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RESUMEN

El conocimiento de la distribucién de los microorganismos y la actividad enzimaética en las fracciones de agrega-
dos del suelo con manejo agricola puede contribuir a comprender mejor los servicios ecosistémicos del suelo. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los sistemas de labranza (siembra directa y labranza convencio-
nal) sobre la abundancia de microorganismos (hongos y bacterias) y la actividad biolégica del suelo a nivel de
los microagregados del suelo. Los estudios se replicaron en suelos de dos sitios ambientalmente diferentes de la
region pampeana. Las muestras fueron tamizadas en himedo, obteniéndose las siguientes fracciones de agre-
gados: 2000-63, 63-20, 20-2 y 2-0,1 um. La abundancia de bacterias y hongos fue medida por gPCR encon-
trandose diferente abundancia segln el tamafo de agregados. Los perfiles fisiolégicos a nivel de comunidades se
diferenciaron segln el tamafo de agregados independientemente del sistema de labranza y del sitio muestreado.
Por el contrario, a nivel de agregados los perfiles de actividad enzimatica se agruparon principalmente por el
sistema de labranza y no por el tamafio de los mismos. Estos resultados nos permiten sugerir que la provisién de
servicios ecosistémicos del suelo es el resultado de una integracion de la estructura fisica a nivel de agregados y

la actividad bioquimica propia de éstos.
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EFFECTS OF TILLAGE SYSTEMS ON MICROBIAL STRUCTURE
AND ACTIVITY AT MICROAGGREGATE LEVEL

ABSTRACT

The knowledge of the distribution of microorganisms and the enzymatic activitiy at the level of soil fractions
aggregates would contribute to a better understanding of the ecosystemic services of the soil. The objective of
this work was to determine if two of the most relevant microbial groups, fungi and bacteria, and the biological
activity of the soil measured as a respiratory profile induced by substrates and / or the activity of extracellular
enzymes, were modified by differential tillage systems, and if that modification was reproduced at the microag-
gregate level of the soil. Two agricultural farming practices were compared: no-tillage and conventional tillage.
The studies were replicated in soils of two different environmentally sites of the Pampean region. The samples
were wet sieved, obtaining the following fractions of aggregates: 2000-63, 63-20, 20-2 and 2-0.1 um. The
abundance of bacteria and fungi was estimated by qPCR, finding different abundances according to the size of
the aggregates. The physiological profiles at the community level were differentiated according to the aggregates
size independently of the tillage management and the sampled site. On the contrary, at the level of aggregates,
the enzymatic profiles were differentiated more by soil tillage than by the size of the fraction. These results allow
us to suggest that soil ecosystemic services are the result of an integration of the physical structure at the level

of aggregates and their own biochemical activities.

Key words: enzymes, clpp, agriculture managements, soil aggregates fractions

1 Universidad Nacional de Quilmes,
* Autor de contacto: wall.luisgabriel@gmail.com

Cienc. Suelo (Argentina) 36 (2): 50-61, 2018

¢



MICROAGREGADOS, MICROBIOLOGIA Y LABRANZA

49

INTRODUCCION

Los diferentes manejos que se realizan en los
suelos bajo produccién agricola, modifican su es-
tructura biolégica y por consiguiente, los servicios
ecosistémicos del suelo (Roldan et al., 2005).
La labranza convencional (LC) es un sistema de
laboreo donde los residuos de los cultivos son in-
corporados al suelo por la accién del arado o la
rastra de discos. Este sistema de labranza se rea-
liza con la intencion de introducir la materia orga-
nica, remover malezas, airear el suelo, reducir la
compactacion y controlar las plagas que afectan
a los cultivos con la finalidad de incrementar la
germinacion de las semillas y el rendimiento de
los cultivos (Raper et al., 2000). Sin embargo,
también se sabe que la LC favorece la erosion
del suelo por pérdida de materia organica debi-
do a un aumento de los procesos de mineraliza-
cién, disminuye la infiltracién del agua y genera
pérdida de la estructura fisica, disminuyendo la
calidad del suelo debido a la fragmentacién de
los agregados del mismo (Allmaras et al., 2000).
En contraposicion, la siembra directa (SD) es una
practica de manejo utilizada con el fin de preser-
var la estructura fisica e incrementar el carbono
(C) almacenado en el suelo, de este modo se pro-
porciona un habitat y sustratos de mayor calidad
para la biota mejorando la biofertilidad del suelo
(Holland, 2004). En sintesis, diferentes sistemas
de labranza influyen diferencialmente sobre las
propiedades del suelo, incluyendo la distribucion
de las fracciones de agregados del suelo y los sus-
tratos disponibles (Six et al., 2006; Tiemann et
al., 2015)

El proceso de agregacion es un proceso di-
namico, en el cual los microagregados se unen
entre si por medio de raices, hongos, polimeros
organicos y residuos. A su vez, los microagrega-
dos contribuyen a la formacién de los macroagre-
gados (Tisdall & Oades, 1982, Lehmann et al.,
2017). Cada fraccion de agregados constituye un
microambiente con caracteristicas fisicas, quimi-
cas y estructurales Unicas que influyen sobre las
comunidades microbianas que alli habitan (Mum-
mey et al., 2006).

Las comunidades microbianas del suelo tienen
un rol integral en practicamente todos los servi-
cios ecosistémicos, incluyendo el ciclado de los

nutrientes y la descomposicién de la materia or-
ganica (Trivedi et al., 2017). La tasa con la cual
se llevan a cabo estos procesos esta regulada
principalmente por aquellos microorganismos que
se encuentran presentes en las diferentes fraccio-
nes de agregados (Davinic et al., 2012). Sin em-
bargo, poco se sabe sobre como los sistemas de
labranza influyen en las comunidades microbia-
nas y su funcionamiento a una escala de microa-
gregados, mas propia de los microorganismos
(Ettema & Wardle, 2002). Conocer y comprender
la distribucién de los microorganismos del suelo y
su actividad biolégica a una escala menor quizas
permita comprender mejor los efectos de los di-
ferentes sistemas de labranza y sus efectos sobre
los servicios ecosistémicos y la productividad de
los suelos a largo plazo (Kandeler et al., 1999;
Salinas-Garcia et al., 1997)

El objetivo en este trabajo fue analizar el efecto
de sistemas de labranzas contrastantes en la dis-
tribucion cuali y cuantitativa de las comunidades
microbianas y su actividad bioguimica a nivel de
diferentes fracciones de tamanos de agregados.
Las hipotesis de trabajo son: i) la abundancia de
los microorganismos (hongos y bacterias) y las
respuestas bioguimicas son condicionadas por el
tamano de la fraccion de agregados, ii) el sistema
de labranza afecta la distribucion de las fraccio-
nes de agregados, y iii) que los manejos de la-
branza no modifican la abundancia de los hongos
y bacterias ni las respuestas bioquimicas en las
diferentes fracciones de agregados.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de los sitios

Los suelos analizados corresponden a dos es-
tablecimientos agricolas de diferentes zonas de la
regiébn pampeana. El primer caso corresponde a
un experimento de larga duracioén que se encuen-
tra en establecimiento Hogar Funke, localizado en
Tornquist (Provincia de Buenos Aires, Argentina;
38°09'S 61°57'0). El suelo es un Argiudol Tipico
(264 mg kg! arcilla, 552 mg kg limo, 184 mg
kg! arena), y es representativo de region pam-
peana central-sudeste semiarida. La temperatu-
ra anual promedio y las precipitaciones son 15
°C y 800mm, respectivamente. Los sistemas de
labranza contrastantes, labranza convencional y
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siembra directa, fueron establecidos en 1986 en
dos parcelas de 8 ha. adyacentes. Los implemen-
tos mecanicos utilizados en el sistema de labranza
convencional fueron cincel y rastra de disco con
una profundidad de 7-20 cm. En ambos manejos
agricolas, la rotacién de cultivos y aplicacién de
agroquimicos fue similar, siendo de este modo la
Unica diferencia entre ambas parcelas el manejo
de labranza. Los suelos de Tornquist con SD tu-
vieron valores de 21,4 mg g! de COT y en la LC
de 18,6 mg g'. Los valores de fosforo extraible
en las muestras bajo SD fueron 66,13 mg kg
suelo y en la LC 56,67 mg kg* suelo. EI pH en
ambos manejos agricolas fue 6. El segundo sitio
de muestreo se ubicd en el establecimiento Las
Matreras, localizado en Irineo Portela (Provincia
de Buenos Aires; 33°58°S 59°40°0). El ensayo
de SD tiene 15 afos de historia y se maneja con
una rotacion de cultivos tipica para la zona, tri-
go/soja-maiz-soja. El campo bajo LC corresponde
a un establecimiento vecino a Las Matreras que
se venia trabajando con este sistema de labranza
al momento del muestreo y sobre el cual no te-
nemos mayor informacion de su historia de uso.
El caso de estudio en Irineo Portela se incluyé
para corroborar si los resultados obtenidos a nivel
de microagregados en el ensayo controlado y de
larga duracion de Tornquist eran observables en
otro ambiente edafo-climatico con manejo de la-
branzas similares. Los casos de suelos analizados
en la zona de Irineo Portela corresponden a un
Argiudol Tipico (261 mg kg* arcilla, 568 mg kg
lime, 171 mg kg arena), del tipo franco arcilloso
limoso. El suelo de la zona constituye una unidad
fisiografica (Pampa ondulada) caracterizada por
un relieve predominantemente ondulado y recor-
tado en parte por cafnadas, arroyos y rios, donde
sobresalen una serie de elevaciones divisorias de
aguas, interfluvios y areas de nacientes. La tem-
peratura anual promedio y las precipitaciones
fueron 17°C y 1070 mm, respectivamente. Los
suelos de ambos sistemas de labranza presenta-
ron valores de 42,4 mg g de COT, 66,8 mg kg!
de fosforo extractable y un pH de 5,8.

Las muestras fueron recolectadas de los pri-
meros cinco centimetros de suelo (0-5 c¢cm) en
julio de 2014 para las muestras de Tornquist y
en mayo de 2015 para las muestras de Irineo

Pértela. En cada tratamiento se tomaron cinco
muestras separadas por al menos 50 metros.
Para cada una de las muestras, se tomaron 25
piques de barreno (2 cm de diametro) en un area
de 5 m?, que se mezclaron para generar la mues-
tra compuesta. Posteriormente, las muestras fue-
ron transportadas con geles refrigerantes y una
vez en el laboratorio una parte de cada muestra
se almacend a 4°C para su fraccionamiento y de-
terminaciones bioquimicas dentro de los dos pri-
meros meses posteriores al muestreo. Otra parte
equivalente fue secada a 40°C, para las determi-
naciones quimicas.

Fraccionamiento del suelo

Para la separacion de las fracciones de micro
agregados de diferentes tamanos del suelo se rea-
liz el procedimiento descripto por Stemmer et
al.(1998) y modificado posteriormente por Neu-
mann et al. (2013). El suelo se separd en cuatro
fracciones de agregados (2000-63, 63-20, 20-
2, 2-0,1 um). Para ello, se tomé una cantidad
de suelo conservado a 4°C equivalente a una
masa de 20 g de peso seco que se suspendid
en agua desionizada (suelo/agua: 1:5 p/v) y se
trat6 con ultrasonido con una energia de 30 J/mL
(“UltrasonicCleaner”,Testlab S.R.L., Argentina).
La fraccién de 2000-63 um (arena) fue separada
del resto de las fracciones por medio del tamizado
de la suspension de suelo a través de una malla
de 63 um. El liquido filtrado por la malla, que
arrastra todas las particulas menores a 63 um fue
centrifugado a 50 g durante 15 min a 4°C (Centri-
fuga Refrigerada Multi-RF; Thermo Fischer Scien-
tific, EEUU). Para separar la fraccion de 2-0,1
um (arcillas) de la fraccion 63-2 um (limosa), el
sobrenadante de la centrifugacién conteniendo la
fraccion 2-0,1 um fue conservado en un vaso de
precipitado y el precipitado fue re-suspendido en
agua desionizada y vuelto a centrifugar. La centri-
fugacién y resuspension del precipitado se repitid
ocho veces mas, con tiempos de centrifugacion
decrecientes, 15, 13, 12 y 11 min por duplicado
cada uno de ellos, respectivamente. Posterior a la
Ultima centrifugacion, el precipitado fue tamizado
en himedo con un tamiz con malla de 20 um,
separando asi la fraccion de agregados 20-2 um
(limosa fina) que atraviesa el tamiz, de la fraccién
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63-20 um (limosa gruesa) que queda retenida.
Para aumentar la floculacién de las particulas
menores a 2 um, se agregdé Cloruro de Magne-
sio (MgCl,), con una concentracién final de 3,3
mM, al contenido de los vasos de precipitados
donde se recogieron todos los sobrenadantes de
los procesos de resuspensién-centrifugacion y se
incubaron a 4°C durante 16 h. Posteriormente,
las particulas < 2 um fueron concentradas por
centrifugacién durante 10 min a 2400 g. Todas
las fracciones se secaron a 40°C y luego se deter-
minaron las fracciones de los agregados por pe-
sada. Finalmente, las muestras se almacenaron a
4° C en heladera hasta su uso.

Extraccion de ADN

EL ADN microbiano del suelo sin fraccionar
y de las fracciones de agregados fue extraido y
purificado a partir de 0,25 g de las muestras
utilizando el kit de extraccién ZR Soil Microbe
DNA MiniPrep ™ (Zymo Research Corporation,
EEUU) de acuerdo al protocolo del fabricante.
La cantidad y la calidad de ADN extraido se
determiné por medio de un espectrofotometro
Nano Drop ND-1000 spectrophotometer (Ther-
mo Fischer Scientific, EEUU), determinando
las relaciones de absorbancia 260/280 nm y
230/260 nm.

Cuantificacion de los grupos microbianos
principales por qPCR

La abundancia de las copias de la subunidad
pequena de gen ribosomal del ARN de bacterias
y hongos fueron cuantificados usando el proto-
colo y los oligonucleétidos descripto por Fierer
et al., (2005). Para hongos, el oligonucleétido
usado fue 5.8s (5" -CGTTGCGTTCTTCATCG-3")
combinado con el oligonucleétido ITS1f (5°-TC-
CGTAGGTGAACCTGCGG-3"), mientras que para
bacterias se usaron los oligonucleétidos Eub338
(5"-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3") y Eubb18
(5"-ATTACCGCGGCTGCTGG-3"). Para estimar la
abundancia se generaron curvas patron usando
diluciones seriadas a partir de una concentracién
conocida de ADN extraido de Pseudomonaprote-
gens CHAQD o de Fusarium oxysporumpara bacte-
rias y hongos, respectivamente. El volumen final

de la reaccién de real time-PCR fue 25 ul-12,5 ul
de Master MixqPCR SYBR (PB-L, Argentina),3ul
dedeoxi-nucleétidos,0,75 ul de cada oligonucleé-
tido iniciador (10 uM), y 7ul de agua estéril li-
bre de ADN-. En cada reaccién se agregdlul de
las muestras de ADN de suelo o el ADN utilizado
como curva de calibracion. La reaccion fue lleva-
da a cabo en un ciclador Smart Cycler (Cepheid,
EEUU) usando el programa: 94°C durante 15 min
seguido por 40 ciclos de 30 sa 94° C, 30 s a 50°
Cy 30 s a 72°C; se utilizbé la misma temperatura
de hibridacion para hongos y bacterias. Se lleva-
ron a cabo curvas de hibridacién y geles electro-
foréticos para confirmar que los productos ampli-
ficados fuesen del tamafo adecuado. El nimero
de copias de cada gen bacteriano o flingico fue
generado usando una ecuacién de regresién para
cada ensayo relacionando el valor del ciclo um-
bral (Ct) para conocer el nimero de copias en los
patrones con una concentracién conocida de ADN
por medio del programa Lin-RegPCR (Ruijter et
al., 2015). Todas las reacciones de gPCR fueron
corridas por triplicados para cada ADN extraido
de las muestras de suelo con el fin de obtener un
valor promedio.

Analisis de la actividad de enzimas
extracelulares (EAA)

El analisis de la actividad potencial de enzi-
mas hidroliticas se realiz6 mediante ensayos en
placas de 96 celdas o pocillos, por fluorescen-
cia (Marx et al., 2001) en suelo sin fraccionar
y en distintas fracciones de microagregados. Las
muestras de suelo fueron ensayadas como fuente
de enzimas para las siguientes actividades enzi-
maticas: [B-cellobiohidrolasa (CEL), N-acetil-B-
glucosaminidasa (NAG), B-glucosidasa (BG), fos-
fatasa (PME), y arilsulfatasa (SUL).

La suspension de suelo sin fraccionar y de
las fracciones de agregados analizadas se realizd
agregando 0,1 g de suelo a un tubo de 20 ml
(BMT-20 S, IKA, Alemania) junto con 10 esferas
de acero de 5 mm de diametro en 10 ml de bu-
ffer MES (4cido etanolsulfénico2-[N-Morfolinol;
Sigma, E.E.U.U.) estéril 0,1M y pH 6,1. La sus-
pensién se homogeniz6 con la ayuda del ULTRA
TURRAX®Tube Drive (IKA, Alemania) que agité
las esferas de acero durante dos minutos a 6000
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rpm y temperatura ambiente. La suspension de
suelo generada fue inmediatamente utilizada para
medir las cinéticas enzimaticas.

Para realizar el ensayo se descargaron 200
ml de suspensién de suelo por pocillo con mi-
cropipeta automatica de 8 canales en una placa
de 96 pocillos. La turbidez propia del suelo y
los compuestos fendlicos que contiene dismi-
nuyen en cierto grado la intensidad de la fluo-
rescencia del fluorésforo 4-metilumbelliferona
(4-MUB;Marx et al., 2001). El grado en que se
apaga esta sefal varia para los diferentes sue-
los por lo tanto se realizd una correccién para
cada suelo (muestra + 4-MUB). Ademas, en
cada placa se incluyé la mezcla de reaccién de
la muestra por triplicado para cada una de las
concentraciones de sustrato (muestra + sustra-
to), un control de sustrato (sustrato + buffer)
y un control de muestra (muestra + buffer). El
volumen final de la mezcla de reaccién en cada
pocillo fue de 250 ml. La fluorescencia de los
controles se resto al valor de las muestras. Como
estandar se utilizé 4-MUB en concentracion final
de 2 uM en el pocillo. Los sustratos 4-MUB-Fos-
fato, 4-MUB-B-D-cellobiosa, 4-MUB-N-acetil-
B-D-glucosamina, 4-MUB-B-D-glucopiranosa, y
4-MUB-sulfato (Sigma, E.E.U.U.) se disolvieron
en agua estéril y las concentraciones finales en
los pocillos fueron de 40uM.

La intensidad de la fluorescencia se ley6 a
355 nm ya 460 nm de longitud de onda de ex-
citacion y de emisién, respectivamente, en el
lector de fluorescencia para placas (POLARstar
Omega, BMG LABTECH, Alemania). El lector fue
programado para realizar 25 ciclos de lectura de
60 seg a 30 °C. Las actividades enzimaticas se
calcularon como la cantidad de sustrato hidroli-
zado por unidad de tiempo y se expresd en nmol
de 4-MUB producidos por hora y por gramo de
suelo seco.

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

Para este ensayo se utilizaron unas placas
de 96 pocillos previamente preparadas con un
sistema biosensor de oxigeno para los analisis
fisiologicos de suelo (Garland et al., 2003) que

disenamos y construimos de acuerdo al trabajo
de McLamore et al. (2014). Las suspensiones de
suelo fueron preparadas mezclando 1 g de sue-
lo 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 ho-
mogenizado mediante ULTRA TURRAX Tube Dri-
ve (IKA, Alemania) durante 20 min. Las fuentes
de C seleccionadas fueron el acido p-cumarico,
acido propionico y acido vanillico (Sigma-Aldrich
Co. Ltd.). Las fuentes de carbono utilizadas como
sustrato se eligieron de acuerdo a trabajos previos
(Zabaloy, 2008, Frene et al., 2014) siendo estos
los sustratos que mayor diversidad de respuestas
mostraron entre tratamientos, probablemente por
constituir fuentes de carbono cuya degradacion
implica rutas metabdlicas particulares, resaltan-
do las diferenciaciones de respuesta a nivel de
comunidades microbianas complejas. Las solu-
ciones madre de fuente de C (300 mg L!) fueron
preparadas para obtener una concentracion final
en el pocillo de 50 mg L de C. Todas las solucio-
nes stocks y el agua destilada fueron esterilizadas
utilizando filtros (<0,22 um, Sartor, EEUU) y al-
macenados a 4° C previos a ser ensayadas en las
microplacas.

En cada pocillo se agregaron 40 ul de las so-
luciones de las fuentes de C o agua desionizada
estéril para determinar la respiracion inducida
por sustrato o la respiraciéon basal, respectiva-
mente. En cada pocillo, se agregaron160 ul de
las suspensiones de suelo con la adicion 40 ul
de agua desionizada estéril hasta un volumen fi-
nal de 240 pl.

Los datos de las cinéticas de fluorescencia
de los consumos de oxigeno fueron expresados
como unidades de fluorescencia relativa nor-
malizados (UFRN).Los valores de UFRN se ob-
tuvieron dividiendo el valor de fluorescencia en
cada punto por el valor de fluorescencia medi-
do una hora después de haber comenzado el
ensayo. El tiempo minimo de respuesta (TMR)
fue definido como el tiempo necesario para al-
canzar un valor de 1,1 de UFRN. El pico de
la respuesta fluorescente (Fmax) fue calculado
para todas las muestras como otro pardmetro
de la actividad respiratoria, asumiendo una
tasa de difusién constante.
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Analisis Estadistico

Las medias de los parametros calculados para
los tratamientos y las fracciones de agregados del
suelo fueron analizadas por medio del test Ana-
lisis de la Varianza ANOVA, previa corroboracion
de los supuestos de normalidad y heterocedasti-
cidad. Las comparaciones de medias se realiza-
ron con el LSD de Fisher (P < 0,05). Los datos
experimentales fueron analizados y visualizados
utilizando un analisis multivariado de coorde-
nadas principales (ACoP), ya que este posibili-
ta cuantificar la distancias euclideas entre las
muestras. Todos los analisis estadisticos fueron
realizados con el software INFOSTAT (Di Rienzo
etal., 2013).

RESULTADOS
Distribucion de las fracciones de agregados

Los suelos de Tornquist presentaron la mayor
proporcion de agregados en la fraccién 2000-63
um (Figura 1), siendo significativamente mayor
en las muestras de SD que en las muestras de LC
(P = 0,019), seguido por la fraccién 63-20 um,

donde las muestras de la LC presentaron valores
significativamente mayores que las muestras de
SD (P = 0,028). Las fracciones 20-2 umy 2-0,1
um no presentaron diferencias significativas entre
los sistemas de labranza.

En los suelos de Irineo Pértela (Figura 1), en
las fracciones 2000-63 um y 63-20 um no se
presentaron diferencias significativas entre los
sistemas de labranza, siendo la fraccién 63-20
um la que presentd la mayor proporcién en am-
bos casos. En la fraccion 20-2 um, las muestras
de la LC mostraron valores mayores que la SD
(P = 0,025). Por dltimo, la fraccién 2-0,1 um
no presento6 diferencias significativas entre trata-
mientos.

Analisis de las actividades bioldgicas
de los suelos sin fraccionar

En una primera etapa se analizaron los perfiles
de enzimas y CLPP de los suelos sin fraccionar
(SSF) buscando diferencias de acuerdo al sistema
de labranza (Figura 2). En el Analisis de Coorde-
nadas Principales (ACoP) de los perfiles enzima-

Proporcion de agregados

100

%

Tornquist

751

50-

25/

0 .
LC SD LC SD

Irineo Portela

’i 2000-63 . 63-20 |:| 20-2

[] 201 |

Figura 1. Proporcién de cada fraccion de tamario de agregados, 200-63 mm, 63-20 mm,
20-2 mm, 2-0,1 mm, sobre el total de suelo recuperado en el fraccionamiento de suelo de

Tornquist y de Irineo Portela.

Figure 1. Amount of each aggregates size fraction, 200-63 mm, 63-20 mm, 20-2 mm,
2-0,1 mm, and total sum of aggregate fractions from soil samples of Tornquist and

[rineo Portela.
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Figura 2. Andlisis de Coordenadas Principales (ACoP) de las muestras de suelo sin fraccionar
basados en a) perfil enzimatico para Tornquist, b) CLPP para Tornquist, c) perfil enzimatico para

Portela y d) CLPP para Irineo Portela (n=3).

Figure 2. Principal Coordinate Analysis (PCoA) from bulk soil samples based on for a) enzymatic
profile for Tornquist, b) CLPP for Tornquist, c) enzymatic profile for Irineo Portela, and d) CLPP

for Irineo Portela (n = 3).

ticos para los suelos de Tornquist las muestras se
separaron por sistema de labranza (Figura 2A).
De forma similar, el ACoP basado en los datos del
CLPP también diferencio los suelos de Tornquist
de acuerdo al sistema de labranza (Figura 2B).

En el ACoP basado en el perfil enzimatico de
las muestras de Irineo Portela (Figura 2C) las
muestras también se agruparon por sistema de
labranza y lo mismo ocurre cuando se analizé el
ACoP basado en los datos de CLPP de esos suelos
(Figura 2D).

Abundancia de hongos y bacterias
a nivel de microagregados

En las muestras de Tornquist, no hubo diferen-
cias significativas entre fracciones ni entre trata-
mientos para las abundancias de los microorga-
nismos medidos (Tabla 1).

En las muestras de Irineo Pértela, SD presentd
mayor abundancia bacteriana en las fracciones
2000-63, 63-20 y 2-0,1 um (P = 0.015, P =
0.0149, P = 0.0001 respectivamente) respecto
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Tabla 1. Abundancia de bacterias y hongos (n =5). Los valores con idéntica letra no se diferencian significativamente (P<0,05). Las
letras mayusculas representan las diferencias entre fracciones de tamafios agregados dentro de cada tratamiento y letras mintisculas

entre tratamientos para cada sitio y fraccion de agregados.

Table 1. Bacteria and fungi abundance (n =5). The values with identical letters do not differ significantly (P <0.05). Capital letter
represents differences within soil aggregate size fractions and the lowercase between treatments for site and soil aggregate fractions.

SD =Siembra directa; LC = Labranza convencional; SSF = % de recuperacion del fraccionamiento respecto del suelo sin fraccionar.

SD = No-tillage; LC = Conventional tillage; SSF = % of bulk soil recovery after fractionation.

Sitio Manejo Agricola del;za\ri(gc;gos Abundanciagl':;?acéiirci;r;a (n® copia/ Abundanciafl:aucrl?ci}cr;]a; (n® copia/ g
Tornquist SD SSF 4,46E+08 a 1,27E+07 a
2000-63 1,02E+09 Aa 1,74E+08 Aa
63-20 6,92E+08 Aa 1,66E+08 Aa
20-2 2,56E+09 Aa 3,06E+08 Aa
2-0,1 2,61E+08 Aa 2,84E+07 Aa
LC SSF 3,62E+08 a 3,10E+07 a
2000-63 1,89E+08 Ba 5,46E+07 Aa
63-20 9,85E+08 ABa 8,30E+07 Aa
20-2 2,59E+09 Aa 7,21E+07 Aa
2-0,1 2,88E+08 Ba 5,50E+06 Aa
Irineo SD SSF 3,45E+09a 2,85E+08 a
Portela 2000-63 2,88E+09 Aa 3,08E+08 Aa
63-20 2,88E+09 Aa 2,48E+08 Aa
20-2 3,07E+09 Aa 2,23E+08 Aa
2-0,1 3,32E+9 Aa 2,73E+08 Aa
LC SSF 5,95E+08b 3,16E+08 a
2000-63 6,37E+08 Bb 3,26E+08 Aa
63-20 6,32E+08 Bb 3,37E+08 Aa
20-2 1,77E+09 Aa 3,14E+08 Aa
2-0,1 5,39E+08 Ba 2,56E+08 Aa

LC = labranza convencional; SD = siembra directa.
LC = conventional tillage; SD = No-tillage

a LC. Bajo LC los mayores valores de abundancia
bacteriana se encontraron en la fraccion 20-2 um
(Tabla 1).

La abundancia de los hongos no presenté di-
ferencias significativas entre tratamientos ni frac-
ciones en ninguno de los dos sitios.

Actividades enzimaticas a nivel de
microagregados.

En las muestras de Tornquist en SD, las ac-
tividades de la enzimas B-glucosidasa (BG) fue-
ron mayores tanto en la fraccion de 2000-63

mm como la de 63-20 mm respecto a las de
20-2 mmy 2-0.1 mm. La actividad de N-acetil-
B-glucosaminidasa (NAG) fueron mayores en la
fraccion 2000-63 um respecto a las actividades
en las fracciones 20-2 (Figura 3). Estas enzimas
presentaron una disminucién de su actividad es-
pecifica desde la fraccion 2000-63 um hasta la
fraccién 20-2um. La actividad de fosfatasa (PME)
no mostré diferencias significativas relevantes en-
tre fracciones, salvo para la fraccién 2-0.1 mm
que tuvo valores significativamente menores res-
pecto a las otras fracciones. La actividad de la
B-cellobiohidrolasa (CEL) y la arilsulfatasa (SUL)
presentaron las mayores actividades en la frac-
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Figura 3. Actividad enzimatica para cada fraccion de tamatio de agregados del suelo y sitio. Las barras de error representan el error
estandar y las letras marcan diferencias significativas (P<0.05) entre las fracciones de agregados para cada tratamiento y sitio(n = 5).

Figure 3. Enzymatic activity for each soil aggregate fractions and site. Error bars represented standard error and letters point
differences between soil aggregates fractions for each treatment and site(n=5).

cion 2-0,1 um. Por otro lado, en las muestras de
Tornquist en LC, la actividad de la enzima BG fue
mayor en la fraccion 2000-63 um en relacién a
la fraccién 2-0.1 um y disminuyendo su valor con
el tamano de la fraccion. Las actividades de NAG
y PME no mostraron diferencias significativas re-
levantes entre fracciones en general salvo para el
caso de NAG cuya actividad en la fraccion 63-20
um fue significativamente menor que la de 2-0,1
um; la actividad de CEL y SUL resulté superior en
la fraccién 2-0,1 um. Cuando se compara entre
sistemas de labranza para el sitio de Tornquist
solo se encontraron diferencias significativas, con
valores mayores en SD que en LC, para la activi-
dad BG en la fraccién 2000-63 um (P = 0,047)

y la actividad SUL en la fraccion 2-0,1 um (P =
0,028).

En las muestras de Irineo Portela (Figura 3)
se verifica una mayor actividad enzimatica gene-
ral respecto de las actividades de los suelos de
Tornquist (P< 0,0001 para todas las activida-
des enzimaticas con excepcion de SUL donde no
hubo diferencias significativas). En comparacion
al resto de las fracciones en el mismo suelo, las
muestras presentaron mayor actividad para las
cinco enzimas en la fraccion 2000-63 um en SD
y las actividades de BG, NAG y CEL disminuyeron
con el tamafo de fracciéon. En las muestras en
LC, la actividad de PME fue mayor en la fraccion
20-2 um respecto al resto de las fracciones, y la
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actividad de la CEL fue alta y similar en las tres
fracciones de mayor tamano. Finalmente, la SUL
mostrd la mayor actividad en la fraccion 2-0,1
um. No se presentaron diferencias significativas
en la actividad enzimatica entre los sistemas de
labranza en ninguna fraccién de agregados.

En el analisis multivariado ACoP del perfil en-
zimatico de las fracciones de agregados prove-
nientes de ambos sistemas de labranza para los
suelos de Tornquist (Figura 4A), encontramos que
las muestras de mayor tamafo, 2000-63 um y
63-20 um tienden a agruparse por sistema de
labranza mientras que las de menor tamafo 20-2
y 2-0,1 um tienden a agruparse por tamano de
fraccién.

En el ACoP del perfil enzimatico de las fraccio-
nes de agregados provenientes de Irineo Portela
(Figura 4B) las muestras presentaron menor se-
paracién de acuerdo al sistema de labranza que
lo observado en las muestras de Tornquist (Figura

4A). Las fracciones de agregados de 63-20 um y
2000-63 um se ubicaron cercanas entre si, mien-
tras que ambas fracciones de 2-0,1 um se sepa-
raron del resto de las fracciones de agregados en
cercania con la fraccién 20-2 um perteneciente a
la SD (Figura 4B).

Analisis de los perfiles fisioldgicos (CLPP) a
nivel de microagregados.

El analisis multivariado ACoP, de los perfiles
fisiolégicos de las diferentes fracciones arrojé un
resultado diferente a lo observado para los per-
files enzimaticos (Figura 5). En el caso de Torn-
quist (Figura 5A), las muestras tienden a agrupar-
se por tamanfo de fracciéon mas que por el sistema
de labranza. Las fracciones de agregados 2000-
63 umy 63-20 um presentaron las menores dis-
tancias entre sistema de labranza. Por otro lado,
ambas fracciones de 2-0,1 um se separaron del
resto de las fracciones de agregados.

Tornquist Irineo Portela
A B
3,49+ 1,98+
2,034 1,004
o —_—
) o
© 0,574 T 0,021
o™ o~
% |—§—< 2y HM
Q o
0,901 -0,97 1
-2,36 v . v r . -1,95 . ; . . .
-297 -1,7/6 -055 066 1,87 3,0€ 2,73 -138 -004 131 265 4,00
CP 1(47,7%) CP 1 (57,6%)
—#—LC2000-63 —O—SD2000-63 2 —E—LCE3-20 ——SDE3-20
—A—C20-2 ——25SD 20-2 —4—LC 201 ——58D 2-0,1

LC =labranza convencional; SD = siembra directa.
LC = conventional tillage; SD = No-tillage

Figura 4. Analisis de Coordenadas Principales del perfil enzimatico de las muestras de las fracciones de agregados para A)

Tornquist, B) Irineo Portela (n=10).

Figure 4. Principal Coordinate Analysis of the enzymatic profile from soil aggregates fraction samples for A) Tornquist, B)

[rineo Portela (n = 10).
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Figura 5. Analisis de Coordenadas Principales para el CLPP de las muestras de las fracciones de agregados para a) Tornquist y b)

Irineo Portela (n=10).

Figure 5. Principal Coordinate Analysis of CLPP from soil aggregates fraction samples for A) Tornquist, B) Irineo Portela (n = 10).

En el ACoP de las muestras de suelo de Irineo
Portela (Figura 5B), las muestras se agruparon de
acuerdo al tamano de fraccion principalmente, y
solo se separa del resto la fraccion de 2-0,1 um
perteneciente a la LC.

DISCUSION

Las comunidades microbianas determinan en
gran medida la actividad bioquimica de los sue-
los. EI mecanismo primario por el que los siste-
mas de labranzas influyen sobre las comunidades
microbianas del suelo es a través de la transfor-
macion de la estructura del suelo y la disponi-
bilidad de substratos (Elliott & Coleman, 1988).
Los datos obtenidos en este trabajo en un primer
analisis del suelo sin fraccionar muestran que dos
sistemas de labranza contrastantes modifican en
forma diferencial el perfil bioquimico del suelo
como han sugerido otros autores (Kandeler et al.,
1999). Esta observacion se verifica tanto a nivel
de actividad de enzimas del suelo como de perfi-

les fisiologicos a nivel de comunidades microbia-
nas. A partir de esta diferencia surgié la pregunta
sobre lo que sucede a nivel de los microagregados
de diferente tamano, resistentes al tamizado en
himedo de los suelos, para profundizar en el co-
nocimiento de la relacion estructura y funcion de
los suelos.

El conocimiento de las comunidades micro-
bianas dentro de cada microambiente (fracciones
de agregados) es de interés cientifico para poder
comprender mejor los mecanismos que condu-
cen los procesos de ciclado de los nutrientes en
el suelo, los cuales tienen importantes implica-
ciones en la provision de servicios ecosistémicos
(Grundmann et al., 2004). La determinacién de
la abundancia relativa de hongos y bacterias por
gPCR a partir de las fracciones de agregados de
diferentes tamafnos mostré algunas diferencias
dependiendo del tamario del agregado y del sitio o
tipo de suelo. En Tornquist no se encontraron dife-
rencias en las abundancias. En el suelo de Irineo
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Portela los agregados de 2000-63 mm mostraron
diferencias en la abundancia de bacterias respec-
to del sistema de labranza, con mayor abundan-
cia en los agregados provenientes del suelo en SD
y este comportamiento se extendié a la fraccion
63-20 mm (Tabla 1). Un reciente analisis de me-
tadatos sugiere la importancia de las bacterias en
la agregacion de microagregados mientras que los
hongos tendrian una mayor participacién en la es-
tabilidad de los macroagregados (Lehmann et al.,
2017). Este tipo de resultado ha sido explicado
como la consecuencia de una mayor proteccién
fisica para los microorganismos en este tamafo
de fraccion (Lagomarsino et al., 2012; Sessitsch
et al., 2001) donde se encuentran los mayores
niveles de C (Neumann et al., 2013). De todos
modos es importante recordar que abundancias
equivalentes de los grupos microbiolégico pueden
contener una estructura diferente en la diversidad
microbiolégica que resulte en distintas capacida-
des fisiologicas. Si bien en este trabajo no hemos
analizado la diversidad de la estructura microbio-
l6gica de bacterias u hongos, las determinaciones
de comportamientos diferenciales de los CLPP en
los suelos con diferentes labranzas sugieren que
las comunidades microbiolégicas son diferentes.

A nivel de los agregados, en el caso de Torn-
quist, el analisis de los CLPP evidenci6 una agru-
pacion de las muestras por tamafno de agregados,
mas que por sistema de labranza del suelo, lo que
sugiere una comunidad microbiana de caracteris-
ticas semejantes de acuerdo al tamafio del agre-
gado que seria independiente de ambos sistemas
de labranza (SD y LC).

El patrén general de las actividades enzimati-
cas estaria gobernado por la cantidad y calidad
de los sustratos organicos (Deng & Tabatabai,
1996). 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 & Jastrow, 2006; Kandeler et
al., 1999). En este trabajo observamos una distri-
bucién de las actividades enzimaticas especificas
de acuerdo al sistema de labranza a nivel de las
diferentes fracciones de microagregados del suelo
(Figura 3). En los suelos bajo SD las actividades

de las enzimas BG, NAG fueron mayores en las
fracciones mas grandes de 2000-63 mm y en al-
gunos casos también 63-20 mm y la actividad
disminuyé desde las fracciones mas grandes a las
de menor tamano, principalmente en los suelos
de Irineo Pértela. Estas diferencias no se obser-
van en las muestras de los suelos bajo LC. Para
el caso de SD se ha demostrado que el C organi-
co (fresco o labil) derivado de los residuos de los
cultivos es primero incorporado en las fracciones
de mayor tamano (2000-200 um) durante la des-
composicioén inicial y luego acumulado en las de
menor tamafno (Six et al., 2000; Stemmer et al.,
1998) Consecuentemente, esto se traduce en un
mayor contenido de C y N labil en las fracciones
de mayor tamano, lo que estimularia una mayor
produccién de enzimas extracelulares (Qin et al.,
2010), resultados que se verifica en las fraccio-
nes de 2000-63 um y 63-20 um para las en-
zimas B-glucosidasa y N-acetil-glucosaminidasa
(Figura 3) de los ciclos de C y N respectivamen-
te. En concordancia con nuestras observaciones
para la enzima B-glucosidasa, Allison & Jastrow
(2006) observaron que la mayor actividad de las
enzimas relacionadas con el C y P, también anali-
zadas en este trabajo, se encuentran favorecidas
en las fracciones mayores a 250 um, sugiriendo
qgue los microorganismos aqui presentes produ-
cen mayores cantidades de enzimas hidroliticas,
con el fin de degradar los materiales derivados de
las plantas presentes en mayor abundancia en las
fracciones de mayor tamano en la SD (Marx et
al., 2005). La falta de concordancia con las acti-
vidades de fosfatasas en nuestros resultados, que
no mostraron una mayor actividad en los agrega-
dos de mayor tamano, podria variar de acuerdo
a la disponibilidad de P en los diferentes suelos
que se comparan. En cambio, en las fracciones
de menor tamano, el C se encontraria protegido
por las particulas minerales y consecuentemente
tendria una baja disponibilidad microbiana y eso
conduciria a una menor actividad enzimatica en
esas fracciones (Qin et al., 2010). Por el contra-
rio, en el caso de LC, la perdida de la estructura
y el aumento de la mineralizacion del C, especial-
mente en las fracciones de mayor tamafo que no
estan protegidas por las arcillas, podria explicar
los menores valores enzimaticos encontrados en
algunas de las fracciones de mayor tamafo en los
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suelos de LC al contrario de lo que ocurre en las
mismas fracciones de SD.

En lineas generales nuestros resultados con-
cuerdan con lo publicado por Jiang y colabora-
dores (2011), quienes mostraron que el tamafo
de agregados determina el patron de distribucién
de la actividad microbiana en el suelo, donde el
efecto de la labranza no fue significativo a escala
de los microagregados.

CONCLUSIONES

La comparacion de suelos bajo diferentes siste-
mas de labranza, siembra directa y labranza con-
vencional, muestra que el factor mecanico modifica
las propiedades bioquimicas del suelo generando
diferencias en los perfiles enzimaticos y en los per-
files fisiologicos del mismo. La labranza también
modifica las proporciones de microagregados que
forman el suelo. Las diferencias bioquimicas por
labranza halladas en el suelo sin fraccionar no
se observan cuando las mismas son analizadas
a nivel de los microagregados. Esto implica que
las propiedades bioguimicas de los suelos y las
prestaciones ecosistémicas que derivan de ellas,
dependen de la proporcién de microagregados que
generan los diferentes sistemas de labranza.
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