lladé &Baldrian, 2017).

Por el contrario, cuando se observa las actividades de las enzimas extracelulares del
suelo en las fracciones de agregados, éstas presentaron una distribucion heterogénea
de acuerdo al manejo agricola del suelo original, siendo mayores en los agregados
mas grandes de las muestras de suelos en SD y disminuyendo a medida que lo hace
el tamafo de las fracciones de agregados. Esto sucedié principalmente con las
actividades de las enzimas 6-glucosidasa, N-acetil-glucosidasa y fosfatasa. Por otro
lado, en las muestras de suelo bajo LC la actividad enzimatica maxima se encontré en

las fracciones de agregados de menor tamafo (20-2 ym) o en algunos casos se
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presentaron valores similares en las tres fracciones de agregados de mayor tamano
(2000-63, 63-20 y 20-2 pm). Posiblemente esto se deba a que la LC redistribuye las
fracciones de agregados a lo largo de todo el perfil del suelo, en cambio, en la SD el
suelo se mantiene sin disturbios y los depdsitos de carbono mas labiles se encuentran
en las fracciones de agregados mas grandes lo cual favorece la produccion de
enzimas en esas fracciones (Tiemann et al., 2015; Tiemann & Grandy, 2015; Trivedi et
al., 2017).

Una vez establecidas las diferencias entre la SD y la LC, analizamos la dinamica de
cambio de los manejos agricolas de SD a LC y viceversa. El monitoreo fue realizado
durante tres afos consecutivos en la primavera tardia. A nivel quimico, los cambios de
manejos mostraron una disminucion en los valores del COT y Pext posteriores al
cambio respecto a los controles, y en los tres anos analizados no se observé que la N-
SD recuperase niveles similares de estos parametros comparables al control en SD.
Esta disminucion en ciertos parametros quimicos ha sido ampliamente descripta por
otros autores (Lal, 2015; West & Post, 2002), asociada a la adaptacion al nuevo
equilibrio en las redes tréficas del suelo (Simmons & Coleman, 2008). En cambio,
pudimos detectar algunos cambios fisicos a nivel de distribucion de microagregados.
En el curso de los tres anos de analisis pudimos medir la disminucién de las fracciones
de agregados de mayor tamaio en los casos de suelos con nueva labranza
convencional. La fraccién mayor a 105 ym a los 6 meses posteriores al cambio para la
profundidad 0-5 cm, y entre los 6 y 18 meses para la profundidad de 5-10 cm ya
presentaban valores similares a sus nuevos controles. Para las fracciones de menor

tamafio los cambios fueron mas lentos.

A nivel bioquimico los cambios fueron aun mas evidentes y fue posible seguir la
dinamica de cambio de los manejos agricolas por medio de la actividad enzimatica,
aunque esto no fue reflejado en los CLPP. Las actividades enzimaticas responderian a
los efectos acumulativos de la disponibilidad de los sustratos, la demanda de los
nutrientes, la actividad microbiana y las condiciones ambientas (Allison et al., 2010). Al
representar un equilibrio tan dinamico, es posible que las actividades enzimaticas sean
la mejor eleccién para estudiar el suelo al ser mas sensible que el resto de los
parametros a cambios de manejos. Por ejemplo, Kandeler et al., (1999c) observaron
en un estudio de largo plazo de que la actividad enziméatica de la fosfatasa acida era

una de las mediciones que primero mostraba signos de cambio de la LC hacia la SD.

Para profundizar aun mas el analisis del cambio de manejo, decidimos ver que

sucedia a escala de microagregados. Para ello, realizamos el fraccionamiento de las
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muestras a los tres afnos posteriores al cambio de manejo y se compararon entre si, y
con los valores de los controles histéricos de manejo. Se llevé a cabo un tamizado en
hamedo similar al realizado previamente, pero con el agregado de una malla adicional
de 250 uym (Stemmer et al., 1998). La distribucion de las fracciones de agregados
mostré un aumento de las fracciones de mayor tamafo 2000-250 ym en la N-SD y en
cambio una disminucién en las N-LC respecto a sus manejos predecesores.
Sucediendo lo opuesto en las fracciones de agregados 250-63 y 63-20 um. Esto
sugiere cambios sutiles producidos por los nuevos manejos al cabo de tres afos
medidos a través de este sistema de tamizado. Cuando analizamos las actividades
enzimaticas encontramos que éstas no muestran diferencias de acuerdo a los manejos
de labranza del suelo original pero si de acuerdo al tamafio de las fracciones de
agregados. Los mayores valores de actividad fueron detectados en las fracciones de
agregados menores a 20 um y luego en la fraccion de agregados de mayor tamafo.
Este resultado es consistente con lo observado por otros autores, donde las
actividades de las enzimas involucradas en el ciclado de los nutrientes son mayores
en los agregados mas pequefios, probablemente como consecuencia de que la
concentracion de carbono es mayor en estas fracciones de agregados comparados
con agregados de mayor tamafo (Qin et al., 2010; Tiemann et al., 2015; Trivedi et al.,
2015).

Para buscar razones microbioldégicas que pudiesen explicar las diferencias
bioquimicas detectadas, se estudid la estructura microbiana por medio de la
cuantificaciéon del gen ribosomal 16S (o 18S) por medio de las qPCR para los
principales grupos microbianos (bacteria, hongos y arqueas) y para los principales filos
bacterianos de suelo (Acidobacterias, Actinobacterias, Alfaproteobacterias,
Betaproteobacterias y Firmicutes). En general, las abundancias maximas de los
grupos microbianos presentaron una distribucion similar a la observada en las
actividades de las enzimas extracelulares, donde se presentaron diferencias entre las
fracciones de agregados. Las mayores diferencias entre los tratamientos agricolas se
presentaron para los tres grupos microbianos en la fraccion 20-2 pm, pero siendo
mayores en los hongos. Posiblemente debido a que los hongos han resultado ser
mucho mas sensibles a la labranza que los otros grupos (Wakelin et al., 2008; Six et
al., 2006). Cuando comparamos entre los tratamientos con cambio de manejo se
observd una dinamica de cambio diferente que pudo ser detectada a través de las
relaciones de cambio entre los nuevos tratamientos y los controles con los
tratamientos previos, y con variaciones de acuerdo al tamafio de cada fraccién de

agregados. En la fraccién 2000-250 ym se observd que las arqueas y los hongos
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fueron sensibles a la labranza. Lo mismo sucede en la fraccidon de agregados 20-2 uym

para los tres grupos microbianos principales.

Profundizando aun mas el analisis dentro del grupo de las Bacterias, cuantificamos
algunos de los principales filos y clases bacterianos como las Acidobacterias,
Actinobacterias, Alfaproteobacterias, Betaproteobacterias y Firmicutes. Nuestros
resultados se adaptan a la hipotesis de estrategias de vida copiotroficos/oligotréficos
entre las bacterias del suelo. En la fracciones de mayor tamafio los grupos
copiotréficos (Alfaproteobacteria, Betaproteobacterias y Firmicutes) presentaron las
mayores abundancias en la LC, en cambio, los oligotréficos (Acidobacterias y
Actinobacterias) lo hicieron en la N-SD. Cuando analizamos la dinamica de cambio a
través de las relaciones de cambio respecto del suelo con el manejo original, AN-SD y
AN-LC en esta fraccion se observa que se comportan de manera similar, aumentando
con el cambio las bacterias oligotréficas y en cambio, las bacterias copiotréficas
disminuyen. Cuando vemos la dinamica de cambio en la fraccién 250-63 ym vemos
que las relaciones se comportan de manera opuesta para los oligotroficos,
aumentando en la AN-SD y disminuyendo en la AN-LC; en cambio las bacterias
copiotréficas ambas relaciones presentan la misma tendencia pero los cambios son
mayores en la AN-SD y cercanos a cero en la AN-LC. En las fracciones 20-2 um, los
filos y clases bacterianos de ambas relaciones se comportan de manera opuesta al
igual que sucede con los grupos microbianos principales. Esto nos reafirma la
sensibilidad de esta fraccion de agregados frente a los cambios de manejos. Estas
observaciones sugieren que el ensamblaje de las comunidades microbianas del suelo
serian el resultado de las influencias de los manejos agricolas que modifican la
distribucion y composicion de sus microagregados, muy probablemente como producto
de la actividad biolégica de las comunidades microbiologicas que se ensamblan. Es
decir, los cambios de manejos tendrian efectos directos e indirectos sobre las
comunidades microbianas, resultando un nuevo desafio para la ciencia elucidar los

mecanismos de respuesta de las comunidades microbianas.
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A.1) Introduccién

Garland y Mills desarrollaron un ensayo rapido y barato para caracterizar comunidades
microbianas conocido como Perfil fisioldgica a nivel de comunidades (CLPP, por sus
siglas en ingles; Garland & Mills, 1991). EI CLPP es una técnica en micro-placa que
mide la respiracion aerébica heterotrofica de los microbios del suelo en respuesta a la
presencia o ausencia de fuentes de carbono y nitrégeno suplementadas. Estos analisis
aportan una gran cantidad de informacion fisiolégica que describe a las comunidades

microbianas, que se obtiene en un periodo breve de tiempo (24 - 48 hs).

Este anexo comenzé a desarrollarse cuando recién se comenzO esta tesis de
doctorado. En 2003, se publicé el trabajo “Community-Level Physiological Profile
perfomed with an Oxygen-sensitive flourophore in microtiter plate” de Garland,
Roberts, Leveni y Mills, en el cual establecian que las micro-placas BD Oxygen
Biosensor System (BDOBS) eran capaces de producir respuestas fluorescentes a
partir comunidad rizosferica expuesta a dos tipos diferentes de detergentes
surfactantes (Garland et al., 2003).

En el 2011, cuando comenzamos a idear este camino, la idea original era estudiar la
respiracién inducida por sustrato en profundidad. Qué efecto tienen las diferentes
fuentes de carbono, quienes las consumen, que pasa cuando se agrega diferentes

macro y micro nutrientes como nitrégeno, fosforo, azufre o elementos traza.

La historia cambio cuando en 2012 la empresa BD dejo de fabricar las placas BDOBS.
Por lo cual nos encontramos con un problema. Por lo cual decidimos fabricarlos
nosotros. En los ultimos afios se desarrollado una serie de sensores basados en un
flourosforo organicos foto-luminiscentes que en presencia de O, con el fin de medir
este gas en superficies solidas. Muchos sensores de O, épticos estan compuestos por
colorantes organicos como hidrocarburos policiclicos aromaticos, complejos metales
transitivos y metaloporfirinas inmovilizadas en polimeros permeables al O, como matriz
(Papkovsky & Dmitriev, 2013; Amao et al., 2001).

En esta seccién se describe el desarrollo y puesta a punto de la fabricacién de un
sistema biosensor de oxigeno (OBS, oxygen biosensor system). Para lo cual se utilizd
el flourosforo PtTFPP, o mejor conocido como 5,10, 15, 20-Tetrakis-(2, 3, 4, 5, 6-
pentafenilflourofenil)-porfirina-Pt(ll), que tiene la capacidad de ser sensible al O,, es
decir, que mientras mas oxigeno haya presente en pocillo menor sera la fluorescencia
que emita esta molécula. El PtTFPP fue encapsulado en micro gotas de poliestireno,

es cual es disuelto por medio del cloroformo.
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Figura A.1: Estructura (a) y espectro de absorcion (b) del PtTFPP inmovilizado en una microplaca de 96
pocillos. Amao et al., (2001) y Schmalzlin et al., (2005).

El poliestireno es hidrofobico e de naturaleza inerte lo que lo hace compatible con las
células vivas. EL PtTFPP fue elegido por su alta estabilidad fotoquimica y su completa
insolubilidad en agua (Schmalzlin et al., 2005).
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A.2) Materiales y Métodos
A.2.1) Protocolo de diseio del OBS.

Para preparar las microplacas de 96 pocillos sensibles al oxigeno se siguié el
protocolo de McLaramore et al., (2010), se pesaron 570 mg de poliestireno (Sigma,
E.E.U.U.) disueltos en 7,5 g de cloroformo (Anendra, Argentina). La solucion fue
mezclada en un vortex hasta que el poliestireno estuvo totalmente disuelto.
Posteriormente se agreg6 0,03 g (0,4 %) de PtTFPP (5,10,15,20-Tetrakis-(2,3,4,5,6-
pentafenilflourofenil)-porfirina-Pt(Il), TriPorTech GmbH, Alemania) y fue disuelto en las
soluciones. Los viales fueron inmediatamente mezclados con el vortex durante 30
segundos. Posteriormente, 1125 mg de 6xido de titanio (IV) fueron agregados a la
solucion con el flourosforo y se mezclé en el vortex. Se alicuotd 50 ul de la solucién en
cada pocillo, y las placas fueron inmediatamente centrifugadas a 2000 rpom durante 30
min para asegurar una homogénea distribucion de las membrana sensible al O, en el
fondo de la placa y evitar que se quiebren. Posteriormente se dejo evaporar el

cloroformo a 4° C para evitar el surgimiento de burbujas.
A2.2) Ensayo de centrifugacién con cloroformo.

Se probd con dos tipos de placa de dos marcas diferentes. Se utilizd6 una microplaca

de 96 pocillos marca Garmin (ltalia) y una placa marca Costar (E.E.U.U.).

Se prepar6 una solucion de poliestireno disuelto en cloroformo segun las
especificaciones de la seccion A2.1 y se agregd 50 pl de la solucion en cada pocillo.
Posteriormente se centrifugo las placas a 2000 rpm durante tres tiempos distintos: 20,
25 y 30 min buscando ver el tiempo posible de centrifugacion antes de que la placa se

dafie producto del efecto del cloroformo sobre la placa.
A2.3) Ensayo con diferentes concentraciones de PtFTPP.

Se construyeron placas llevando a cabo el protocolo de la seccidon A2.1, con tres
concentraciones diferentes de PtFTPP: 0,1, 0,2 y 0,4%. Se hicieron mediciones con el
agregado de 240 ul agua y con la misma cantidad de sulfito de sodio (Na,SO3; Carlos

Erba, Argentina) como unico agregado en los pocillos.

Posteriormente se realizaron mediciones con el agregado de 160 ul de cultivo
bacteriano de Pseudomona Protegens saturado en tres diluciones diferentes: 1072, 10"
*y10°y 80 pl de H,0..
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Posteriormente se llevaron a cabo mediciones con soluciones de suelo. En cada
pocillo se agregd 160 ul de una solucion de suelo (1g de suelo en 10 ml de H,04) 80 pl
de H20d.

A2.4) Ensayo con diferentes concentraciones de Oxido de Titanio (IV).

Se construyeron placas llevando a cabo el protocolo de la seccion A2.1, con tres
concentraciones diferentes de TiO, (IV): 0, 1,5, 3 y 4,5%. Ademas se construyd una

placa con 1,5% de TiO, en las columnas 1 a6y de la7 a 12 no se agregé el TiO,.

Posteriormente se llevaron a cabo mediciones con soluciones de suelo. En cada
pocillo se agregd 160 ul de una solucion de suelo (1g de suelo en 10 ml de H,04) 80 pl
de H20d.

A2.5) Caracterizacién del PtFTPP en la placa.

Para llevar a cabo una caracterizacién de la placa se realizé un espectro completo de

absorbancia (PolarStar Omega, BgmH, Alemania).

Se construyeron placas llevando a cabo el protocolo de la seccion A2.1 y se hicieron
mediciones con el agregado de 240 pl agua y con la misma cantidad de sulfito de
sodio (Na,SO;; Carlos Erba, Argentina) como uUnico agregado en los pocillos. Se
realizaron medidas independientes durante una hora a las siguientes temperaturas:
25°, 26°, 27°, 28°, 29° y 30° C.

A2.6) Comparacion entre las placas OBS y BDOBS.

Se utilizaron placas BDOBS (capitulo 2) para comparar con las placas OBS de
fabricacion propia. La microplaca BDOBS se midié desde arriba y desde abajo, para

comparar como la soluciéon de suelo altera la lectura del flourdforo.

Para ello se prepararon dos soluciones con dos muestras de suelo diferentes, una
pertenecientes a muestras de suelo en siembra directa y otra en labranza
convencional de las muestras de Funke de 2014. Se prepararon una soluciéon de 1 g
de suelo y 5 ml de H,Oq4 estéril. En cada pocillo se agregd 160 ul de la solucion de

suelo y 80 ul de H,Oy4 estéril.

Posteriormente se analizaron los perfiles obtenidos por medio de métodos

multivariados (Capitulo 2).
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A2.7) Métodos de esterilizacion.

Se compararon diferentes métodos de esterilizacién por medio del agregado de medio
NYB, y posterior lectura. Se compararon los métodos: oxido de etileno; alcohol 70% y

radiacion UV.
A.2.8) Analisis de la informacion de la fluorescencia.

Para la medicion del PtFTPP se utilizoé la “fluorescencia resuelta en el tiempo” (TRF,
time resolved flourescence) los filtros de 544 nm de excitacion y 620+20 nm de
emision con 12 pseg de integracion. EI TRF nos permite monitorear una muestra
durante un periodo de tiempo, que consta de microsegundos posteriormente a
excitarla. En cambio para el sistema BDOBS se excito a 485 nm y se utilizd el mismo

filtro 620+20 nm de emision.

Los datos de las cinéticas fluorescentes son reportados como unidades fluorescentes
relativas normalizadas (NRFU) al dividir el dato en cada tiempo por el dato a 1 hora de
haber comenzado (Garland et al., 2003). El tiempo de respuesta minima (TMR) fue
definido como el tiempo que requiere la NRFU para incrementarse en un 10% o
alcanzar el valor de 1.1. La respuesta fluorescente suele mostrar un pico maximo de
actividad, el cual corresponde al punto de menor concentracién de oxigeno disuelto en
matriz, debido a que la actividad respiratoria declina posteriormente ya que se agota el
sustrato facilmente disponible, y la continua difusidon del oxigeno hacia la solucion
regenera la concentracion del mismo en la matriz. Este pico de la respuesta
fluorescente (Fmax) en cada muestra es utilizado como otro indicador de la actividad
respiratoria; ya que asumiendo una tasa de difusidbn constante, la minima
concentracion de O, disuelto deberia reflejar la cantidad maxima de consumo de O..
Para estimar la respuesta temprana, se determiné el area integrada bajo la curva a las
8 horas (AUC8) de haber comenzado la cinética. Y para evaluar la actividad completa
de las comunidades microbianas, se determind el area integrada bajo la curva a las 24

horas (AUC24), cuando el pico maximo paso y la actividad esta en clara declinacion.
A2.9) Andlisis estadistico.

Las diferencias entre los tratamientos agricolas fueron testeados con analisis multiple
de la varianza (MANOVA), y usando el test de Hostelling (P < 0,05) para mirar las
diferencias significativas para cada fuente de carbono entre los diferentes sistemas de
medicion de O,. La relacion entre los tratamientos fue visualizada utilizando Analisis de

Coordenadas Principales (ACoP) para cada distancia (Distancia Euclidea) entre dos
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tratamientos. Todos los analisis estadisticos fueron llevados a cabo usando el
programa INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2015).

186



Anexo |

A.3 Resultados y discusion.
A3.1 Aspectos fisicos del sistema OBS

El primer aspecto que se observé cuando se comenzé a disefar el sistema OBS fue la
microplaca. Debido a que la matriz de poliestireno que contiene el PtTFPP se disuelve
en cloroformo, lo primero que se tenia que probar era que la microplaca soportara la
centrifugacién con el material corrosivo para ella misma. Dos tipos de placas se
utilizaron, la placa Garmin sufrid un gran deterioro e incluso pérdida de material para
todos los tiempos analizados. En cambio, la placa Costar no sufrié dafios dentro de
los 20 o 25 min de centrifugaciéon (Figura A.2). A los 30 min ambas placas sufrian

deterioros.

Figura A.2: placas con poliestireno centrifuads date 25min.
Izq: Placa Garmin; der: Placa Costar.

Ademas se comparo la posterior formacion de burbujas en la matriz de poliestireno si
se dejaba secar a temperatura ambiente o a 4° C. Y se encontré que si las placas con
el poliestireno disuelto en cloroformo se la dejaban secar a menor temperatura, el
tamafio y la cantidad de burbujas era menor en comparacion con las placas que se
dejaban airear a temperatura ambiente. Esto fue observado a ojo por medio de una
lupa.
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A3.2 Ensayo con diferentes concentraciones de PtFTPP.

Se prepararon matrices sensibles al O, con diferentes concentraciones de PtTFPP
(mientras se mantuvo la concentracion de poliestireno y cloroformo constante). El
incremento promedio entre el flourosforo depositado en la matriz con una solucion
acuosa y con una solucién de Na,SOj, que tiene la capacidad de absorber todo el

oxigeno disuelto en la solucién acuosa, es cerca del doble (Figura A.3).
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10000,00
30,33
8000,00 79.33 16,67
6000,00 I = —
4000,00 - —
2000,00 - —
0,00
0,1 0,22 0,423
Concentraciéon de PtFTPP (%)
Figura A.3: grafico de barra que muestra la fluorescencia minima por medio de
agua (gris claro) y maxima con Na2SO3 (gris oscuro). n=3

Posteriormente se realizaron perfiles fisiolégicos con tres concentraciones diferentes
de bacterias Pseudomas Protegens, con el fin de ver la respuesta maxima
normalizada a NRFU (Figura A.4). Se observd que las tres concentraciones de
bacterias 1x10%, 1x10* y 1x10°, responden de manera similar a las tres
concentraciones de PtTFPP, e incluso no se presentan diferencias significativas entre
las curvas con diferentes concentraciones de PtTFPP (P = 0,71) cuando se analiza por
medio de ANOVAM.

FiguraA.4: Los graficos muestran como responden un cultivo bacteriano en el medio NYB en una placa con tres
concentraciones de PtFTPP. a)1000 bacteria / ml; b) 10000 bacteria / ml y c) 100000 bacteria / ml. Las concentraciones de
PtFTPP son 0,1 (linea negra); 0.22 (linea gris clara) y 0.44 (linea gris oscuro). n=3.
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Dado que las tres concentraciones de PtTFPP muestran una respuesta similar se

decidio optar por la concentracion de bibliografia (McLamore et al., 2014).

A3.3) Ensayo con diferentes concentraciones de Oxido de Titanio (IV).

Cuando comparamos los trabajos publicados McLamore et al., (2010) con el posterior
trabajo del mismo autor del 2014, observamos que en el primero se debia agregar
TiO, y en el segundo protocolo ya no estaba. Por lo cual se decidi6 probar con
diferentes concentraciones de TiO, manteniendo la concentracion del resto de
reactivos constante: 0%, 1,5%, 3% y 4,5%. La mayor fluorescencia se obtuvo con el
agregado 1,5 %, posteriormente sin TiO, y el agregado de un 3% emitieron sefales
similares y finalmente el 4,5% emitié una cantidad sensiblemente menor que el resto
de las curva (Figura A.5a). Esto probablemente se deba a que a concentraciones
bajas el TiO,facilite la difusion del oxigeno y a medida que aumenta su concentracion
opaca la senal de PtTFPP (). Posteriormente se fabricé una placa donde la mitad de la
misma no contenia el agregado de TiO,y en la otra mitad se le habia agregado 1,5%
del 6xido. Cuando se utilizdé esta microplaca con una solucién de suelo para obtener
un CPP para comparar, observamos que la forma de las curvas de fluorescencia eran
muy similares, sin embargo, con el agregado de TiO, aumentaba la sefal (Figura
A.5Db).
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FiguraA.5: Graficos con diferentes concentraciones de TiO2 . a) Prueba con tres concentraciones diferentes de TiO2: 0% (linea
negra continua); 1,5% (linea gris oscuro); 3% (linea gris clara); 4,5% (linea negra discontinua). b) comparacion con TiO2 agregado
(lineanegra)y sin TIO2 (linea gris).

A.3.4) Caracterizacion de la microplaca sensible a O,.

Como primera medida para caracterizar la matriz con el PtTFPP fue realizar un

espectro de absorbancia completo el cual dio de manera similar al de bibliografia
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(Figura A.1). Posteriormente se realizé un ensayo con Na2SO3 para analizar como
varia el flourosforo con la temperatura. Y se observé que la fluorescencia del PtTFPP

disminuye a medida que aumenta la temperatura (Figura A.G).
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Figura A.6: Grafico que muestra como varia la fluorescencia maxima medida con
Na2SO03 (cruz), suelo mas Na2SO3 (cuadrado), agua (triangulo) y suelo mas agua
(rombo) con la temperatura. n=4

Para finalizar la caracterizacion de la temperatura se realizaron CLPP a 24° y 30° C.
Se observé que la a 24° C la curvas de respuesta de la fluorescencia no presenta
actividad o lo hacen de manera muy baja, probablemente debido a que los
microorganismos del suelo presentes en el pocillo de la microplaca tenga una actividad
muy baja a esa temperatura, en comparacion con la actividad a 30°C (informacién no

mostrada).
A.3.5) Comparacion entre las placas OBS y BDOBS.

Una vez definido el protocolo de disefio de las microplacas sensible a O, y con un
minimo de conocimientos se decidi®é comparar con las tradicionales placas BDOBS.
Para ello se utilizaron muestras de suelo de dos sistemas de cultivos diferentes, la
siembra directa y la labranza convencional. Cuando se analizaron los parametros
medidos para el sistema OBS y para BDOBD medido de manera tradicional (desde
abajo) por medio del ANOVA, se observd que todos los parametros son
significativamente diferentes. En cambio cuando comparamos el sistema OBS con el
sistema BDOBS pero ahora con la lectura desde arriba se observo que las diferencias
entre los sistemas disminuian. Por lo cual se pudo incidir en que la gran diferencia

entre los sistemas esta en la forma de medicidbn mas que en el flourosforo. Debido a
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que el suelo interfiere en la lectura cuando se lo hace desde arriba, lo cual hace que

se pierda intensidad (figura A.7).

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Horas
Figura A.7: Curvas de fluorescencia comparando las placas BDOBS
medida desde arriba (linea oscura); BDOBS medida desde abajo
(linea clara); OBS de fabricacion propia (linea punteada) .

Ademas se analiz6é por un método multivariado los CLPP producidos por cada sistema

sensible al O, y se observo que el sistema OBS presenta niveles similares a los

producidos por el BDOBS medido desde debajo de manera tradicional. EI ACoP

explica una variacion de 58,5 y 24,5% para los CP1 y CP2, respectivamente (figura

A.8). La distribucion de las muestras

presenta que los sistemas que miden BDOBSango  BDOBSaniba OBS
] ) RB n.s. n.s. 0,0293

desde arriba se encuentran hacia el C 0,0175 nS. 0,0001
negativo del CP1 y la muestras producidas P~ 00042 f:S: 0,0108
v 0,0134 0,0093 0,0364

por el sistema BDOBS medida por la parte
inferior de la placa se localizan hacia el
lado positivo. Cuando comparamos las dos

muestras vemos que la mayor distancia se

5,397 A
encuentra en los CLPPP medidos por el .
OBS de fabricacion propia. Cuando se g 4
realizo en ANOVAM para comparar las § 1461 o 5 |
muestras de los dos sistemas de cultivo se 5 o5t o =
observa que el OBS separa los AA.O. . "
tratamientos en las cuatro fuentes de C, en A e a2 ost ss 56

cambio el BDOBS medido desde abajo lo

hace para las tres fuentes de C

Tabla A.1: ANOVAM para los medidas con el biosensor
BDOBS desde arriba (circulos) y desde abajo (cuadrados) y
el sistema OBS (triangulos). Donde se compara las

submuestras de SDy LC.

Distancia: (Euclidea)

Figura A.8: ACoP. que muestra la distribucion de las
muestras medidas con el biosensor BDOBS desde arriba
(circulos) y desde abajo (cuadrados) y el sistema OBS
(triangulos). Donde se compara las submuestras de SD y

LC

CP 1(58,5%)
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agregadas. Finalmente el DBOBS medidos desde arriba, solo separa una fuente de C.

A.3.6) Métodos de esterilizacion.

Finalmente se buscd el mejor método para descontaminar y poder reutilizar las

microplacas OBS sensibles al O,. Se realizaron pruebas con tres métodos diferentes:

alcohol 70%, radiacion UV y oxido de etileno.

Tanto el alcohol como la radiacién UV probaron ser ineficientes a la hora de poder

esterilizar las microplacas utilizadas cuando se agregaba medio rico como el NYB para

ver si habia respiracion y/o crecimiento. Solo disminuian la carga microbiana,

demorando el inicio de la curva de fluorescencia al menos 12 horas. Por el contrario, el

oxido de etileno probéd ser suficiente para esterilizar cada pocillo (Figura A.9) Estos

resultados se encuentran en concordancia con los de otros autores (McLamore et al.,
2014; Zajko & Klimant, 2013; Birmele et al., 2006).
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Figura A.9: Curva de fluorescencia comparando una solucién

de suelo (linea gris) con medio NYB (linea negra). n=8.
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A.4 Conclusiones

Estudios previos han mostrado la utilidad de los sistemas sensibles a O, e incluso es
utiizado a lo largo de toda esta tesis de doctorado con el fin de estudiar las
comunidades microbianas del suelo e incidir en la fisiologia de los suelos por medio de
su capacidad metabdlica. El estudio fisiologico es llevado a cabo en un corto periodo
de tiempo (24 h) por medio del monitoreo de la actividad respiratoria aerdbica
utilizando una microplaca con una matriz que contiene un material fluorescente
sensible al O,. Para esto desarrollamos un método propio basado en trabajos de otros
investigadores (McLamore et al., 2014, 2010; Schmalzlin et al., 2005; Amao et al.,
2001). Podemos concluir que el sistema en microplaca sensible a O, llamado OBS
es un método factible para realizar mediciones de consumo de O, y llevar a cabo

CLPP, que ademas provee resultados robustos y altamente reproducibles.
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